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Introduction

INTRODUCTION

La thérapie par les plantes médicinales est aussi ancienne que I'humanité elle-méme,
Les plantes médicinales sont utilisées depuis des milliers d'années dans les pratiques de la
médecine traditionnelle pour traiter diverses affections.
Les premieres traces écrites de l'utilisation de plantes médicinales pour la préparation de
médicaments remontent a la civilisation sumérienne, il y a environ 5 000 ans. Depuis lors, de
nombreuses cultures, notamment les Chinois, les Egyptiens, les Indiens, les Grecs, les Romains
etles anciens Slaves, ont utilisé un grand nombre de plantes médicinales. Aujourd'hui, des
millions de personnes dans le monde utilisent des remedes a base de plantes et des médecines
traditionnelles (Petrovska, 2012).

Ces dernieres annees, la médecine moderne a également reconnu le potentiel des plantes
médicinales. A cause de leur action active due a la présence des composés bioactifs naturels
appelés métabolites secondaires, Des nombreux médicaments utilisés pour traiter les infections,
les maladies cardiovasculaires, les cancers et comme immunosuppresseurs proviennent de

plantes, directement ou sous forme de dérivés (Benaiche et al., 2019; Yuan et al., 2016).

La flore végétale en Algérie est diverse et abondante, Les secrets de la phytothérapie et
dela chimiothérapie existent toujours au sein de la flore algérienne, attendant que nous les

découvrions et les mettions en valeur.

L'un des plus anciens remeédes naturels originaires du sol algérien, nous avons le cas de Henné
(Lawsonia Inermis), henné de Zribet El Oued ou * El Hanna Zribiya. C’est une plante
endémique de I’Algérie avec un large éventail d’utilisations potentielles en médecine, en

cosmétique et dans I’industrie (Thana Singam et al., 2020).

Pour découvrir le potentiel biologique du henné, notre choix s’est porté sur 1’étude de
quatre déférents extraits: henné récolté a 1’état frais, henné séché a I’air libre, henné séché par

un séchoir et henné commerciale.
Ce document est divisé en trois chapitres :

v Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique décrivant la
composition chimique de la plante Lawsonia inermis a partir d'une étude
phytochimique. Il étudie spécifiguement les métabolites secondaires:
terpénoides, alcaloides, stérols et phénoliques....

v' Le deuxiéme chapitre est réservé a la partie Matériels et méthode.
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L’extraction et les dosages quantitatifs des taux de polyphénols et de
flavonoides condensés.

Différentes méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant de [Iextrait
organique de la plante sont réalisés (dosage de I’ABTS, DPPH, FRAP et
Phenanthroline). L'activité antimicrobienne, I’activité¢ anti-inflammatoire,

hémolytique et le test de toxicité in vitro sont aussi effectues.

Dans Le troisieme chapitre nous avons rapporté les différents résultats
obtenus, leurs interprétations et une discussion relative aux résultats obtenus.
Une conclusion généralerésumera 1’ensemble des résultats issus de cette
étude, et présentera les perspectives de recherche concernant toutes les étapes

a realiser dans I’avenir proche, afin de confirmer I’intérét de cette étude.
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Partie 1 La Plante Médicinale Lawsonia inermis

1. Historique

Lawsonia inermis, populairement connu sous le nom de Henna ou Mehndi dans le monde
oriental, est un arbuste a feuilles persistantes de taille moyenne de la famille des Lythraceae.
La pate de feuilles de cette plante est traditionnellement utilisée pour teindre les cheveux (Singh
et al., 2015).

Cet arbuste est accompagné de fortes traditions dans le monde oriental. Ce végétal
tinctorial décore les mains et les ongles des jeunes mariés, c’est ce que 1’on appelle « la nuit

du henné ».

Il est cultive au Maghreb depuis longtemps, en Inde ainsi que dans une grande partie de
I'Afrique tropicale ; apporté par les égyptiens qui l'ont ensuite répandu en Afrique

subsaharienne, en Mauritanie jusqu’au Mali et en Espagne andalouse.

La plante de henné est un arbuste ou un petit arbre glabre tres ramifié, cultivé pour ses
feuilles, bien que I'écorce de la tige, les racines, les fleurs et les graines aient également éte

utilisées en medecine traditionnelle (Sahu et al., 2012).

Le henné est un agent cosmetique traditionnel et est utilisé dans le monde entier. Il est
utilisé dans le monde entier non seulement comme agent cosmétique pour colorer les cheveux,
la peau et les ongles, mais également appliqué sur le corps sur les lésions dans le traitement de

la dermatite séborrhéique ou des infections fongiques (Kok et al., 2004).

