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Introduction

INTRODUCTION

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni a la pharmacie des médicaments trés

efficaces, cette découverte de nouveaux médicaments s’est effectuée en recherchant les
principes actifs de plantes médicinales qui pour la plupart, était des plantes toxiques.
Ainsi, au cours des dernieres décennies le corps médical a pris conscience de 1’intérét
thérapeutique des plantes pour soigner efficacement un grand nombre d’affections d’ou la
plupart d’entre elles n’ont pas attiré D’attention des chercheurs et leurs potentialités
thérapeutiques restants a découvrir (Aquaron, 2005).

En effet, les résultats des recherches conduit par des spécialistes (médecins, biologistes,
pharmaciens, botanistes, agronomes, écologistes et économistes) concourent a démontrer les
effets néfastes des médicaments a base de produits chimiques pour 1’organisme de I’étre
humain , ¢’est pour cela que ces produits naturels sont trés demandés dans le monde , donc il
est temps de multiplier nos efforts pour faire évaluer ce domaine <<plante médicinale et
culture biologique >>, par I’application des résultats de recherches scientifiques et de
techniques appropriées de production et de dosage (Messaoudi, 2005).

Presque tous les produits utilisés par 1’étre humain pour soulager leurs maux ont
trouvé leur origine dans le végétale. Sans doute aussi ancienne que la conscience humaine, la
correspondance entre les plantes et les vertus des aliments naturels, a des fins thérapeutiques,
est illustrée par cette citation d’Hippocrate (Vers 460,377 av J.C, « la nature est le médecin
des malades » (Aquaron, 2005).

Parmi les produits du terroir algérien et qui n’est autre qu’un des plus anciens remedes
naturels, nous avons le cas de Henné (Lawsonia Inermis), henné de Zribet El Oued ou “* El
Hanna Zribiya *’.

Les feuilles de henné font 1’objet de commerce au niveau international. La demande
mondiale de henné a commencé a augmenter véritablement entre 1960-1980 et depuis, elle ne
cesse d’augmenter (Aweke et al., 2005).

Les principaux pays importateurs sont : L’Arabie saoudite (environ 3000 t/an), la France (250
t/an), la Grande Bretagne (100 t /ans) et les Etats-Unis (plusieurs centaines de tonnes /an)
(Aweke et al., 2005).

Il faut preciser que le Niger entretient également un lieu d’exportation avec 1’Algérie. De

plus, I’Inermis prends de 1’ampleur, économiquement.
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C’est dans ce contexte que se déroule notre étude visant a identifier [D’effet

antioxydant, anti-microbien. La composition en polyphénols et en flavonoides du henné a

I’état frais et secher par deux méthodes a savoir : séchage a I’air libre et séchage au séchoir.

Le mémoire est divisé en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une étude phytochimique de la plante Lawsonia Inermis,
sa composition chimique, en décrivant les différents métabolites secondaires a savoir :
coumarine, terpenoide, alcaloide, stérol, et composés phénoliques, ...

Le second chapitre est consacré a la partie matériels et méthodes : dosage du DPPH,
dosage de I’ABTS, dosage de I’activité enzymatique Butyrylcholinéstérase, dosage
des polyphénols et des flavonoides, ainsi que [I’évaluation de [Dactivité
antimicrobienne.

Les différents résultats obtenus occupent le troisieme chapitre, et enfin on termine
notre travail avec une discussion et une conclusion.
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1. Historique
Lawsonia Inermis est une espece native d'Afrique du Nord et du Sud Est Asiatique

(Malekzadeh, 1968).
11 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 trés anciennement
attestés et vers ’ouest, la Palestine, la Syrie et ’Egypte suivant en cela la migration des
peuples).
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 sociétés musulmanes, est-elle devenue
emblématique de ce rituel.
Par contre, pour ce qui est de 1I’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. Il 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).

2. Présentation de la plante

Le mot henné qui désigne <devenir reine >, est une preuve que la plante a une valeur
d’élégance chez les civilisations qui I’utilisent. Pendant des siecles, les feuilles de la plante de
henné ont été connues comme étant des agents colorants, utilisée dans plusieurs civilisations.

Forme de tatouage varié et éphémeére, le rituel du henné se présente comme un
phénomeéne a la fois esthétique, médicinale et spirituel (Gallo et al., 2008). Depuis ’antiquité,
les femmes s’y adonnent en Afrique du Nord, au moyen Orient et en Inde. Elles I’adoptent
comme moyen de fascination et d’embellissement, celui-Ci représente un symbole d’amour,
de joie et de bonheur’’ (Gouti, 2006).

Le henné est une plante de renommée, comme non seulement comme agent ayant
des propriétés cosmétiques pour teindre les cheveux, la peau, les ongles etc. ... mais
également comme un agent efficace ayant des proprietés medicinales intéressantes
(Malekzadech, 1968 ; Sharma ; 1990, Gupta et al., 1992).

Connu communément sous le nom vernaculaire d’El Hanna, d’Alkanna ou de
réséda, le henné est en réalité la préparation obtenue a partir de la plante qui porte le nom

scientifique de Lawsonia Inermis Linn (Ernst, 2000 ; Joy et al., 2001).
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noms scientifiques Lawsonia alba, Lawsonia Spinosa, Ligusturum Egypticum (wichtl, 1999).

nom de son assistant, I'Ecossais physicien, Isaac Lawson. Inermis, est un mot latin qui signifie

C’est un arbuste qui appartient a la famille des lythracées et qui porte plusieurs —

Il doit son nom scientifique au botaniste Suédois Carl Linnaeus, qui lui donna le

non armer (Kazandjieva et al., 2007).

Figure 01 : Les différentes parties de L. Inermis.

3. Description de Lawsonia Inermis :

Ordre : Myrtales

Famille : Lythracées

Genre : Lawsonia

Type : Arbuste épineux

Type de végétation : vivace

Origine : Arabie saoudite, Emirats arabes du Moyen et Proche-Orient
Rusticité : -5 C sur de courte période

Croissance : Moyennement rapide

Lieu de culture : Serre chaude, véranda

Exposition : Chaude et ensoleillée

Hauteur: 2a6m

Port : étalé, ramifie, buissonnant

Feuillage : persistant

Floraison : Printemps, été / blanche, blanc rosé, rouge violacé

Multiplication : semi, bouture, prélevement des rejets, marcottage de tige

Lawsonia Inermis et un arbuste épineux tinctorial pourvu d’une écorce grisatre et ridee.

la plante médicinale étudiée
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Figure 03 : partie aérienne avec fruit Figure 04 : Arbuste de Lawsonia Inermis

3.1.Noms du Henné
e Francais : Henne ; Alcanna ; troéne d’Egypte.
e Anglais : Henna plant ; Alcanna
e Arabe : Héna le plurielle Hénane, les fleurs appelées Faghia et la plante el Héna et le
fruit Tamer Héna.

e Turc: Kina
e Persan : Draht ; Ihana
e Grec: Cupros ; Kyros (MAHMOUDI, 1990).
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3.2.Culture et récolte de henné
La culture du henné nécessite une certaine écologie. Le henné craint le froid, les terres lourdes
et les eaux saumatres. Il a besoin de beaucoup d’eau, de chaleur et de terres pouvant étre
labourées profondément et fumées abondamment (Lemordant et al., 1983).
Le henné est conduit en culture herbacée, La culture est installée pour une longue durée (une
vingtaine d'années). Mais dés la 8éme ou la 10éme année, les rendements commencent a
chuter. Ce qui fait que les agriculteurs ont tendance a renouveler la plantation tous les 8 ou 10
ans (Chattaoui, 1974).
La multiplication de henné est possible aussi bien par bouturage que par semis. C’est surtout
cette derniére méthode qui est pratiquée méme si les graines de henné ont la réputation de
pourrir en terre.
Pour le bouturage, on dispose une branche de henné en cercle dans un trou large et peu
profond puis on inonde d’eau pour former une sorte de boue.
Pour le semis, les graines sont préalablement trempées dans de 1’eau chaude pendant une
semaine environ puis sont soit semées sur des planches immergées dans une sorte de boue,
soit tenues humides dans des couffins jusqu’a germination (Lemordant et al., 1983).
Le henné est récolté a tout moment quand il est parvenu a maturité et apres floraison.

Il existe deux méthodes principales pour la récolte.

v La premiere consiste a ’effeuillage le long de la branche et faisant tomber les feuilles
au sol et on les rassemble par la suite.
v La deuxiéme consiste a couper les tiges de henné au ras du sol a I’aide d’une courte

faucille traditionnelle droite et dentelée.

Le henné donne en général 3 coupes par an. Une 4éme coupe est possible dans des conditions
tres favorables. La premiére coupe a lieu deux mois environ apres le repiquage (Juillet-Aodt).

Le deuxieme vers fin Septembre début Octobre et la derniere au cours du mois de Novembre.
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Figure 05 : Poudre et feuilles séchées du henné

3.3.Aspect botanique

Les différentes recherches aboutissent a I’identification de trois plantes :
e Le henné naturel, Lawsonia Inermis
e Le henné neutre, Cassia Obovata
e Le henné noir, Indigoferatinctoria.
Il est toutefois admis de tous que le henne naturel est bien entendu le vrai henné.

4. Origine et repartition géographique

4.1.0rigine

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 L. Inermis s'est répandue aussi 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.
En Asie, L. 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, Soudan (Lekouch et
al., 2001). La plante ne grandit pas lorsque les températures minimales sont inférieures a |
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 printaniere (Paul, 2001).
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4.2. Répartition géographique
On le trouve désormais partout dans les régions tropicales essentiellement dans les jardins
familiaux et sa production commerciale se limite & quelques endroits en Inde, au Pakistan, en
Iran, en Egypte, en Libye, au Niger et au Soudan.
En Afrique, il s'est souvent naturel Madagascar, il est devenu tellement commun le long de

certaines rivieres qu’il n’a pas besoin d’étre cultivé (Burkill, 1995).

Figure 06 : Répartition géographique de la culture de henné (Lemordant et al., 1983).

5. L’utilisation de Lawsonia lermis_

5.1. Domaine tinctorial

Le mot henné désigne également le colorant tiré de Lawsonia Inermis et dont l'usage est
trés ancien, a travers les différents rituels auxquels il participe. (Steer et al., 2004).

En effet, le tatouage au henné est utilisé depuis des siecles dans diverses cultures : juive,
chrétienne, musulmane, indou et bouddhiste a des fins rituelles, sociales ou esthétiques lors
des événements tels que les mariages (Kluger et al., 2008).

Les propriétés colorantes du henné ont été utilisées dés les premiers temps de l'islam, il fut
recommandé par le prophéte Mohamed (paix et priere sur lui) qui l'utilisait pour colorer sa
barbe (Forestier, 1981 ; 2007).

Il est actuellement en vogue dans les pays occidentaux pour des raisons multiples comme son
utilisation facile, son caractere indolore, sa durée éphémere et le faible risque de transmission
virale (Lamchahab et al., 2011).

De nos jours, il est utilisé partout dans le monde et il est méme utilisé dans I'industrie
cosmétiqgue comme ingrédient dans beaucoup de colorants capillaires et de produits
préconisés pour les cheveux fins et dévitalisés (Sauriasari et al., 2007) et certains produits de
shampoings (Ernst, 2000).
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5.2. Domaine pharmacologique

Dans la tradition, on dit que le henné est un signe de bonne chance, une tache de henné
dans la main droite permet de se protéger contre le mauvais sort (Steer et al., 2004).