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 l'utilisent. Pendant des siécles, les feuilles de la plante de

henné ont été connues comme étant des agents colorants, utilisés dans plusieurs civilisations.

Forme de tatouage varié et éphémere, le rituel du henné se présente comme un phénomene a la

fois esthétique, médicinal et spirituel (Gallo, 2008).

La littérature et I'art montrent que la Lawsonia a joué un rdle essentiel dans la vie
quotidienne de certaines cultures anciennes, offrant des avantages psychologiques et médicaux,
ainsi que des ornements personnels. Bien que le henné soit traditionnellement appliqué sur les
mains et les pieds pour se protéger contre les agents pathogénes fongiques, et sur les cheveux

pour lutter contre les poux et les pellicules, dautres utilisations traditionnelles incluent le
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traitement des troubles hépatiques et digestifs et la réduction de la perte de tissus due a la lepre,
au pied diabétique et aux ulcéres (Badoni Semwal et al., 2014)

Lawsonia inermis crée une image plutét terne qui ne fait rien pour refléter la lie
inextricable et mystérieuse que le henné entretient avec la culture humaine depuis I'Antiquité.
Le henné prospére dans les régions semi-arides et sans gel et peut tolérer une sécheresse

prolongée et des sols pauvres (Fernandez-Garcia et al., 2014)

X X NBT

> o
e e e —_—

Figure 1:les différentes parties de L. inermis (Kurt, s. d.).

3. Description

e Type : Arbuste épineux

e Type de végétation : vivace

e Origine : Arabie saoudite, Emirats arabes du Moyen et Proche-Orient
e Rusticité : -5°C sur de courtes périodes

e Croissance : moyennement rapide

e Lieu de culture : serre chaude, véranda

e Exposition : chaude et ensoleillée

e Hauteur:2ma6ém

e Port : étalé, ramifié, buissonnant

e Feuillage : persistant

e Floraison : printemps, été — blanche, blanc rosé, rouge violacé

e Multiplication : semis, bouture, prélevement des rejets, marcottage de tige
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Figure 3:Arbuste de Lawsonia Inermis Figure 2: Partie aérienne avec fruit
(karen, 2021). (karen, 2021) .

3.1. Classification botanique

Tableau 01 : Classification botanique de Lawsonia inermis (Wong et Theng, 1995)

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous classe Archichlamydeae
Ordre Myrtiflorae
Famille Lythracae
Genre Lawsonia
Espéce Inermis
Synonyme L. ablalam
Nom Commun Henne

3.2. Nom du henné

Francais : Henne ; Alcanna ; troéne d’Egypte.




Partie 1 La Plante Médicinale Lawsonia inermis

Anglais : Henna plant ; Alcanna

Avrabe : Héna le plurielle Hénane, les fleurs appelées Faghia et la plante el Héna et le fruit Tamer
Héna.

Turc: Kina

Persan: Draht; Ihana

Sénégal: Fudon, Dabe, Fudal (Ghileb, 1987)

3.3. Culture et récolte du henné

La culture du henné nécessite une certaine écologie. Le henné a peur du sol froid et
épais et de I'eau salée. Il nécessite de grandes quantités d'eau, de chaleur et de terres qui
peuvent étre profondément labourées et fortement fertilisées (Lemordant et Forestier,
1983). Le henne est pratique sur des plantes herbacées et cultivé depuis longtemps (une
vingtaine d'années). Mais a partir de la 8éme ou 10éme anneée, la production commence a
décliner. Cela signifie que les agriculteurs ont tendance a renouveler leurs plantations tous
les 8 ou 10 ans (Chattaoui, 1974).

La propagation du henné peut étre réalisée par boutures et graines. Surtout la derniére
méthode, méme si les graines de henné ont la réputation de pourrir dans le sol. Pour les
boutures, on place une branche de henné dans un trou large et peu profond et on I'inonde d'eau
pour former une sorte de boue. Pour semer, les graines sont d'abord trempées dans de I'eau
chaude pendant environ une semaine, puis semées dans des planches imbibées de boue, ou

maintenues humides dans des paniers jusqu'a la germination (Lemordant et Forestier, 1983).

Le henné est récolté a tout moment quand il est parvenu a maturité et apres floraison. 1l existe

deux méthodes principales pour la récolte.

e La premiere consiste a I’effeuillage le long de la branche et faisant tomber les feuilles
au sol et on les rassemble par la suite.
e La deuxieme 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 4eme coupe est possible dans des conditions
trés favorables. La premiere coupe a lieux deux mois environ apres le repiquage (Juillet Ao0t).