En plus de ses vertus tinctoriales (antipelliculaire, anti-séborrhéique, cicatrisante...), le
henné est aussi reconnu pour beaucoup d'autres qualités pharmacologiques dont notamment
celles testées au niveau des feuilles et énumérées.

Selon certaines citations du prophéte Mohamed (paix et priére sur lui), des préparations a
base de henné étaient recommandées pour divers maux (migraine, ulcere). A partir du 14éme
siecle, I'ilmam Ibn Elkaim Eljawzia recommandait le henné sous forme de cataplasme pour
cicatriser les blessures et pour calmer les douleurs. (Al-jawziyya, 1998 ; rahmoun, 2009).
Ainsi, plusieurs chercheurs ont démontré que I'extrait éthanolique de la plante entiere de
L.inermis présentait une activité antibactérienne (Bakkalil et al ., 1997 ; Rahmoun, 2009) et
antifongique (Ahmed et a ., 2000 ; rahmoun, 2009).

Certains tests biologiques ont permis d'évaluer différentes activités biologiques telles que
I'activité antihelminthique (lI'ascaride lombricoide), antiprotozoaire (contre la maladie de
Sommeil), antispasmodique (Bakkalil et al., 1997 ; Rahmoun, 2009) et méme des propriétés
antituberculeuses (Sharma, 1990). D'autres tests révélent que I'extrait de la plante L.Inermis
sert par voie externe comme antiparasitaire, antiseptique, antimycotique, contre la Gale et
comme traitement de 1’abcés (Yogisha et al ., 2002). Par contre, l'utilisation interne de I'extrait
de la plante sert contre la dysenterie amibienne, les ulceres gastro-intestinaux et comme anti-
diarrhéique (Wichtl, 1999).

5.3. Autres usages :

En artisanat, L. Inermis était utilisée pour l'apprét des peaux fines destinées a la
maroquinerie de luxe et pour la teinture de la laine et de la soie, aprés addition de tartre et de
sulfate de fer (Badri etal, 1993 ; Rahmoun , 2009).

D'autre applications apparaissent dans certaines régions de I'Afrique du Nord et du sud-ouest
d'Asie ou le henné est largement cultivé comme plante ornementale de haie et colorante
(Siddiqui et a., 2001).

6. Composition chimique

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur la composition chimique de L. inermis ainsi que
ses activités pharmacologiques. Les composés chimiques isolés sont des dérivés
Naphtoquinoniques, des composes phénoliques, des Terpénoides, des stérols, des dérivés
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aliphatiques, des Xanthones, une coumarine, des acides gras, des acides aminés (Makhija et
al., 2011)
6.1. Les feuilles
La drogue, c'est-a-dire la partie employée, est représentée par les feuilles. Sur I'arbre,
elles sont typiquement opposées-décussées, plus rarement en verticilles trimeres et
exceptionnellement alternes sur quelques rameaux (Lemordant et al., 2017).
Ce sont des feuilles simples, lancéolées ovales, aigués, munies d'un pétiole trés réduit.

Les tiges rameuses portent des feuilles coriaces et simples (Bruneton , 1987). Les feuilles
sont 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 I’age, leur taille est variable. Les dimensions moyennes
les plus souvent rencontrées sont les suivantes : 2 a 3 centimetres de longueur par 1centimetre
de largeur. Elles peuvent cependant mesurer de 0,5 a 6,5 centimetres de long sur0,6 & 3

centimétres de large (Lemordant et al., 1983).

Figure 07 : jeunes feuilles de Lawsonia Inermis.

6.2. Les tiges
Les tiges de la plante renferment différentes substances complexes. Il a été rapporté que
I'écorce de la plante contient des dérivés naphtoquinoniques tels que
la 2-méthyl -8-hydroxy- I ,4-naphthoquinone,
En plus, deux triterpenes pentacycliques ont été isolés a partir de I'écorce et identifiés comme
étant le 3 13,30- dihydroxylup 20(29) -éne (hennadiol) et le (20S) 313,30-dihydroxylupane
(Gupta, 1993).
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6.3. Les fleurs

D'aprés ARBONNIER 2002 et POUSSET 2004, le henné présente de petites fleurs de
couleurs blanches ou créme, roses ou rouges parfumées, groupées en cymes terminales,
glabres, a 4 pétales et 4 sépales, 8 étamines tres odorante (Figure 8).

La teinte variable de la corolle a permis de distinguer deux variétés :
« L. Inermis var. alba a fleurs blanches ou rosées ;

* L. Inermis var. purpurea a fleurs rouge vif.

Figure 8 : Les fleurs de Lawsonia Inermis
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6.4. Les fruits
La fleur, une fois fécondée, va donner un fruit. Le fruit est petit, capsulaire, globuleux,

rougeétre renferment plusieurs graines anguleuses dans chaque loge (Figure 9).

l The Henna Page @ 2004

¢ Henna Page @ 2004 The Hennk Page ® 2004

Page ©2004

Figure 10 : Fruits de L. Inermis (Lebert, 2005)

1. Effets secondaires

L’usage du henné pour prévenir ou embellir peut-Etre a 1’origine, dans certains cas, de
I’apparition de certaines pathologies telles que ’anémie hémolytique due a une déficience de
la glucose -6-phosphate déshydrogénase, ainsi que de nécrose tubulaire rénale chez les
animaux (kok et al., 2004). Cette anémie conduit dans certaines situations a une hyper
bilirubinémie néonatale inexpliquée (El-Shaer et al., 2007 ;Rahmoun , 2009).

Par ailleurs, le henné ingéré, contient des composes cytotoxiques (Uygur et al., 2005),
mais il n’est pas réputé toxique pour les adultes en bonne santé, en usage externe et sur une

peau saine, cependant, il peut se montrer écotoxique (toxique pour le sang) chez le jeune
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enfant (Kok et al., 2004). Ainsi, la projection d’une solution de henné au niveau des yeux peut

provoquer une irritation de ces derniers, due a la présence de tanins astringents (Duke, 1985.
2. Biosynthése de Lawsone

La présence de la Lawsone a été mise en évidence dans plusieurs plantes telles que

Lawsonia Inermis, Ammannia baccifera (Khare, 2007), Jugulas regia (Grotzinger et al.,
1974), au niveau de la plante L. Inermis la Lawsone s‘accumule dans la partie aérienne.
Les différentes études quant a I'extraction et la mise en évidence de la Lawsone ont
permis de proposer un modele de sa biosynthese. Ce modeéle a pu étre généralisé pour la
biosynthése des systémes a noyaux naphtoquinonique comme celui de la vitamine K

(Grotzinger et al., 1972).
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1. Définition DES METABOLITES SECONDAIRES

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe, on
recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000 structures caractérisées) et sont
classés selon leur appartenance chimique (Judd et al., 2002).

Donc les métabolites secondaires sont des molécules qui ne participent pas directement au
développement des plantes mais plutdt intervenaient dans des relations avec les stress biotique
et abiotique ou améliorent 1’efficacité de la reproduction (Leurent , 2012). On trouve des
métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribues
difféeremment selon leurs réles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi les
principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on distingue :
(Bruneton, 1999 ; Zenk et al., 2007).

e Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(allélopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces composés, on
citera les polyphénols, les lignines, les stilbénes, les flavonoides, les phényl
propanoides, les anthocyanes et les tannins.

e Les alcaloides, renferme un atome d’azote dans la structure. Parmi ces derniers,
certains releguent de l'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées. Ils sont
synthétisés a partir d'acides aminés. On citera la nicotine, l'atropine, la codéine, la
lupinine.

e Les mucilages : Ce sont des polyméres complexes de fructose, d'acide gluconique et
d'acide manuronnique. Les mucilages sont des mélanges colloidaux qui gonflent avec
I'eau (agar-agar).

Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles, les
polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Abderrazak et al., 2007).
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Figure 11 : Constituants actifs des végétaux (Abderrazak et al., 2007)

2. Fonction des métabolites secondaires

IIs ont des fonctions trés différentes, exemples :

e Protection de I’attaque des pathogénes ou des herbivores.

e Attraction des pollinisateurs.

PHYTOTHERAPIE ET METABOLISMES SECONDAIRES

o llIs participent a des réponses allélopathiques (compétition entre les plantes pour la

germination et la croissance).

e ls sont des molécules qui sont aussi tres utiles pour I’homme, comme colorants,

arébmes, antibiotiques, herbicides, drogues etc... (Wink, 2010)
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Tableaux 01 : origine des métabolites secondaires.

Molécules Origine

L’IPP (isopentenyldiphosphate) une

Terpénes molécule a5 C

Acides aminés

Alcaloides

Acides aminés Voie de l’acide  Shikimique et
acétate/malonate

3. Classification
D’aprés leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois
classes : Polyphénols ; terpénoides ; stéroides et alcaloides (HENNEBELLE et al., 2004).

3.1. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés par
la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li€ au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,
hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ;Lugasi et al., 2003). La grande majorité de composes
phénoliques dérivent de 1’acide cinnamique formé par la voie du Shikimate (GORHAM,
1977).

Sont solubles dans la solution de carbonate de sodium. Chimiquement, ils sont réactifs et
donnent souvent lieu a des liaisons hydrogenes, ou chélater des métaux pour les
O-dihydroxyphénols (catéchol) ; Enfin, ils sont sensibles a I'oxydation (GORHAM, 1977).
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3.1.1. Structure chimique

Les polyphénols se caractérisent par la présence au moins d’un cycle aromatique a 6 carbones
dans leur structure, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonction hydroxyles OH
(Hennebelle et al., 2004). La structure et le nombre de noyaux aromatiques sont la base de la

classification des composés phénoliques (Figurel2) (Bruneton, 2009).

COOH 0
@]; HO N NoH
HO
(@) : acide salicylique (b) : Acide caféique

Figure 12 : Quelques composés phénoliques de base, acide salicylique (a), acide caféique (b)
(Hannebelle et al., 2004).
3.1.2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (Tableau 02),
qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a
des formes tres polymérisées), ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation ...etc.), enfin par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides et protéines) (Macheix et al.,

2005).
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Tableau 02 : Principales classes des composeés phénoliques (Manchando et al., 2006).

Squelette Classe Exemple Origine
Carbone
C6 Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
C6-C1 Acide hydroxy P-hydroxy Epices, frais
benzoiques benzoique
C6-C3 Acide Acide caféique Pomme de terre, pomme,
hydroxycinnamiques | scopolétin citrus
coumarine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resvérato Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides Quercétine, Fruit, légumes, fleurs soja,
Iso flavonoides cyanidine, daidzéine | pois
(C6-C3)2 Lignane Pinorésinol Pin
(C6-C3-C6) n Tanins condensés Raisin, kaki

3.1.2.1. Polyphénols monomériques

3.1.2.1.1.  Les acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols, Ils sont incolores et plutot rares dans la nature (HASLAM, 1994).
IIs se divisent en deux classes :

v’ Les dérivés de I'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques).

v Les dérivés de l'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (PANDEY et al.,

2009).
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A -Acides phénols dérivés d’ACIDES BENZOIQUES
Sont des hydroxy benzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1)
(figure 02), ces molecules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (HARRAR,
2012). Les plus répandus sont : I’acide salicylique et I’acide gallique (BRUNETON, 1999).
B-acide phénols dérivés d’ACIDES CINNAMIQUES
Les acides phénols dérivés de 1’acide cinnamique (figure 03) sont souvent esterifiés.
Les plus courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide
P-coumarique et I’acide synaptique (HASLAM, 1994).