La deuxieme vers fin Septembre début Octobre et la derniére au cours du mois de Novembre.
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Figure 4: Culture du henné et feuilles séchées (Kurt, s. d.).

4. Exigences de la culture

4.1. Besoin en eau

La taille des feuilles dépend également de la disponibilité de I'eau. Pendant la saison
séche et le lieu sec, les feuilles peuvent étre 5-6 fois plus basses que les saisons pluviales ou
les endroits humides (Fernandes, 1978).

4.2. Sol

La plante tolere des sol pauvres, pierreux et sableux, mais s’adapte aussi bien a des sols
argileux lourds et fertiles, les sols qui conviennent le mieux sont les silice-argileux, d’alluvien

et pour donner une meilleure teinte au henné c’est le sol argileux (Kokwaro, 1993)
4.3. Température

La région d’origine du henné correspond a la savane tropicale et aux régions arides des
zones aux latitudes comprises entre 15°t 25° aussi bien Nord que Sud, depuis I’ Afrique jusqu’a
la zone ouest Pacifique. Elle a les meilleures qualités tinctoriales quand elle est cultivée dans
les températures entre 35°ce 45°C. Pendant la saison humide, la plante croit rapidement en

émettant de nouvelles pousses, puis croit ensuite plus lentement (Lemordant, 1983)
4.4. Humidité

La culture du henné préfere les régions avec une faible humidité de 1’air et elle tolere
la sécheresse, ces conditions favorisent une bonne qualité de la couleur de patte de henné
(Aweke et al, 2005).

5. Origine et réparation géographique
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5.1. Origine

La zone géographique d'ou est originaire le henné est la savane tropicale et les zones
arides tropicales (Malekzadeh, 1968).

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

La plante ne grandit pas lorsque les températures minimales sont inférieures a 1°C.La
molécule responsable des propriétés colorantes de la plante, la Lawsone est produite a son haut
niveau la ol la température est entre 35°C et 45°C. Ses feuilles sont récoltées au cours de la
saison du printemps (Paul, 2001).

5.2. Répartition géographique

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 (Wikipédia,
2008).
Aujourd'hui il est présent sous les tropiques, principalement dans les jardins familiaux, sa
production commerciale est limitée a I'lnde, au Pakistan, Iran, Egypte, Libye, Niger et Soudan.

En Afrique, il est généralement originaire de Madagascar, il est tres commun le long de
certaines rivieres et n'a pas besoin d'étre planté (burkill, 1995).

e 1

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

Figure 5:La répartition géographique de Lawsonia inermis (Lemordant & Forestier, 1983).
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6. Utilisation de Lawsonia inermis en médicine traditionnelles

L’ utilisation médicinales traditionnelles de Lawsonia inermis déférent selon la répartition

géographique (Badoni Semwal et al., 2014).

Il existe plusieurs méthodes pour I'utilisation d’henné selon les déférentes zones

géographiques.

Table 2 : Utilisations médicinales traditionnelles des parties de la plante henné dans divers
pays.(Badoni Semwal et al., 2014; Serakta et al., 2013)

Pays/region Usage médicale Forme appliqué Administration
Afrique du Nord -Arthrite rhumatoide, | -Feuilles, fleurs, graines, | Topique
maux de téte, ulcéres, | écorce de la tige et
diarrhée racines Orale
Egypte -Douleurs et affections | -Péate de feuilles -Topique
cutanées
Algérie - Diarrhée, lepre, fievre | -Feuilles, fleurs Topique, Orale
Cambodge -Diurétique, gonorrhée et | -Racine -Orale
bronchite
Inde -Jaunisse et  autres | -Décoction de I'écorce de | -Orale
troubles du foie la tige
-Démangeaisons et | - Poudre de feuilles seule )
autres troubles cutanés | ou mélangée -Topique

6.1. Domaine tinctorial

Le henné est appliqué sur les cheveux pour les teindre ou leur apporter des nuances ; il est
réputé anti pelliculaire et anti séborrhéique. Le résultat de son application dépend de l'origine
géographique de la plante utilisée, de la couleur initiale du cheveu et du temps de pose de la
pate (gast., 2000).



https://synonyms.reverso.net/synonyme/fr/Pays/r%C3%A9gion
https://synonyms.reverso.net/synonyme/fr/Pays/r%C3%A9gion
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Les propriétés colorantes du henné ont été utilisées des les premiers temps de l'islam, il fut
recommandé par le prophéte Mohamed (paix et priére sur lui) qui l'utilisait pour colorer sa
barbe (Forestier, 2007).