3.1.2.1.2. Flavonoides

e Le terme flavonoide signifie jaune en latin Flavius (Ribereau, 1968).

e Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux presque toujours
hydrosolubles larges (Bruneton, 2009).

e lls présentent plus de 4000 structures décrites (responsables des colorations jaunes,
orange, et rouges de différentes organes végétaux (Ghedira, 2005 ; Marouf et al.,
2007). Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbones (C6-C3-
C6) (Figure 13) (Collin et al., 2011).

e Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Seyoum et al.,2006), ils sont considérés comme des
pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le
plus souvent sous forme d’hétérosides (Ghestem et al., 2001 ; Bruneton, 1999).

e Les flavonoides sont dépourvus de toxicité et ont des propriétés tinctoriales et
vitaminiques P (diminution de la perméabilité capillaire) : les plantes qui en
contiennent sont fréquemment des diurétiques ou des antispasmodiques, certaines ont
des propriétés ostrogéniques.

e Les flavonoides se repartissent en fonction de la structure de molécule. En effet, plus
de 6400 Structures ont été identifiées (Harborne et al., 2000).

Ce groupe comprend plusieurs Classes subdivisées selon le degré d’oxydation du

noyau puranique central (Bruneton, 1999 ; Marfak, 2003 ; Skerget et al., 2005).
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Figure 13 : Structure de base de flavonoide (Collin et al., 2011).

flavone

Figure 14 : Les différentes classes des flavonoides (Manchando et al., 2006).
3.1.2.2 Polyphénols sous forme de polymeéres
3.1.2.2.1 Tannins
Les tanins sont des composés phenoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (KAMRA et al., 2006). Ces composés
naturellement produits par les plantes et se caractérisent par leur facilité a se combiner aux
protéines (MAKKAR, 2003 ; MANGAN, 1988 ; MCSWEENEY et al., 2001). Grace a la
présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques (KHENAKA, 2011), Aussi a
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d’autre polymeéres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des
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alcaloides, pour former avec eux des complexes stables (HASLAM, 1998). Ils sont tres
répandus dans le régne vegétal, mais ils sont particulierement abondants dans certaines
familles comme les coniféres, les Fagacée, les Rosacée (GHESTERM et al., 2001). lls peuvent
exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains
(KHANBABAE et al., 2001). En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en
fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la
réactivité chimique de la molécule (RIRA, 2006).

3.1.2.2.2 Coumarines

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le regne végétal, sont

des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-

hydroxy-7-cinnamiques (BENAYACHE, 2005). Elles existent sous forme libre solubles

dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a

des sucres (hétérosides) sont plus ou moins solubles dans I’eau (BRUNETON, 1999).

0 0

4

(= =

Figure 15 : Structure d’une molécule de coumarine.

La coumarine et ses dérives ont des actions phyto biologiques (HOSTETTMANN, 1992),
bactériostatiques et anti fongiques (RUFINI et al., 1977). lls ont un effet anti- cedémateux
(HOULT et al., 1996).

3.1.3. Biosynthése Des Polyphénols
Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

v" Celle de I’acide Shikimique (Shikimate).

v Celle issue de ’acétate-malonate (MOHAMMEDI, 2013).

3.2. Composés terpéniques :

Appelés aussi terpenes, constituent un vaste groupe de metabolites secondaires, sont
des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte (HELLAL, 2011). En

effet les plantes synthétisent plus de vingt-deux milles dérivés isopréniques qui possédent des
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structures, des propriétés physiques et chimiques et activités biologiques tres diverses
(CONOLLY, 1992). lls répondent dans la plupart de cas a la formule générale (C5H8)
(SEENIVASAN, 2006) c’est-a-dire leur particularité structurale la plus importante est la

présence dans leur squelette d'unité isoprénique a 5 atomes de carbone (HERNANDEZ, 2005).

Les précurseurs de tous les isoprénoides, le pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son
isomere allylique pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP), avec prés de 40 milles

structures moléculaires (YU et al., 2009). Ils constituent une importante classe de
produits secondaires, hydrophobes quelquefois volatils et unis par une origine commune
(SEAMAN, 1982).
Ces composes peuvent agir comme antioxydants directs via des mécanismes de
piégeage des radicaux libres et/ou comme antioxydants indirects en ameéliorant le statut
antioxydant (enzymatique et non enzymatique). Les terpenes, l'un des composés
structuraux les plus étendus et les plus variés présents dans la nature, présentent un large
éventail d'activités biologiques et pharmacologiques. Ici, nous mettons en évidence leurs
propriétés antioxydantes. En raison de leur comportement antioxydant, il a été démontré
que les terpenes offrent une protection pertinente dans des conditions de stress oxydatif
dans différentes maladies, notamment les maladies hépatiques, rénales,
neurodégénératives et cardiovasculaires, le cancer, le diabéte ainsi que dans les
processus de vieillissement. (Gonzalez et al., 2012).
Certaines études ont montre aussi la relation entre la lumiere et la synthése des terpénes.
En effet, on observe une régulation de la synthése des monoterpéne et caroténoides par
le phytochrome, récepteur de la lumiére rouge.
Par I’intermédiaire des caroténoides les terpenes vont aussi €tre 1i¢ a 1’absorption de la

lumiére bleue.

3.3 Stéroides, stérols

Substance chimique du groupe des alcools.

Les stérols ont une structure complexe, faite d'une longue chaine d'atomes repliée sur
elle-méme pour former plusieurs cycles. Dans I'organisme et dans l'alimentation, il
existe de nombreux stérols et de nombreuses substances dérivées, appelées stéroides :
cholestérol, vitamine D, acides biliaires, stéroides hormonaux (hormones de la glande
surrénale, comme les corticostéroides, de I'ovaire et du testicule).

Les stérols jouent un réle important dans la qualité des graisses et des huiles.
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e s sont appelés les phytostérols par contre leurs analogues saturés sont appelés les
phytostérols, car ils possedent généralement une double liaison ou plus (Tanya, 1997 ;
Robertetal, 2002).
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Eigure 16 : Structure chimique du noyau stérane des stéroides.

Parmi les stérols ou phytostérols les plus fréquemment rencontrés chez les végétaux on cite :
le stigmastérol et le R-sitostérol. lls représentent 80% des stérols bio synthétisés a la surface
du globe terrestre. Les stéroides et les tris terpénes peuvent étre comme formés par
I’assemblage d’un nombre entier d’unités penta carbonées ramifiées dérivees du
2methylbutadiene. Chaque groupe de terpénes est issu de la condensation a queue d’un
nombre variable d’unités isoprenes.

3.3.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides aromatiques et volatils obtenus a partir de matiéres
vegeétales par distillation a la vapeur et nommés d'apres la plante dont elles sont issues. Les
huiles essentielles peuvent étre définies soit comme des produits ou des mélanges de
substances parfumées, soit comme des mélanges de substances parfumées et inodores. Ces
substances odorantes sont des composés chimiquement purs qui sont volatils dans des
conditions normales. Les huiles essentielles varient considérablement, parfois en raison de
causes génétiques, mais aussi en raison du climat, des précipitations ou de l'origine
géographique. Ils sont composés principalement d'acides lipophiles. (Lius-Rios, 2016).

Le henné (Lawsonia Inermis) contient le Lawsone (2-hydroxy-1,4- Naphthoquinone), comme
le principal ingrédient bioactif, ce qui est présent dans des feuilles seches dans une
concentration de (1.0-1.4) %. Le composé a été extrait a partir des feuilles et la préparation de
divers dérivés de Lawsone a été rapportée (Didry et al., 1968).
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La résolution de la chlorophylle, Lawsone, 1,3dihydroxy naphtaléne, 1.4-naphthoquinone et
du 1,2-dihydroxy-4- Glucosyloxynaphthalene a été isolée dans I'extrait insoluble dans I'eau
des feuilles de henné. Un Isoplumpagin dérive de nouveau naphthoquinone a été isolé dans
I'écorce de tige du henné (Gupta et al., 1993).
3.4 Composes azotés ou alcaloides
3.4.1. Definitions
Les alcaloides sont des composes d’origine naturelle azotés basiques a forte activités
biologiques, Typiquement comme les amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela
confere la basicité a l'alcaloide, en facilitant leur isolement et purification comme sels
solubles dans I'eau formés en présence des acides minéraux (HESS, 2002). Toxiques pour la
plupart, qui sont extrait en majorité de plante a fleurs (8,7% de Phanérogames,
Dicotylédones).
Leur teneur est trés variable, généralement comprise entre 0.1% et 2 a 3 % du poids sec de la
drogue (ROUX et al., 2007).
Les alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont
combinés a des acides organiques ou a des tanins (ZIEGLER et al., 2008).
3.4.2. Fonctions et propriétés
Les alcaloides sont des molécules trés intéressantes au point de vue biologique car certaines
sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes (HESS, 2002). Insolubles ou
fort peu solubles dans I’eau ; ils sont solubles dans l'alcool plus a chaud qu'a froid, I'éther, les
acides et dans I'ammoniaque (COWAN, 1999).
3.4.3. Classification
A. Selon I'origine biosynthétique
On distingue trois types d’alcaloides :
e Alcaloides vrais : d’aprés certains auteurs, ils sont issus seul régne végetal. lls
existent a I’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiquement formés a
partir d’un acide aminé (BRUNETON, 1999).
e Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (BRUNETON, 1999).
e Proto-alcaloides : ce sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
systéeme hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir
d’acides aminés (BRUNETON, 1999).
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B. Selon leur composition chimique et structure moléculaire
Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes.
¢ Phénylalanines : comme capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.
Alcaloides iso quinoléiques : comme : morphine, éthylmorphine, codeéine etpapavérine
continues dans I'opium du pavot ; et des alcaloides in doliques : ergométrine, ergotamine et
ergo toxine de I'ergot des céréales (GONZALEZ et al., 1984).
e Alcaloides quinoléiques : se trouvent dans les écorces de Cinchona (DONATIEN,
2008).
e Alcaloides pyridiques et pipéridiques : par exemple : ricinine chez ricin.
e Alcaloides dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la belladone.
e Alcaloides stéroides : racine de vératre, douce-amere ou aconite (aconitine) par
exemple (GONZALEZ et al., 1984).

3.4.4. Physicochimiques et pharmacologiques

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire jouent un
role écologique de défense contre des herbivores, chez 1’homme ils trouvent cependant
plusieurs applications pharmaceutiques (MCCALLEY, 2002 ; STOCKIGT et al., 2002).

e Les alcaloides présentement fréquemment de propriétés pharmacologiques marquées
et ont de nombreuses subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systéme
nerveux central, du systéme nerveux autonome et du systéme cardiovasculaire
(GAZENGEL et al., 2013).

e On notera aussi l'existence d'antitumoraux, d'antiparasitaires, de curarisants, les
alcaloides sont utilisés comme anticancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles
nerveux (maladie de Parkinson) (ISERIN et al., 2007).

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a alcaloides, soit
sous forme de préparation galéniques, soit le plus souvent, pour l'extraction des alcaloides
qu'elles renferment, ces alcaloides étant utilisés eux-mémes ou servant de matiere premiere
d’hémisynthese (GAZENGEL et al., 2013).
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1. Geénéralités

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années I'attention
s'est portee sur l'activité antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des
maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabete, I'hypertension, et
la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant (Meddour, 2001).

2. Stress oxydatif

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de

détruire les radicaux produits en excés. On dit que la balance oxydants /antioxydants est en
équilibre. Cependant dans certains cas, en raison d’une surproduction radicalaire ou d’une
diminution des capacités antioxydantes. Un déséquilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme appelé stress oxydatif
(Bendif, 2017).
Les espéces activées de I’oxygeéne de par leur structure électronique instable peuvent attaquer
les composants cellulaires. Les molécules biologiques : protéines, les lipides, glucides et
I’ADN sont sujettes a I’attaque radicalaire, provoquant ainsi un dysfonctionnement dans les
activités vitales des cellules a I’origine du développement de diverses pathologies
(Mohammed, 2013).

3. Définition d’un radical libre

Les radicaux libres sont des entités chimiques (Especes, atomes, molécules ou des
fragments moléculaires) possédant un électron (ou plus) non apparié « Célibataire » sur la
couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron nait suite a un apport d’énergie
susceptible et suffisant pour se réapparier, qui a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner en stabilité, déstabilisant ainsi d’autres molécules (Bendif,
2017).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical
peroxyle ROOe, radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur
les composés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espéces réactives de
I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de
I’oxygéne proprement dit : radical superoxyde O2e , radical hydroxyl OHe, monoxyde

d’azote NOe=, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
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importante : I’oxygéne singulet 102, peroxyde d’hydrogéne H202, peroxynitrite ONOO
(Favier, 2003).
Tableau 03 : Différents exemples des radicaux libres (MOHAMMEDI, 2012).

Nomenclature Structure Principales réactions

Superoxyde *0=0 Catalyseur de la réaction de
Haber-WeiB par

Recyclage de Fe2+ et Cu+ ;
formation du

Peroxyde d’hydrogéne et
peroxynitrite

Peroxyde d’hydrogéne HO=0OH Formation du radical
hydroxyle ; inactivation
d’enzymes ; oxydation de

biomolécules

Radical hydroxyle *OH Abstraction de d'hydrogene,
production de  radicaux
libres et peroxydes
lipidiques, oxydation des
thiols

Ozone -0=0+=0 Oxydation de biomolécules,
spécialement cellescontenant
des doubles liaisons,
formations des ozonides et

des aldéhydes cytotoxiques

Oxygene singulet *0=0 Réaction avec les doubles
liaisons,  formation  de
peroxydes,  décomposition
des aminoacides et

nucléotides

Oxide nitrique *N=0 Formation de peroxynitrite,
réaction avec autres

Radicaux
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Peroxynitrite O=N=0=0 Formation du radical
hydroxyle, oxydation des
groupements  thiols et
aromatiques, conversion de
la xanthin déshydrogénase
en xanthine

Oxydase, oxydation des

biomolécules

Hypochlorite ClO - Oxydation
Des groupements amine et

sulfure,formation de chlore

Radical Re Abstraction d'hydrogene,
formation des radicaux
peroxyls et autres radicaux,

décomposition des

Lipides et autres
biomolécules
Radical peroxyl R=0=0¢ Abstraction d'hydrogene,

formation des
Radicaux, décomposition
des lipides et autres

Biomolécules

Hydroperoxyde R=0=0OH Oxydation des biomolécules,
destruction des membranes

biologiques

a. Défenses de I’organisme contre les radicaux libres
Pour protéger ses tissus contre les effets nocifs des radicaux libres, 1’organisme possede des
mécanismes de riposte anti-radicalaire polymorphe, a la fois préventive et curative
(HALIWELL, 1994). Elle dispose de différents systémes antioxydants naturels et synthétiques.
Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable, a concentration

relativement faible, d'entrer en compétition avec d'autres substrats oxydables et ainsi retarder
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ou empécher l'oxydation de ces substrats (MATES et al., 1999 ; COMHAIR et al., 2002 ;
DROGE, 2002).

4. _Les antioxydants
Sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés par les
radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule des
concentrations non cytotoxiques. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou non-
enzymatiques (Mohammedi, 2013).
Systemes enzymatiques sont des systemes de défense trés efficaces. Selon (Lehucher, 2001)
cette ligne de défense est constituée de Superoxyde dismutase (Catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde), Catalase (Métabolise H202), Glutathion peroxydase (Action réductrice
sur H202 et assure la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment,
de type ROOH en ROH).
Systémes non enzymatiques, comme les vitamines E (a-tocophérol) et vitamines C (Acide
ascorbique) et les polyphénols issus des vegétaux (flavonoides, xanthones, coumarines,
caroténoides, dérivés d’acide phénolique, tanins, anthocyanines, etc).
La plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés
par I’alimentation (Bendif, 2017).

A. Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systémes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006).
Ces enzymes antioxydantes permettent 1’é¢limination des radicaux libres primaires, selon les

réactions suivantes :

superoxyde dismutase

20,-+2H* ~ H,0,+0,

catalase

2 H,0, - 2H,0+0,

olutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH = 2 H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des
lipides membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).
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B. Les antioxydants secondaires
Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant pi¢ge un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régenérée par d’autres systéemes (Figurel7) (Dacosta, 2003).
Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposés. Elles
incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés
phénoliques, etc. (Kohen et al., 2002).

Eigure 17 : les systéemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et al., 2002).
4.1. Classification des antioxydants
4.1.1. Systemes antioxydants enzymatiques endogenes
Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les mammiféres
ainsi que chez les plantes sont la superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase
(Mates et al., 1999 ; Sharma et al., 2012).
4.1.2. Systemes antioxydants non-enzymatiques
e Systemes antioxydants endogenes : Les systémes antioxydants non-enzymatiques
endogenes incluent de nombreux thiols dont le majoritaire est le glutathion, largement
présent sous forme réduite, qui est capable de réagir in vitro, avec les radicaux HOe,
RO2¢, RO, 102, ONOO (Rezaire, 2012). Les deux formes, oxydée et réduite, de
I’acide lipoique, autre composé appartenant aux thiols, présentent des propriétes
antioxydantes in vitro en piégeant les HO+, RO2+, ’HOCI et I’1 O2 (Rezaire, 2012).
e Systemes antioxydants exogenes : Les antioxydants chimiques exogenes,
comprennent majoritairement les vitamines C et E, les caroténoides et des composés
phénoliques (McCall et al., 1999).
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a. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant
Les ROS ont des réles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations, sur
la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de
signalisation (Favier, 2003).
Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire face et
détruire les radicaux produits en excés. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants est en
équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac,
alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports
des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un désequilibre entre la
production des radicaux libres et le systéeme de défense est a ’origine d’un état redox altéré de
la cellule appelé stress oxydatif (Sohal et al., 2002).
Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et ’organisme par 1’apport
d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (Kohen et al., 2002).
4.2. Mécanismes d’action des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
D’apres (Halliwell, 1996), les modes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre le
piégeage direct des ERO, I’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques
responsables de la production d’ERO. Dans I’organisme, il existe plusieurs types de
molécules a activité antioxydante dont les mécanismes d’action sont différents :

e Défenses non enzymatiques comme les vitamines E (a-tocophérol) et vitamines C
(Acide ascorbique) et les polyphénols issus des végétaux (flavonoides, xanthones,
coumarines, caroténoides, dérivés d’acide phénolique, tanins, anthocyanines,). La
plupart de ces composants ne sont pas synthétis€és par 1’organisme et doivent étre
apportés par 1’alimentation.

e Défenses enzymatiques sont des systemes de défense tres efficaces parce que les
enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de facon permanente. Selon
(Lehucher, 2001) cette ligne de défense est constituée de Superoxyde dismutase
(Catalyse la dismutation de I’anion superoxyde), Catalase (Métabolise H202),
Glutathion peroxydase (Action réductrice sur H202 et assure la transformation des
hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type ROOH en ROH. Selon

leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories :

e Systéme de défense primaire
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Ex : la catalase, le glutathion, ces antioxydants préviennent la production d’ERO en
limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation, ils agissent donc en prévention.
e Systéme de défense secondaire
Ex : les tocophérols, ces molécules sont dites « Chain Breaking », elles réagissent avec
les ROO® et / ou les R®, bloquant ainsi les réactions de propagation. Ce type d’antioxydant

permet d’éviter le passage de formes peu réactives (O2 -) a tres réactives (OH®).

N - NH
- -
DEN NOE . 02N . NOE
NO, T NO,
DPPH radical DPPH non radical

Figure 18 : réaction du DPPH avec un antioxydant.
4.3. Différentes localisations cellulaires des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles.
Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire
préférentielle, les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol et/ou le
milieu extracellulaire pour les substances hydrosolubles.
IIs seront particulierement efficaces sur les radicaux libres présents dans chaque type de

Milieu, respectivement
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Caroténoides

Vitamine C et E
+ caroténoides

Cu/Zn
SOD
Catalase
Vitamine E

Mn SOD
Glutathion

Vitamine E péroxydase

+ caroténoides

Figure 19 : Sites d’action des nutriments antioxydants (En rouge) et des enzymes
antioxydantes (En noir) (Opara, 2002).
4.4. Origines des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories :

e Enzymes antioxydantes directement synthétisées par I’organisme : Superoxyde
dismutase

(SOD), Glutathion peroxydase, Catalases, Lipases, protéases, endonucléases (Eliminent les
molécules oxydées), albumine, ferritine (Complexent les ions divalents).

e Nutriments antioxydants dont les apports sont nécessaires par 1’alimentation
Vitamine E,Taurine -vitamine C, Caroténoides (lycopéne, lutéine...), Polyphénols,
Minéraux et oligo-éléments.

Les antioxydants synthétiques sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers, tel que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée et
le tétrabut ylhydroquinone (TBHQ), cependant, leur sécurité est tres discutée car ils génerent
un besoin de recherche comme matieére de substitution d’aprés des sources naturelles comme
antioxydants de la nourriture (Wang et al., 2003).

Les polyphénols ce sont des composés qui attirent 1’attention depuis quelques années a

cause de leurs propriétés antioxydantes.

36




Etude bibliographique LES ACTIVITES BIOLOGIQUES

En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en
réduisant les radicaux hydroxyle, superoxyde et pyroxyle. lls sont aussi capables de piéger les
ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices.

4.5. Méthode d’évaluation de I'activité antioxydante_

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée soit de fagon in vivo, sur des
Organismes vivants, soit de maniere in vitro comme le cas du notre travail (Tableau 0).

Tableau 04 : Quelques méthodes d’évaluation de I'activité antioxydante in vitro.

Meéthodes
Transfert d’atome Transfert d*électron Transfert d’atome
d’hydrogéne d’hydrogéne et d’électron
- ORAC (Oxygen -Test Folin-Ciocalteu | o5 (2,2-DiPhenyle-1-
Exemples Radical (Analyse des phénols PicrylHydrazyle) (Piégeage
Absorbance totaux). o
. ) du radical DPPH™).
Capacity) -FRAP (Ferric
. . . - ABTS : Acide 2,2’-azino-(3-
(Capacité Reducing Antioxydant
. ) éthyl BenzoThiazoline)-6-
d’absorption  des Power) (Pouvoir
. : , , Sulfonique  (Réduction  du
radicaux libres). réducteur de I’ion f (
ferrique). radical-cation ABTS®™).