6.2. Domaine pharmacologique

Certains tests biologiques ont permis d'évaluer différentes activités biologiques telles que
l'activité antihelminthique (l'ascaride lombricoide), antiprotozoaire (contre la maladie de
Sommeil), antispasmodique (Bakkalil et al., 1997 ; Rahmoun, 2009).

Méme des propriétés antituberculeuses (Sharma, 1990). D'autres tests révelent 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 ulcéres gastro-intestinaux et comme anti- diarrheéique (Wichtl, 1999).
7. Effets secondaires

Dans certains cas, l'utilisation prophylactique ou cosmetique du henné peut étre a
I'origine de certaines affections telles que I'anémie hémolytique, ainsi que la nécrose tubulaire

chez les animaux (Kok et al., 2004).

Quelques cas isoles de réactions d'hypersensibilité de type direct ont été signalés lorsque
des teintures de préparations de henné melangées a d'autres ingrédients ont été utilisées
(Frosch et Hausen, 1986).

Lorsque ces ingrédients pénetrent dans la peau a travers le tatouage, il se fixe aux
cellules de la peau. Au final, cette fixation est a l'origine de réactions allergiques aux
préparations au henné. En revanche, la poudre de henné pur sans additif n'a eu aucun effet,

rendant la sensibilisation a L. inermis inefficace (Le Coz, 2001).
8. Effets du climat sur la teneur en Lawsone du henné

Lawsone est la substance chimique qui est responsable de la couleur rouge et que l'on

trouve également dans le henné (Lawsonia inermis) (Dweck, 2002).
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La lawsone réagit chimiquement avec la protéine kératine de la peau et des cheveux, ce
qui produit une forte coloration permanente qui dure jusqu'a ce que la peau ou les cheveux

soient éliminés (Jorddo, A et al, 2015).

La plante d'henné est trés affectée par le climat chaud qui conduit a améliorer les niveaux
de Lawsone dans la plante.

@ Highest heat, lowest moisture henna will have highest lawsone levels @ Hot, very wet henna will have difficulty growing

@) High heat, lowest moisture henna will have high lawsone levels (8] Henna grown for export

@ Highest heat, some moistul nna will have good lawsone levels ® Henna grown for local use

@ High heat, some moisture henna will have good lawsone levels

Hot, dry henna will grow and have moderate lawsone levels

@ Hot, moist henna will grow and have moderate lawsone levels
@ Hot, damp henna will grow and have moderate lawsone levels
@ Hot, wet henna will grow in well drained areas with moderate lawsone levels

Figure 6: Effets du climat sur la teneur en Lawsone du henné (Badoni Semwal et al., 2014).

9. Composition chimique

Les composés isolés sont des dérivés de naphtoquinone, des composés phénoliques, des
terpénoides, des sterols, des dérivés Aliphatiques, xanthones, coumarines, acides gras, acides
aminés (Makhija et al., 2011).

9.1. Les feuilles

Selon Sarita (1991), les feuilles de henné contiennent :

- 7 2 8% de tanins, contenant des flavonoides.

- 6% de lipides, dont xanthones et coumarines.

- 2% de pigments résineux et flavonoides.

- 1% de pigments de naphtoquinone dont les plus importants sont le Lawson ou
I'nydroxydinathoquinone 1.4. C'est ce Lawsone qui donne a l'acajou sa couleur brune par

oxydation.
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Figure 7: Les feuilles de Lawsonia Inermis (yands, 2016).
9.2. Les tiges

Les tiges des plantes contiennent différentes substances complexes. 1l est rapporté que
I'écorce de cette plante contient des dérivés de naphtoquinone, tels que : 2-Methyl-8hydroxy-
I,4-naphtoquinone, de plus, deux triterpénes pentacycliques ont été isolés de I'écorce et
identifiés comme 3 13, 30-dihydroxylup 20(29)-ene (hennadiol) et (20S) 313,30-
dihydroxylupane (Gupta, 1993).

Figure 8: Les tiges de L.inermis (yands, 2016).

9.3. Les fleurs

Quant aux fleurs elles contiennent une huile essentielle a ionone qui est responsable de
leur parfum. Les graines contiennent : 5.8% d’une huile fixe composée d’acide arachidonique,
d’acides, stéarique, palmitique, oléique et linoléique en plus d’une huile essentielle composée

d’ionone principalement (Sarita, 1991).
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Figure 9: Les fleurs de L.inermis (Garg, 2023).

9.4. Les fruits

Les fruits donnent des graines. Les graines contiennent 5.6 % d’une huile fixe renfermant
10.5 % de cire et d’insaponifiable, 37.7 % d’acides solides avec une matiére colorante
(Bruneton, 1993).

Les acides de cette huile sont les acides béhénique (1.69 %), arachidique (9.6 %), stearique
(15.78 %), palmitique (9.07 %), oléique (34.66 %), et linoléique (29.31 %). La distillation des
graines a la vapeur d’eau conduit a ’obtention de 0.01 a 0.02 % d’huile essentielle brune
formées a 90 % d’ionone (Paris et Moyse, 1965). Des coumarines et des xanthones sont aussi

présents (Bruneton, 1993).
Composition en stérols de la graine de Lawsonia inermis :

Cholestérol 0,1%, AS-Avenastérol 4,8%, Campestérol 6,2%, A7-Stigmasténol 4,8%, AS5-
Stigmastérol 6,4%, A7-Avenastérol 0,4%, B-Sitostérol 61.2% (Nounah et al., 2017).
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Figure 10: Les fruits de L .Inermis (Garg, 2023).
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1. Définition des Métabolite secondaires

Les métabolites primaires sont les composeés essentiels a la croissance, au développement
et a la reproduction d'un organisme.

Ils sont généralement produits par des voies biochimiques essentielles et sont nécessaires
aux fonctions métaboliques de base de I'organisme. Les acides aminés, les nucléotides et les
acides organiques sont des exemples de métabolites primaires.

Les métabolites secondaires, Les métabolites secondaires sont des composés produits par les
plantes et les micro-organismes qui ne sont pas essentiels & leur croissance ou a leur survie

(Thirumurugan et al., 2018).

Ces composes sont généralement produits en réponse a des stress environnementaux, tels
que la prédation ou la compétition, et ont souvent des fonctions spéecifiques telles que la défense
contre les herbivores, I'attraction des pollinisateurs ou I'inhibition des organismes concurrents
(Wink, 2015).

Les alcaloides, les terpénoides et les composés phénoliques sont des exemples de

métabolites secondaires.

5 4

Figure 11:Structure de base de flavonoide (Collin et al., 2011).

Notre plante d’étude pas une exception, les constituants naturels de Lawsonia inermis sont la
Lawsone (2-hydroxy-1,4-naphtoquinone), l'huile essentielle, les tanins, les terpenoides, les

lipides, les coumarines, les flavonoides et les acides phénoliques (Elansary et al., 2020).
2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires produits par les plantes pour
les protéger des rayons UV, des dommages mécaniques et de certaines infections et prédateurs.
Les fruits, le café, le the, les haricots noirs, la poudre de cacao et les Iégumes contiennent une

gamme variée de polyphénols présentant une grande diversité chimique (Wu et al., 2021).
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Figure 12: Exemple d'un Alcaloides réels: Nicotine
(Verpoorte, R., 1997).

Ils sont caractérisés par la présence de groupements phénoliques: un ou plusieurs cycles

aromatiques (benzéniques) porteurs d’un ou plusieurs OH.

En effet, Lawsonia inermis contiennent différents composés phénoliques : des quinones,
des phénylpropanoides, des flavonoides, des terpénoides. Elle contient aussi des coumarines,
des dérivés naphtaléniques et des xanthones. Par ailleurs, I'odeur piquante de I'huile essentielle
isolée des fleurs est due a la présence d'un terpéne, la B-ionone, trois composés (bicoumarine

A, biflavonoide A et biquinone A), ont été aussi isolés a partir des fleurs (Akbar, S., 2020).

Differents composes phénolique chez le henné a savoir : les polyphénoles (équivalents
a l'acide gallique), tanins (équivalents aux catéchines), flavonoides (équivalents a la
Quercétine) et anthocyanes (équivalents aux anthocyanes) et Autres dérivés de la

naphtoquinone :

1,3-dihydroxy naphtaléne, 1,4-napthaquinone, 1,2-dihydroxy-4-glucosylnaphtaléne ont

également été isolés a partir des feuilles de Lawsonia inermis (Al-Snafi, 2019).

Autres composent phénoliques se trouvent dans les different partie de la plante
I'obtusafurane, la lawsonicine, l'acide p-coumarique, l'acide gallique. Cependant la
lawsochyline l'alcool dihydrodéhydrodiconyférylique été isolés a partir des tiges et les feuilles

de la plante.