AH+X®— XH+A® | M(II))+AH—AH-+M(II)

Mécanisme AH Les réactions semblent plus

M(IIT) @ antioxydant
réactionnels antioxydant (Donneur d’un électron) complexes et suivent un des
(donneur AH - radical libre deux mécanismes selon la
d’atome (Accepteur dun structure des antioxydants ou la
d’hydrogéne) électron) ATe: nature du milieu réactionnel.

X°: radical libre | radical libre inhibé
(accepteur d’atome | M(I1):antioxydant
d’hydrogene) stable

XH:radical libre
inhibé,
A’:antioxydant
stable
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Nature de la

molécule

* Hydrophile et lipophiles
Hydrophile et lipophiles. | (DPPH).
* Hydrophile (ABTS).

Hydrophile et
lipophiles.

*Facile a mettre en | *Facile a mettre en “Eacile & mettre en ceuvre

Avantages ceuvre ceuvre. * Pey couteux
- Couteux (générateur |-pH utilisé non - Encombrement stérique de
Inconvénients des radicaux ROO" physiologique molécules a haute poids
*Mécanisme de -Interférence possible a | moléculaires (DPPH).
595nm (FRAP) - Interférence possible & 515nm

génération des ROO
(DPPH).

- Forte dépendance au pH et au
solvent (DPPH).

Non physiologique

*Interférence

possible de ) ) )
*Produit de degradation

protéines. .
antioxydants (ABTS).
*Radical inexistant in vivo
(DPPH, ABTS).

- (Prioretal., - (Benzie et Strain, - (Brand et al.,

. 2003). 1996). 1995).
References - (Alberto et al., - (Singleton et al., - (Reetal., 1999).
2004). 1999). - (Arts et al., 2004).

Contenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui
permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. 1l faut donc combiner les
réponses obtenues a I’aide de tests différents et complémentaires. C’est pourquoi notre choix
s’est porté sur I’utilisation de cing tests chimiques, & savoir :

Folin-Ciocalteu, FRAP, DPPHe, ABTS++ et ORAC.

Certains constituants qui ont un effet antioxydant peuvent étre fortement liés a
d'autres composants dans la matrice végétale et ne sont pas extraits par des solvants. Par
conséquent, I'impact des fractions insolubles sur la capacité antioxydante totale peut étre
fortement sous-estimé.

Pour éviter ces inconvénients, une nouvelle procédure pour mesurer la capacité
antioxydante des composants insolubles a été proposée par (Serpen et al., 2007).
Cette approche dite QUENCHER ne nécessite pas d'étapes d'extraction avant les

mesures, car la partie insoluble de I'échantillon exerce I'activité antioxydante due aux
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réactions superficielles avec, par exemple, une solution radicalaire a l'interface solide-liquide,
tandis que la fraction soluble participe a la réaction des interactions liquide-liquide typiques
(Gokmen et al., 2009).

De plus, il ne dépend pas du mécanisme qui sous-tend le dosage et peut étre
combiné avec toutes les méthodes d'évaluation de la capacité antioxydante recommandées
pour I'évaluation représentative des propriétés antioxydantes (Huang et al., 2005)

5. L’activité antimicrobienne

A travers les différentes civilisations et durant des siécles, L. inermis a été préconisée
pour des affections aussi variées qu'astringentes, antihémorragiques, antifongiques,
antibactériennes, sédatives, hypotensives, anti-amibiases et comme traitement de l'ictére et de
la lépre (Shivananda et al., 2007).

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis ’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siecle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser. (Haddouche, 2008).

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 avec les
microorganismes résistant aux antibiotiques.
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. (Sagdic et al., 2002).
En particulier, I'activité antimicrobienne d'huiles et des extraits de plantes ont formé la base
de beaucoup d'applications, y compris, pharmaceutiques, médecine, thérapie naturelle et la
conservation des aliments (Sagdic et al., 2002).
5.1 Définition de P’activité antimicrobienne
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
etal., 1998).
5.2 Métabolites secondaires responsables de I’activité antimicrobienne
Le métabolisme secondaire forme une trés grande famille de composes naturels ; sont
presque des polyphénols.
Il existe plusieurs catégories notamment les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes,

les flavonoides, les tanins et d’autres classes (Dacosta, 2003).
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5.3 Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens
5.3.1. Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de ’homme et de I’animal,
(Kaper et al., 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile
grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E.
coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle
provoque également les diarrhées d’été, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires
(Percival, 2004).

5.3.2. Staphylococcus aureus
Ce sont des Cocci Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, de forme non sporulée, qui
tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non capsulées, ou
possédant des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives. Staphylococcus aureus
représente 1’agent commun des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue,
intoxication alimentaire (Dworkin et al., 2006).

5.3.3. Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies, mobiles

grace a la présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bactérie synthétise de types principaux de
pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine : jaune vert, il s’agit de bactéries
résistantes pour plusieurs antibiotiques (Percival, 2004). Pseudomonas aeruginosa est
responsable de 16% des cas de pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8% des

infections suites aux blessures chirurgicales (Van et Iglewski, 1998).
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Au cours de notre travail, nous nous sommes intéressés a évaluer les activités biologiques
rattachées au genre Lawsonia Inermis obtenus par extraction des feuilles de Henné.
L’extraction de la plante et 1’évaluation de ’activité antimicrobienne sont réalisés au niveau
du Laboratoire de la Faculté des Sciences de la Vie et de la Nature Université Fréres Mentouri
Constantine. Alors que le dosage des activités antioxydantes, enzymatique et dosage en
polyphénols et en flavonoides est réalisé au niveau du Laboratoire de Biochimie 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.

La plante a été récolter au niveau de la région de BECHAR le mois de décembre 2021.

Nous avons ¢étudié trois échantillons : La plante a 1’état frais (F) ; plante séchée au séchoir (S)
et plante séchée a I’air libre (L).

1.1. Broyage, tamisage et technique de séchage

Apres la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Pour s’assurer de la bonne
conservation des échantillons, un séchage a I’air libre et a I’obscurité pendant une dizaine de
jours a été realisé plus un séchage au séchoir.

Apres séchage, les feuilles 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 éthanoliques.

Au cours de notre travail, nous nous sommes intéressés a évaluer les parametres suivants :

- Extraits bruts obtenus par macération par une solution d’éthanol des feuilles de Lawsonia
Inermis.

- Evaluation de I’activité antioxydante, antibactérienne et enzymatiques, dosage phénolique et
flavonoide des feuilles de Lawsonia Inermis.

2. Méthode d’extraction

2.1. Extraction par I’éthanol
Une masse de 250g de poudre végétale fine de chaque extrait a été ajoutée a 1L de liquide
éthanolique (80%) pendant 3 jours & I’obscurit¢ & température ambiante. Les extraits
éthanoliques sont récupérés dans un premier temps apres filtration du mélange a travers le
coton hydrophile. Les résidus obtenus sont repris pour une deuxiéme fois d’extraction avec
des différents volumes d’un méme mélange pour augmenter le rendement des extraits. Les
trois filtrats sont récupérés par evaporation du solvant a 1’aide d’un retavapeur rotatif a 40°C.
Les extraits secs obtenus ont été ensuite conservés a la héte jusqu’a leurs séchages définitifs et

leurs utilisations.
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La poudre végétale (2509)

Macération dans 1’éthanol

(80%/20%)pendant 72h

FILTRATIONS
———)

FILTRAT RESIDU

Evaporation au
rotavap et séchage
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Figure 20 : protocole de I’extraction des molécules bioactifs selon (Falleh et al., 2008).

IR | e & N

Figure 21: filtration de I’extrait éthanolique.
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Figure 22 : Séchage des extraits éthanoliques.

3. Détermination des rendements d’extraction

Le rendement d’extraction a été estimé par rapport au poids de I’extrait brut et de la masse
de la matiere végétale seche. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule
suivante :

PBE - PBV
RE (%) = x 100
PP

RE : rendement d’extraction en pourcentage.

PBE : poids des boites pleines apres séchage (contient I’extrait brut) en gramme.
PBV : poids des boites vides en gramme.
PP : poids des plantes séches en gramme.

4. Activités biologiques de Lawsonia Inermis

4.1.Dosages des composés phénoliques et des flavonoides totaux
4.1.1. Contenu total flavonoique (TFC)

a- Principe
Le dosage des flavonoides dans les extraits est base sur la formation d’un complexe entre AL
et les flavonoides. La méthode de (Topgu et al., 2007) est utilisée avec quelques modifications
pour une détermination sur microplaque 96 puits.

b- Instruments utilisés
Un lecteur microplaque (Perkin Elmer, Enspire) est utilisé pour la mesure de 1’absorbance
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c- Réactifs utilises

1- Méthanol

2- Eaudistillée

3- 10% nitrate d’aluminium (Al (NO3)3, 9H20)

4- 1 M Potassium acétate (CH3COOK)

5- Quercétine (Flavonoide)

6- Extrait de plante

d- Préparation des solutions
Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80 grammes de (CH3COOK) dans
100 ml d’eau distillé pour obtenir la solution S; Pour 10% nitrate d’aluminium (Al (NO3)3,
9H20) on pése 10g de ce produit dans 100ml d’eau distillée.

e- 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).

f- Procédure

e Pour P’extrait
50 ul (S2) (extrait de plante) + 130 pl (MeOH) +10 pl (S1) (CH3COOK) + 10 pl (Al (NO3)2,
9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplacant
les réactifs par le méthanol (50l extrait + 150ul méthanol).
e Pour I’étalon

g- 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 préparées dans des Eppendorfs comme la suite :

Quercetin (25) 25 pl Sm + 175 pl MeOH

Quercetin (50) 50 pl Sm+ 150l MeOH

Quercetin (75) 75 pl Sm + 1254 MeOH

Quercetin (100) 100 pl Sm + 100ul MeOH

Quercetin (125) — 125 pl Sm + 75ul MeOH

Quercetin (150) 150 pl Sm + 50ul MeOH

Quercétine (175) — 175ul Sm + 25ul MeOH

Quercetin (200) 200l Sm + 0 MeOH

50 pl de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH) +10
pl (S1) (CH3COOK) + 10 ul (Al (NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.
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4.1.2. Contenu total phénolique (TPC)

A- Principe de la réaction
La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par (Muller
et al., 2010).
Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PM012040), est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange
d’oxydes de tungstene (W8023) et de molybdéne (M08023). La coloration bleue produite
est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximum aux
environs de 750 -765 nm,

B- Instruments utilisés
Un lecteur microplaque.

C- Réactifs utilisés

7- Eau distillée, Méthanol

8- FCR (Folin-Ciocalteu réactif)

9- Na2COsde 7,5% (Carbonate de sodium)

10- Acide Gallique

11-Extrait de plante

D- Mode opératoire

1- Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs) a 7,5%
7,5 grammes de Na>COs et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.

2- 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)

3- Preéparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

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

E- Procédure
20 pl d’extrait de plante + 100ul de FCR dilué (1 :10) + 75 ul de carbonate de sodium (7,5%)
+ mettre le mélange a 1’obscurité pendant 2h + lecture a 765 nm. Un blanc est préparé de la
méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilise (Méthanol).