Par contre, les feuilles ont donné des composés phénoliques, et de lawsoniaside
(Badoni Semwal et al., 2014).
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2.1.  Lesalcaloides
Les alcaloides sont des composés azotés basiques, principalement hétérocycliques et
essentiellement d'origine botanique. En chimie biologique, les alcaloides sont souvent des
dérivés des acides aminés. lls sont présents en tant que métabolites secondaires dans les plantes,
les champignons et quelques groupes danimaux sous forme de combinaisons complexes,
souvent basées sur plusieurs, voire des dizaines de molécules alcaloides distinctes et leurs

prédécesseurs (Arnold, 1989).

Plusieurs études ont signalé la présence d'alcaloides dans Lawsonia inermis. Une étude a
découvert des alcaloides dans la fraction chloroforme/méthanolique des feuilles de la plante
(Manuja et al., 2021).

Une autre étude a examiné le contenu phytochimique des extraits bruts et fractionnes de
Lawsonia inermis et a découvert que des alcaloides étaient présents dans toutes les parties de la

plante.

Cependant Le criblage phytochimique des extraits bruts de racine, de tige et de feuille de
plante a révélé la présence de plusieurs substances phytochimiques.
La présence d'alcaloides, glycosides cardiaques, de saponines, résines, des flavonoides, des
phénols, des anthraquinones ont été découverte dans un extrait hexanique des racines et les
feuilles de la plante. L'extrait de tige a révelé des flavonoides, des stérols qui ne sont pas présent
chez les feuilles (Onuh et al., 2021).

oud T 1)
1,CO N H,CO =
H H

/
X
/

Harmine Harmaline

Figure 13:Structures chimiques des alcaloides isolés des graines de Lawsonia inermis
(Badoni Semwal et al., 2014).

2.2.  Les terpénoides
Les terpénoides, également connus sous le nom d'isoprénoides, sont une classe de

produits chimiques organiques naturels dérivés du composé a 5 carbones isopréne et de ses
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dérivés appelés terpénes, diterpénes, etc. Bien qu'ils soient parfois utilisés de maniere
interchangeable avec les "terpénes”, les terpénoides contiennent des groupes fonctionnels
supplémentaires, généralement contenant de I'oxygene (Chemistry (IUPAC), s. d.).

Ils constituent la plus grande classe de métabolites secondaires végétaux, représentant environ
60% des produits naturels connus. De nombreux terpénoides présentent une bioactivité
pharmacologique importante et intéressent donc les chimistes médicinaux (Ashour et al.,
2010).

Diverses analyses phytochimiques ont confirmé la présence de terpénoides la plante.

Des terpénoides ont été découverts dans la plante, ainsi que des hydrates de carbone, des
composes phénoliques, des tanins, des flavonoides, des protéines et des saponines, selon les
recherches (Gull et al., 2013).

Ces composés contribuent aux propriétés médicinales et pharmacologiques de la plante
(Ntaganda et al., 2022).

Lupeol R=CH;
Betulin R=CH,0H 30-Norlupan-3f-ol-20-one 3,30-Dihyroxylup-20(29)-ene
Betunilic acid R=COOH

Figure 14:Structures chimiques des terpénes non volatils présents dans Lawsonia inermis
(Badoni Semwal et al., 2014).
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La révélation de ces métabolites secondaire & une relation avec le solvant utilisé pour traiter la

plante.

Tableau 3 : Criblage phytochimique des extraits bruts de Lawsonia inermis (Onuh et al.,

2021)
Produits Hexane Acétate d'éthyle Meéthanol Aqueux
phytochimiques
Racine | Tige | Feuille | Racine | Tige | Feuille | Racine | Tige | Feuille | Racine | Tige | Feuille

Alcaloides + + + + + + + + + - + +
Anthraquinones | - - + - - + - - + + - ¥
Terpenes - - + - - + + + + - + +
Tannins - - + - - + + + + + + +
Saponines + + + + + + + + + + + +
Flavonoides - + + + + + + + + + + +
Stérols - + - - - - - + - - -
Phénols - + + + + + + + + + + -
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1. Généralités des activités biologiques

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, I'attention s'est portée ces
derniéres années sur l'activité antioxydante car elle prévient les maladies chroniques telles
que les maladies cardiaques, le cancer, le diabéte, I'nypertension et la maladie d'Alzheimer en
luttant contre le stress oxydatif (Meddour, 2011).

Lawsonia inermis, plus connue sous le nom de henné, est une plante utilisée depuis
longtemps dans la médecine traditionnelle en raison de ses propriétés curatives.

Elle possede un spectre varié de composés chimiques, notamment des dérivés de la
naphtoquinone, dont le principal constituant est la Lawsone, et la matiere colorante des feuilles.