1. Gamme d’étalonnage
Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :
On prend 0,5 mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la

solution S1 (0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des Eppendorf comme la suite :
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25pug/ml ——> 25pl de S1+ 175l de MeOH

50 pg /ml ———=50pl de S1+ 150ul de MeOH

75ug9/ml ——— 75pl de S1+ 125ul de MeOH

100pg/ml ——— 100yl de S1+ 100p de MeOH

125pg /ml ————>125pl de S1+ 75ul de MeOH

150pg /ml ———— 150pl de S1+ 50ul de MeOH

175 pg /ml ——  175pl de S1+ 25ul de MeOH

200pg /ml————= 200ul de S1

20pl de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75ul de
Na2CO03 (7,5%) + incubation 2h + lecture a 765nm.

2. -Préparation d’une gamme de dilutio

On a pesé 0.4mg d’extrait et on le dissout dans 1ml de méthanol (solution mere) (Tube 01).

Dans chaque Eppendorfona 0.5 ml de la
Solution précédente et on ajoute 0.5ml de

Méthanol pour faire Une gamme de dilution.

>
1
e
2
-
3
-
4 <
(——
5 <
———~ 6
7
~———
——

Eigure 23 : préparation d’une gamme de dilution d’extrait brute.
Remarque : Les différents extraits sont dosés par la méme méthode
4.2. Les activités antioxydantes
L’activité antioxydante est réalisé par deux méthodes :
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e Piégeage du radical libre DPPH.
e Piégeage du cation radical ABTS.
4.2.1 Activité DPPH
A- Principe de la réaction
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotomeétrie par le dosage du DPPH
(Blois, 1958). Le a-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.
B- Instruments utilisés
Un lecteur de microplague a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits
C- Réactifs utilisés
1- Ethanol
2- DPPH
3- A-tocophérol

NO,

5- BHT

6- Quercétine ou Catéchine NO,

7- Extrait de plante

D- Mode opératoire

1. Préparation de la DPPH
Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -20° © a ’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517
nm) dans le spectrophotomeétre.
2. Procédure

160 (DPPH) + 40 pl (extrait) + lecture 517
4.2.2. Activité ABTS_
L’activité¢ d'élimination des radicaux libres de 1’extrait de Lawsonia inermis est déterminée

selon la méthode de (Reetal, 1999).

e =L
° \@ >=N s s7°
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A- Procédure
A partir de I’ABTS et du persulfate de potassium K2S,0g: les deux produits en solution
aqueuse sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiére pendant 12- 16H ; I’absorbance de la
solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H>O) & 0.700 + 0.020 a 734 nm avant
I’usage.
(ABTS") — 19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H20 + 3,3 mg (2.45 mM) (K2S20g) +5 ml H20+
attendre 16 heures 1’abri de la lumiere
Procédure
160 ul (ABTS™) + 40 pl (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm.

4.3.Activité enzymatique

A- Principe de la réaction
L’activité inhibitrice butyrylcholinesterase activités est déterminée par la méthode de (Ellman
etal., 1961).

B- Procedure
150 pL of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0)+ 10 puL d’extrait solution dissous dans
1’éthanol a différente concentrations + 20 uL. AChE (5.32  10-3 U) ou BChE (6.85 _ 10-3 U)
solution+ incubé a 25°C pendant 15 mn + 10 pL of DTNB (0.5 mM) + 10 pL of
acetylthiocholine iodide (0.71 mM) ou 10 pL of butyrylthiocholine chloride (0.2 mM)+
lecture a 412 nm, pour 0 mn une fois lecture, 5 mn deux lecture, 10 mn trois lecture, 15 mn
quatre lecture.
Le pourcentage d’inhibition de AChE ou BChE enzymes est déterminé par rapport au blanc
(éthanol avec le phosphate buffer pH 8) par la formule (E - S)/E *100.
E : l'activité de I'enzyme sans extrait / S : 1'activité de I'enzyme avec |’extrait
Le Galantamine est utilise comme référence.

4.4.1’activité antimicrobienne

Les tests de I'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits bruts aqueux de Lawsonia
inermis ont été réalisés dans le Laboratoire de Microbiologie de I’Université de Constantine.
Les trois souches bactériennes testées sont fournies par Mme ABDELAAZIZ WIDED du
laboratoire de 1’Université de Constantine. Les bactéries utilisees sont les suivantes :

> Bactéries a Gram négatif : Escherichia coli. (ATCC 8739)

» Bactéries a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa. (ATCC 9027)

> Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus. (ATCC 5538)
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Tableau 05 : Principales caractéristiques des souches microbiennes testées.

L’espéce Origine | Gram | Forme et mobilité Caractére Habitat Pouvoir
biochimique pathogene
Escherichia coli ATTC |- Aérobie La flore | -infection
8739 Facultatif digestive | intestinale
Oxydase - | de -infection
catalase + I'nomme | urinaire
Glucose + | et des | -insuffisance
nitratase + | animaux | rénale
Pseudomonas ATCC |- Aérobie Les sols et | -infections
aeruginosa. 9027 Facultatif milieu oculaires et des
Oxydase humide poumons
Glucose- fréquent | septicémie
Uréase+ en milieu
hospitalier
Staphylococcus ATCC |+ et e e Aérobie Peau et | -Infections
aureus 5538 Facultatif muqueuse | pyogenes grave
Catalase + -Les infections
Oxydase — nosocomiales
Coagulase+ -les infections
Cutanées

Dans cette activité, on a utilisé la technique de 1’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 diamétre,

imprégnés par un volume connu de ’extrait brut a évaluer et déposés a la surface d’un milieu

gélosé (Agar de Muller Hinton « AMH ») coulée dans de boites de pétri standard sur 4 mm

d’épaisseur puis ensemencé par écouvillonnage et incuber pendant 24 h & 36° C, la lecture des

résultats a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition en mm (Ponce et al.,

2003). Cette activité est réalisée a I’aide de plusieurs étapes :
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4.4.1. Préparation des milieux de culture et ensemencement des souches
bactériennes
Apreés stérilisation du milieu Mueller Hinton, 20 ml du milieu sont coulés dans des boites de
pétri de 90 mm de diametre et 1’épaisseur doit étre impérativement de 6 MM.
Le milieu est laissé se solidifier sur une surface froide dans des conditions aseptiques. Afin
d’éviter la formation des gouttelettes d’eau se f la surface de la gélose, phénoméene pouvant

altérer les qualités de diffusion sur le milieu.

Eigure 25 : Séchage des disques.

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries serrées sur toute la surface du
milieu en 3 reprises en faisant tourner la boite de pétri de 60° apres chaque application.
L’inoculum doit étre bien réparti sur la surface de la gélose afin d’obtenir une bonne

reproductibilité.
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Figure 26 : Ensemencement des souches bactériennes choisies.

4.4.2. Préparation de I'inoculum
Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 36°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a I’aide d’une pipette pasteur quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger la
pipette pasteur dans 10 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est bien

homogénéisée.

Figure 27 : Préparation de I’inoculum.

52




Figure 28 : Incubation des souches microbiennes testées
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Dans cette partie, nous allons présenter et traiter les résultats obtenus des activites
biologiques (antimicrobienne / antioxydante / Enzymatique / dosage des polyphénol / dosage
des flavonoide) sur les trois échantillons de feuilles de Lawsonia Inermis.

1. Lerendement de I’extraction

Le but de cette étape c’est de savoir la quantité et le pourcentage d’extrait obtenus par une
extraction.

Le rendement d’extraction a été estimé par rapport au poids de 1’extrait brut et de la masse de
matiere végétale seche. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante :

PBE - PBV
RE (%) = x 100
PP

RE : rendement d’extraction en pourcentage.

PBE : poids des boites pleines aprés séchage (contient 1’extrait brut) en gramme.

PBV : poids des boites vides en gramme.

PP : poids des plantes seches en gramme.

PBE — PBV : poids de I’extrait sec.

Tableau 6 : Rendement des extraits éthanoliques des trois échantillons testés de Lawsonia Inermis

Lawsonia inermis

F L S
Poids des plantes séches (g) |250 250 250
Poids des boites vides en (g) | 57,20 57,30 57,20
Poids de I’extrait sec (g) 29,0987 34,8
Rendement (%) 11,64 13,92 44
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Légende :
F—> Extrait a 1’état frais.
L—> Extrait sécher a I’air libre.
S—> Extrait sécher au séchoir.
Le tableau ci-dessus représente les rendements massiques des trois extraits bruts éthanoliques
de Lawsonia inermis (les feuilles a 1’état frais, les feuilles sécher a 1’air libre et les feuilles
sécher au séchoir) qui sont de 1’ordre de : 11,64%, 13,92% et 44% respectivement.

2. Les activités biologiques

2.1. Activité anti-radicalaire au DPPH

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

L'activité antioxydante des trois extraits (A 1’état frais F / sécher a ’air libre L /
sécher au séchoir S) a été évaluée par cette méthode, dans le but de déterminer leurs capacités
d'inhiber la moitié du radicale. Cette méthode s'accompagne par le virement de la couleur

violette du radicale a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

Bl

Figure 29 : plaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH) des extraits de Lawsonia

Inermis.
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IC50 pg/ml
S

F L 5 BHA BHT a TOCO

Eigure 30 : Représentation d’IC50 de I’activité anti-radicalaire (DPPH) des trois échantillons
testes.

D’aprés la figure 30, les valeurs (IC50) exprimées par les extraits des feuilles de Lawsonia
Inermis (F, L, S) sont de l’ordre de (173,90+2,07pg/ml), (46,93+1,83ug/ml) et
(64,79+1,65ug/ml) respectivement.

On observe que I’extrait sécher a I’air libre présente une meilleure activité anti-radicalaire
avec une IC50 de (46,93ug/ml+1,83) qui est presque 8 fois moins de celle présenter par le
BHA et presque 4 fois celle de BHT et du a tocophérol suivis par 1’extrait séché au séchoir
(64,7911,65ug/ml) et I’extrait a 1’état frais (173,90+£2,07ug/ml).

Ces valeurs des IC50du test DPPH sur les feuilles de Lawsonia Inermis indiquant une activité
anti radicalaire importante.

La valeur d'IC50 est liee a la capacité antioxydante d'un composé, plus IC50 est faible plus
I'activité antioxydante d'un composé est élevée (Villafio et al., 2007).

Par comparaison avec les travaux réalisés par (Balaei-Kahnamoei Et al., 2021) sur les grains
de la méme espece et celle de (Al-Snafi et al., 2019) sur les feuilles d’origine d’Iraq, leurs
résultat sont [3,08+0,10 pg/ml] et [3,79 +0,37 pug/ml] et [6,9 +0,1 pg/ml] supérieurs que les
notres (173,90+2,07ug/ml)(F) (46,93+1,83ug/ml)(L) et (64,79+1,65ug/ml)(S).
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2.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS
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Figure 31 : plaque de dosage du radical ABTS des extraits Lawsonia Inermis.

Les résultats du test ABTS montre que les extraits testés expriment une activité antioxydante
a1’égard du radicale ABTS.

Toute fois ces résultats restent inférieures a ceux des standards utilisés BHA et BHT.