Parmi les autres composés chimiques qui contribuent a ses qualités thérapeutiques figurent
les dérivés phénoliques, les coumarines, les xanthones, les tanins, les flavonoides, les terpénes
et les stérols, ainsi que d'autres constituants chimiques tels que les acides aminés (Oghenemaro
et al., 2022).

2. Définition de I’activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules qui inhibent, ralentissent ou empéchent I'oxydation
des espéces reactives de I'oxygene ou d'autres molécules qui se produisent sous I'influence de
I'oxygene atmosphérique (Pisoschi et Negulescu, 2011).

Les antioxydants protégent également le corps des radicaux libres et des ROS (especes
réactives de l'oxygeéne). lls peuvent retarder la progression de nombreuses maladies
chroniques et la peroxydation des lipides (Gulgin, 2012).

La plupart des antioxydants naturels sont des composes phénoliques tels que les

tocophérols, les flavonoides et les acides phénoliques (Gilgin, 2012).

3. Les radicaux libres
Les radicaux libres (RL) sont des atomes, des molécules ou des ions (dérivés de
I'oxygene, de l'azote et du soufre) qui ont un ou plusieurs électrons non appariés sur leur
enveloppe externe, sont tres instables et actifs pour les réactions chimiques visibles (Carocho
et Ferreira, 2013).

Il existe certains facteurs oxydatifs qui conduisent l'organisme a produire plus de

radicaux libres, ce sont des facteurs endogénes tels que la chaine respiratoire, la réponse
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immunitaire, la traduction du signal, le systéme NADPH oxydase et des facteurs exogénes
tels que l'alimentation (Morena et al., 2002).

4. Stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de I’organisme.
Les EOA peuvent attaquer les composants cellulaires en raison de leur structure électronique
instable. Biomolécules : Les protéines, les lipides, les glucides et 'ADN sont attaqués par les
radicaux libres, entrainant un dysfonctionnement des processus de la vie cellulaire, qui est a

I'origine du développement de diverses maladies (Mohammed, 2013).

5. Définition de Pactivité antimicrobienne

L'activiteé antibiotique correspond a l'activité d'une molécule ou d'un compose présent
dans la plante qui, a de tres faibles concentrations, inhibe le développement de la bactérie ou
la tue. La sensibilité d'une bactérie peut varier selon la souche a laquelle elle appartient
(Nicole et al., 1998).

L'une des approches courantes pour trouver des substances biologiquement actives est le
criblage systématique de micro-organismes ou de plantes, qui sont la source de nombreux

agents therapeutiques utiles (Sagdic et al., 2002).

6. Les activités biologiques de Lawsonia inermis

6.1. Action antibactérienne

Lawsonia inermis possede des caractéristiques antibactériennes tres importantes. Plusieurs
études ont été menées pour étudier l'activité antibactérienne des extraits de feuilles de henné
contre diverses souches bactériennes. Des extraits aqueux, éthanoliques et méthanoliques de
feuilles de henné, par exemple, ont été testés contre 46 isolats de Staphylococcus aureus et ont
démontré une activité antibactérienne (Al-iedani et al., 2013).

Lawsonia inermis tire ses activités antimicrobiennes de ses métabolites secondaires tels que
les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes, les flavonoides, les tanins.

Ces derniers lui conferent des propriétés antimicrobiennes contre un large éventail de micro-
organismes tels que Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus et Aspergillus niger (Malekzadeh, 1968).
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Selon les différentes espéce microbienne L'extrait éthanol possede une caractéristique
antimicrobienne trés entendue (Gull et al., 2013).

Cette activité antibactérienne est attribuée aux composés phénoliques, principalement en
raison de la Lawsone, de l'acide gallique et du 1,4-naphtoquinone (Ali et al., 2001)
En outre, les activités antimicrobiennes de la 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone, un composant actif
isolé des feuilles de henné, et de ses analogues ont été évaluées contre des bactéries d'origine
alimentaire (Yang & Lee, 2015).

6.2.  Activité antifongique

L'activité antifongique est l'une des nombreuses caractéristiques thérapeutiques de Lawsonia
inermis. Le henné contient des glucides, des protéines, des flavonoides, des tanins, des
composes phénoliques, des alcaloides, des terpénoides, des quinones, des coumarines, des
xanthones et des acides gras, qui contribuent tous aux propriétés anti-inflammatoires,
antibactériennes, antimicrobiennes et antifongiques de la plante.(Kamal & Jawaid, 2011).