La figure 31 montre que les deux extraits sécher au séchoir et a 1’air libre sont les plus actifs
avec des CI50 similaires de (5.34+0.28ug/ml) et (6.76+0.53pg/ml) respectivement, qui sont
trois et cing fois moins de celle exprimé par BHA (1.81+0.10ug/ml), BHT (1,29+0,30ug/ml),

Alors que I’extrait a 1’état frais présente la plus faible activité antioxydante avec une CI150 de

(20.23+2,56 pg/ml).
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Figure 32 : Représentation d’IC50 de I’activité ABTS des trois échantillons testés.

Nos résultats obtenus avec les deux extraits (6.76x0.53ug/ml) (L) (5.34+0.28ug/ml) (S) se
rapproche a celui de (Al-Snafi et al., 2019) qui a travaillé sur un extrait brut de la méme
espece et qui a rapporté une valeur de CI50 de 8,6ug/ml
2.3. Activité antimicrobienne

Nous avons étudi¢ in vitro le pouvoir antimicrobien des trois extraits a 1’état frais, sécher a
I’air libre et sécher au séchoir obtenu des feuilles de Lawsonia Inermis par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, (Mueller-Hinton pour les bactéries et
Sabouraud pour les champignons).

L’activité antimicrobienne des trois extraits a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester sur trois bactéries a (Gram-)
(Escherichia coli / Pseudomonas aeruginosa) et (Gram+) (Staphylococcus aureus) et un

champignon (Fusarium oxysporium) qui apparait sur la figure (33).

OPPO A74
2022/06/08 14:58
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OPPO A74
2022/06/08 14:57

Eigure 33 : Observation de I’activité antimicrobienne.

Aprés une incubation de 24h pour les bactéries Escherichia coli / Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus et 62h pour le champignon Fusarium oxysporium a une température de

36°C. Les résultats obtenus sont représentés sur les figures nous 34/35/36/37 :

OPPO A74 OPPO A74
2022/06/09 12:15 2022/06/09 12:15

A74
p/09 12:14
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Figure 35 : Zone d’inhibition sur Pseudomonas Aeruginosa.
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Figure 37 : Zones d’inhibition des Fusarium oxysporium.

Lecture des resultats
L’activité antibactérienne est considérée comme positive a partir d’un diamétre supérieur a 6
mm, Ce produit peut avoir :

e Tres forte activité : diametre = 30 mm ; forte activité diamétre 21-29 mm

e Moyenne activité : diametre 16-20 mm ; faible activité diamétre 10-15mm

e Petite ou pas d’activité : diamétre =9 mm

¢ ~hanullos
0,5 mg/mi 1o/t
(® 0

=N g Zome &'imhibits

Figure 38 : Principe d’évaluation de I’activité antimicrobienne (Fattouch et al., 2007).

On a utilisé plusieurs concentrations qui sont indiquées sur le tableau suivant :

Tableau 7 : Représente les différentes concentrations utilisées des extraits de Lawsonia

Inermis.
[C1] =0,5mg/ml [C2] =1mg/ml [C3] =2mg/ml
F F’ Fn
S S’ SD’
L L’ L”
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Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 7. On remarque que les extraits utilisés
(F, L et S) expriment des activités différentes, certains extraits leurs activités sont moyennes
et d’autres faibles par rapport aux différentes souches bactériennes a (Gram + et a Gram -) et

champignon.

Tableau 8 : Représente les calculs des zones d’inhibitions exprimés en mm des bactéries et

champignon et leurs activités sur les extraits de lawsonia inermis.

Extraits F S L
[C] F F F’ S N S L L L
115 14 16,5 15 155 14 6.5 8.5 8
Staphylococ
usamrens | ACtVite |Actwite Activité | Activité | Activite | Activité | Activité | Activite | Activité
moyenne |moyenne moyenne | moyenne | moyenne | moyenne faible faible faible
8.5 55 14.5 7 7.5 45 4 5 55
Pseudomona

SATUEMOSA ™A ctivite | Activite | Activite | Activite | Activite | Activite | Activite | Activite | Activite
faible faible moyenne faible faible faible faible faible faible

Escherichia
coli Pas Pas Pas Pas Actwvité Pas Pas Pas Pas
dactvité | dactvite | dactwité | dactivité faible dactivité | dactivité | dactivité | d'activité
. | 11,5 11 14 7.3
Fusarmm
oxysporium Pas Actwvite Pas Actvite Pas Actvite Pas Pas Actvite
d'activité | moyenne | d'activité | moyenne | d'activité | moyenne | dactivité | d'activité faible

L’extrait a I’état frais a une activité moyenne sur la bactérie staphylococcus aureus,
tandis que la pseudomonas aeruginosa son activité est faible. Escherichia coli n’a pas

d’activité par contre fusarium présente une faible a moyenne activité antibactérienne.

? '1111_ 'y

(0]
5
0
Staph Pseudo E,coli Fus
EF HF BF

Figure 39 : Effet de I’extrait a 1’état frais sur les souches cliniques a (Gram-) et (Gram+) et champignon.
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En ce qui concerne I’extrait sécher au séchoir I’activité varie entre nulle, faible a moyenne activité.

20

W’

Staph Pseudo E,coli

(&)

EmS mS' ms"

Eigure 40 : Effet de I’extrait sécher au séchoir sur les souches cliniques a (Gram-) et
(Gram+) etchampignon.

Alors que I’extrais sécher a I’air libre n’a donner que des nulles a faibles activités.

10
L
- - L

Staph Pseudo E,coli

O N b O ®

HLMmL mL"

Figure 41 : Effet de I’extrait sécher a I’air libre sur les souches cliniques a (Gram-) et (Gram+) et
champignon.

Les résultats obtenus par Gosset-Erard et al., 2021 indiques une activité antimicrobienne
significative avec des diamétres de zones d’inhibitions allant jusqu’a 20mm supérieure que
celles obtenus dans cette étude. Cependant les résultats obtenus par Ibrahim et al., 2021 sont
presque similaires avec nos résultats.

A savoir que les expériences sont réalisées dans des conditions différentes.
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2.4 Activité enzymatique de la butyrylcholinestérase

La butyrylcholinéstérase BchE est la principale enzyme responsable de 1’hydrolyse de
I’acétylcholine (Ach), réduisant ainsi les niveaux d’acétylcholine nécessaire a la
neurotransmission et provoquait des troubles neurodégénératifs, notamment la maladie de
I’alzheimer. Les résultats obtenus sont consignés dans la figure 42 :

3
P(v bd
=

@J.y @,,@m«%mw‘* \

Figure 42 : Plaque de dosage de I’activité enzymathue (butyrylchollnesterase) des extraits

des feuilles de Lawsonia Inermis (F,L,S).
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Figure 43 : Représentation d’IC50 de I’activité enzymatique.

IC50 pg/ml

(6]

GLANTAMINE

D’apres le graphe si dessus on observe les valeurs d’inhibition de I’BchE (IC50) des
extraits des feuilles de Lawsonia Inermis sont de I’ordre de (12,44+1,28 upg/ml)(F),
(15,06£2,80ug/ml)(L) et (23,57+2,05ug/ml)(S) respectivement.
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Les extraits de la plante lawsonia inermis sécher au séchoir ont montré une bonne
inhibition sur la BchE avec une 1C50 de (23,57+2,05ug/ml) qui est trois fois supérieure par
rapport au standard Glantamine (6.27+1.15ug/ml), suivi par I’extrait sécher au séchoir
(15,06pg/ml£2,80) et I’extrait sécher a ’air libre (12,44+1,28ug/ml).

En effet les travaux de Balaei-Kahnamoei et al., 2021 menés sur la méme plante
montre une absence de I’activité enzymatique BchE. Bien les travaux menés sur les activités
anticholinestérase de cette plante soient variées, on peut conclure qu’elle a un stress oxydatif

et qu’elle a un effet sur certaines maladies liées au Systeme nerveux.

1.5 Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides
Le tableau 9 si dessous montre les résultats obtenus des teneurs totales des
polyphénols et flavonoides des trois extraits de Lawsonia Inermis.
L’extrait sécher au séchoir a une bonne quantité de polyphénol et flavonoide qui est deux fois

supérieure a celle présenter par 1’extrait a 1’état frais et I’extrait sécher a 1’état libre.

Tableau 9 : Le contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides des extraits.

Extraits de Teneur totale en composes Totale des flavonoides
Lawsonia phénoliques (ug GAE/mgQ) (1g QE/mg)
Inermis
F 429,77+22,76 171,56+8,88
L 617,72+5,56 307,46+15,39
S 867,82+6,39 407,46+33,53

Les résultats des flavonoides
La quantité¢ des flavonoides a été rapportée en pg d’équivalent de la quercétine par mg de

poids sec de I’extrait (ug EQ/mg).

Figure 44 : Plaque de dosage des flavonoides des extraits Lawsonia inermis.
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Figure 45 : Représentation de dosage des flavonoides.

[Composés flavonoides](ug
QE/mg)

L’étude réalisé par (Mahboubi et al., 2015) montre que I’estimation quantitative des
composées flavonoides est de (1100ug de QE/mg jusqu’a 3800ug de QE/mg), comparant
avec nos propres résultats qui vont de (171pg de QE/mg jusqu’a 407,46 ug de QE/mg), leurs
résultats sont supérieurs que les notres.

Par contre les résultats obtenus par (BEKIR et al., 2013) sont (0,295 pg de QE/mg)

inférieure que les notres, ce qui montre que les extraits de lawsonia inermis sont riches en

composés flavonoides.

Résultats des polyphénols
Les polyphénols ont une capacité importante a piégé les radicaux libres par transfert multiple

d’atome H, et de certains de ses produits d’oxydation comme la quercétine. (Moridani et al.,

2003).

Figure 46 : Plaque de dosage des polyphénols des extraits (F,L,S) de Lawsonia Inermis.
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Figure 47 : Représentation de dosage des polyphénols.

L’étude réalisé par (Mahboubi et al., 2015) montre que I’estimation quantitative des
composées phénoliques est de (3800ug de QE/mg jusqu’a 18100nug de QE/mg), nos propres
résultats obtenus vont de (429,77ug de GAE /mg jusqu’a 867,82ug de GAE/mg), ce qui
montre que leurs résultats sont trés élevés par apport a les notres.

Par contre les résultats obtenus par (BEKIR et al., 2013) sont (1,3309ug de QE/mQ)

inférieure que les notres, ce qui montre que les extraits de lawsonia inermis sont riches en

composés phénoliques.
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La connaissance et ['usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine pour
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique a connu un regain
d’intérét durant ces derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette
diversite, en propriétés biologiques, est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées
a une gamme extraordinaire de molécules bioactives, synthétisées par la plante.

Une étude des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, enzymatiques, dosage des
polyphénols et des flavonoides a concerné une plante appartenant a la famille des lythracées,
employée en Algérie dans la région de Béchar.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH et
ABTS dont les résultats ont montré que ces extraits possedent une activité moyenne, donc
cette plante contient des molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants qui
peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants
contribuent de maniére tres efficace a la prévention des maladies telles que le cancer, les
maladies cardiovasculaire et neurologique.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test antimicrobien vis-a-vis de
trois bactéries et un champignon, 1’évaluation antimicrobienne montre que les extraits de L.
Inermis ont une action moyenne sur les bactéries testées et le champignon.

D’autres par ’extrait des feuilles sécher au séchoir révéle une activité la plus élevée
contre I’enzyme butyrylcholinestérase de maniére significative avec une valeur d’IC50
(23,57£2,05ug/ml). Concernant les teneur en composés phénoliques et en composés
flavonoides les analyses quantitatives ont mentorés des teneurs plus élevées en composé
phénoliques  (429,77+22,76 png GAE/mg)(F), (617,72#5,56 pupg GAE/mg)(L),
(867,82+6,39ugGAE/mQ)(S) et en composés flavonoides (171,56+8,88 pg QE/mg)(F),
(307,46+15,39 pug QE/mg)(L), (407,46+33,53 ug QE/mg)(S).

En effet, les différences de nos résultats par rapport aux résultats trouvés dans la
bibliographie sont di probablement a I’origine de la plante, la méthode d’extraction,
macération, la méthode de dosage, ou les interactions des molécules entres elles-mémes.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques therapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches, et comme perspectives on propose de :
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e Faire une étude biochimique sur les fruits de L.Inermis.

e Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourra répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

eDévelopper des médicaments antiradicalaires & base de plantes, doués d’une
activité antioxydante.
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Tableau 10 : Valeurs de CI50 test DPPH pour les extraits bruts de Lawsonia Inermis.

Extrait % Activité inhibitrice DPPH
12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg 400 pg 800 pg ICso pg/mL
F -0,81+4,99 6,71+7,81 3,1+20,14 0,374£38,97 | 0,15+57,61 | 2,05+72,28 | 53.03+11,63 | 173,90+2,07
L 1,41+1990 | 1,17434,27 | 1,75451,76 | 1,40+65,02 | 0,75+72,86 | 0,81+75,05 0,17+65,99 46,93+1,83
S 2,23+32,42 | 1,49429,20 | 1,02+45,48 | 0,89+59,12 | 0,22+73,49 | 0,47+£74,52 3,32+94,67 64,79+1,65
BHAP 76,55+ 0,48 | 79,89+ 0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 90,14+0,00 6.14+0.41
BHT® 49,09+ 0,76 | 72,63+ 2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.97+0,08 | 95.38+0,41 95.02+0,23 12.99+0.41
a-Tocopherol® | 37,21+1,82 81,53+1,51 | 89,23+0,12 | 89,38+0,19 | 89,45+0,22 | 89,99+0,23 89,52+0,33 13.02+5,17
Tableau 11 : Valeurs de CI50 test ABTS pour les extraits bruts de Lawsonia Inermis.
Extrait % Activité inhibitrice ABTS
1.5625 3.125 6.25 125 25 50 100 200 IC50
F Saturation Saturation Saturation | 36.36+391 62.12+1.99 |83.44+3.80 |92.01+£0.19 | Saturation 20.23+2.56
L 17.86+1.91 31.00+1.78 49.79+0.80 77.84+7.91 92.96+0.33 Saturation Saturation Saturation 6.76+£0.53
S 26.81+4.22 43.10£10.81 56.90+3.28 87.34+0.86 92.29+0.29 Saturation Saturation Saturation 5.34+0.28
BHA Saturation Saturation Saturation | 92.83+1.42 |94.68+2.42 |94.95+0.90 |95.32+0.25 |95.59+0.47 |1.81+0.10
BHT Saturation Saturation Saturation | 69.21+0.40 78.23+1.34 88.12+1.28 88.76+3.07 90.85+1.74 1.29+0.30
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Tableau 12: Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase.

%Activité inhibitrice butyrylcholinestérase

Extraits
3.125 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 1Cs0 pg/mL
F 34.34+12.4 22.97+10.04 69.01+2.47 70.46+6.57 78.37+6.64 Saturation Saturation 12.44+1.28
3
L 9.92+£18.27 1.78+7.03 51.06+29.99 83.39+3.76 89.41+2.60 89.52+3.68 Saturation 15.06+2.80
S 9.92+14.71 | 5.57+30.32 12.37+1.00 79.26+10.73 88.29+1.00 | 105.57+22.39 Saturation 23.57+2.05
Galantamineb | 35,93+2,28 | 43,77+0.00 | 68,50+0,31 | 80,69+041 85,78+1,63 | 91,80+0,20 | 94,77 +0,34 6.27+1.15
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Résumé

Reésume

L’utilisation des plantes médicinales dans les domaines pharmaceutiques,
agroalimentaires et biotechnologiques a recu un grand intérét dans la recherche des molécules
bioactives qui sont les métabolites secondaires a 1’origine de plusieurs activités biologiques.

Ce présent travail consiste a évaluer, in vitro les activités antioxydantes et enzymatiques
de Lawsonia Inermis provenant de la région de Bechar. Trois échantillons sont testés :

Feuilles a I’état frais, feuilles sécher a I’air libre et feuilles sécher au séchoir.

La teneur en polyphénols et en flavonoides est dosée par des méthodes
spectrometriques.

L’activité antimicrobienne de Lawsonia Inermis est étudiée contre des isolats cliniques
de trois bactéries Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Pseudomonas Aeruginosa et la
moisissure Fusarium oxysporium.

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que nos trois extraits éthanoliques des
feuilles a I’état frais, feuilles sécher a 1’air libre et feuilles sécher au séchoir ont un rendement
de I’ordre de : 11,64% - 13,92% - 44%.

Les trois extraits éthanoliques ont développés quelques activités, I’activité
antioxydantes DPPH donne des résultats d’IC50 des feuilles a 1’état frais(F) et les feuilles
sécher a I’air libre(L) et sécher au séchoir (S) par I’ordre suivant : (173,90+2,07ug/ml),
(46,93£1,83ug/ml) et (64,79+1,65ug/ml), ainsi que I’activité antioxydante ABTS (20.2342,56
pg/mil)(F), (6.76£0.53ug/ml)(L), (5.34+0.28ug/ml)(S).

Les valeurs d’inhibition de 1’enzyme Butylycholinestérase (IC50) des extraits des
feuilles de Lawsonia Inermis sont de I’ordre de (12,44+1,28ug/ml) (F), (15,06+2,80ug/ml)
(L)et(23,57+2,05ug/ml) (S) respectivement.

La teneur en polyphénols est de l’ordre de : (429,77+22,76ug GAE/mg) (F),
(617,7245,56ug GAE/mg) (L), (867,82+6,39ug GAE/mg) (S).

La teneur en flavonoides : (171,56+8,88 ug QE/mg) (F), (307,46£15,39 ug QE/mg) (L)
(407,46%33,5 ug QE/mg) (S).

Notre recherche résume 1’état des travaux sur les molécules cibles antioxydantes issues
des feuilles de Lawsonia Inermis. Cette derniére pourrait constituée une base de données utile
dans le domaine de la recherche de nouvelles molécules bioactives.

Mots clés: Lawsonia Inermis — DPPH — ABTS - butyrylcholinestéerase — Activité

antimicrobienne.



Résumé

ABSTRACT

The use of medicinal plants in the pharmaceutical, food 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.

This present work consists in evaluating, in vitro, the antioxidant and enzymatic
activities of Lawsonia Inermis from the Bechar region. Three samples are tested:

Leaves fresh, leaves air-dried, and leaves kiln-dried.

The content of polyphenols and flavonoids is determined by spectrometric methods.

The antimicrobial activity of Lawsonia Inermis is studied against clinical isolates of
three bacteria Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and the mold
Fusarium oxysporium.

The results obtained in this study showed that our three ethanolic extracts of the leaves
in the fresh state, leaves dried in the open air and leaves dried in the dryer have a yield of the
order of: 11.64% - 13.92 % - 44%.

The three ethanolic extracts developed some activities, the DPPH antioxidant activity
gives IC50 results of the fresh leaves (F) and the leaves air-dried (L) and kiln-dried (S) by the
following order : (173.90+2.07ug/ml), (46.93£1.83ug/ml) and (64.79+1.65ug/ml), as well as
the antioxidant activity ABTS (20.23  +2.56ug/ml)(F), (6.76£0.53ug/ml)(L),
(5.34+0.28ug/ml)(S).

The inhibition values of the enzyme butyrylcholinesterase (IC50) of the extracts of the
leaves of Lawsonia Inermis are of the order of (12.44+1.28ug/ml) (F), (15.06£2.80ug/ml) (L)
and (23.57+2.05ug/ml) (S) respectively.

The polyphenol content is of the order of: (429.77+22.76ug GAE/mg) (F),
(617.7245.56ug GAE/mg) (L), (867.82+6, 39ug GAE/mg) (S).

Flavonoid content: (171.56+8.88 ug QE/mg) (F), (307.46+15.39 ug QE/mg) (L)
(407.46£33.5 ug QE/mg) (S).

Our research summarizes the state of work on antioxidant target molecules from the
leaves of Lawsonia Inermis. The latter could constitute a useful database in the field of the
search for new bioactive molecules.

Keywords: Lawsonia Inermis — DPPH — ABTS — Butyrylcholinesterase — Antimicrobial
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Résumé

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 I’origine de plusieurs activités
biologiques.

Ce présent travail consiste a évaluer, in vitro les activités antioxydantes et enzymatiques de Lawsonia Inermis provenant de la
région de Bechar. Trois échantillons sont testés : Feuilles a 1’état frais, feuilles sécher a 1’air libre et feuilles sécher au séchoir.
La teneur en polyphénols et en flavonoides est dosée par des méthodes spectrométriques.

L’activité antimicrobienne de Lawsonia Inermis est étudiée contre des isolats cliniques de trois bactéries Staphylococcus

aureus, Esherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et la moisissure Fusarium oxysporium.

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que nos trois extraits éthanoliques des feuilles a 1’état frais, feuilles sécher a
I’air libre et feuilles sécher au séchoir ont un rendement de 1’ordre de : 11,64% - 13,92% - 44%.

Les trois extraits éthanoliques ont développés quelques activités, I’activité antioxydantes DPPH donne des résultats d’IC50
des feuilles a I’état frais(F) et les feuilles sécher a I’air libre(L) et sécher au séchoir (S) par 'ordre suivant :
(173,90+2,07ug/ml), (46,93£1,83ug/ml) et (64,79+1,65ug/ml), ainsi que I’activité antioxydante ABTS (20.23+2,56
pg/mi)(F), (6.76+0.53ug/ml)(L), (5.34+0.28ug/ml)(S).

Les valeurs d’inhibition de ’enzyme butylycholinestérase (IC50) des extraits des feuilles de Lawsonia inermis sont de 1’ordre
de (12,44+1,28ug/ml) (F), (15,06+2,80ug/ml) (L)et(23,57+2,05ug/ml) (S) respectivement.

La teneur en polyphénols est de I’ordre de : (429,77+22,76ug GAE/mg) (F), (617,72+£5,56ug GAE/mg) (L), (867,82+6,39ug
GAE/mg) (S).

La teneur en flavonoides : (171,56+8,88 g QE/mg) (F), (307,46+15,39 ug QE/mg) (L) (407,46+33,5 ug QE/mg) (S).

Notre recherche résume 1’état des travaux sur les molécules cibles antioxydantes issues des feuilles de Lawsonia inermis.
Cette derniére pourrait constituée une base de données utile dans le domaine de la recherche de nouvelles molécules

bioactives.

Mots-clés : : Lawsonia Inermis — DPPH — ABTS — Butyrylcholinestérase — Activité antimicrobienne.
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