Mais La principale substance chimique responsable des activités antifongiques de
Lawsonia inermis est la 2-hydroxynaphtoquinone, souvent connue sous le nom de Lawsone
(Rahmoun et al., 2013).
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7Figure 15: Forme de base de Lawsone (Kamalgc Jawaid,EOllT

De plus, les feuilles de henné sont efficaces contre Pityrosporum (effet inhibitrices totaux),
Alternaria, Aspergillus, Absidia, Cladosporium, Penicillium, Circinella..., La puissance
antifongique est di a la lawsone et a son isomere, le Juglon (Kathem et al., 2008).
6.3.  L’Activité antioxydante de Lawsonia inermis
Les antioxydants assurent une protection grace a leur capacité a éliminer les especes
réactives de l'oxygene telles que les radicaux superoxydes, hydroxyles, peroxydes et acides

nitriques créés au cours de processus métaboliques aberrants.
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Des études récentes ont montré que de nombreux flavonoides et polyphénols apparentés
contribuent de maniere significative a l'activité de piégeage du phosphomolybdate des plantes
médicinales. Un nouveau composé isolé de la fraction d'acétate d'éthyle des feuilles de L.
inermis, le 1,2,4-trihydroxynaphtaléne-2-O- Dglucopyranoside, a eu un effet puissant sur
I'activité antioxydante (Pasandi Pour & Farahbakhsh, 2020).

Une autre étude a cherché a explorer la composition de I'huile de graines de Lawsonia inermis
et a évaluer certaines de ses actions en vue d'une application potentielle en cosmétique. Bien
que I'étude ait découvert que les phytostérols sont des constituants précieux de I'huile de henné,
elle a conclu que I'huile de henné a une activité antioxydante intéressante et un effet anti-

peroxydation des lipides (Elaguel et al., 2019).

6.4. L’Activité anti-inflammatoire de Lawsonia inermis
L’inflammation peut étre caractérisée comme un échec de la résolution, le processus
complexe et actif de I’arrét de la réaction inflammatoire et la restauration de 1’équilibre

homéostatique (Ahmed, 2011).

D'un point de vue biologique, I'inflammation survient lorsque le systeme immunitaire est
sous stress. par exemple en cas d'infections microbiennes et virales, d'exposition a des composés
toxiques, de maladies auto-immunes et chroniques, d'obésité et d'alimentation riche en calories,
de sorte que les facteurs de stress sont éliminés et que le processus de réparation et 'nomeostasie

tissulaire sont déclenchés (Rahaman et al., 2020).

Lawsonia inermis est utilisée depuis longtemps dans la médecine traditionnelle, Le
criblage phytochimique et I'étude des effets anti-inflammatoires soulignent ses propriétés

analgésiques et anti-inflammatoires (Manuja et al., 2021).

Ce potentiel anti-inflammatoire est le résultat de nombreux composés présents dans les

différentes parties de la plante.

L’étude sur les propriétés analgésiques et anti-inflammatoires de la lawsone, ont montrent que
cette molécule bioactive possede des propriétés analgésiques et anti-inflammatoires
significatives, ce qui en fait un candidat prometteur pour des recherches plus approfondies et

des applications thérapeutiques potentielles (Talab et al., 2022).

A coté de la Lawsone, I'nhuile du henné contient des différents composés (lipides, composés

phénoliques) ayant un effet anti-inflammatoire, notamment : B sitostérols, glycosides,




Partie 3 LES ACTIVITES BIOLOGIQUES

flavonoides, quinones, acide gallique, coumarines, xanthones et lawsoniasides (Alia et al.,
2008; Zouhri et al., 2017).

6.5.  Action diurétique
Une action diurétique est envisagée pour le henné du fait de la présence de mannitol et de
polyols dans les feuilles (Bezanger et al., 1986)

6.6.  Action anti-diarrhéique

Lawsone diminue la force et I'ampleur des contractions intestinales. Il sera également

un puissant antispasmodique en inhibant les selles (Abulyazid et al.,.2010 ; Makhija, 2017).

6.7.  Action analgésique

En 1988, Bagi et ses collaborateurs étudient I’activité pharmacologique de 1’huile
provenant des graines de Lawsonia. Ils découvrent alors que celle-ci possede une certaine action

analgésique.
6.8. Action anticancéreuse

Le cancer est un probléme de santé majeur dans le monde entier, et les traitements traditionnels
du cancer peuvent étre associés a des effets secondaires graves. C'est pourquoi l'utilisation de
produits naturels, tels que les composés d'origine végeétale, peuvent constituer une alternative.
Plusieurs plantes contiennent de nombreux composes bioactifs, tels que les polyphénols, qui se
sont revelés avoir des propriétés anticancereuses, y compris des effets inhibiteurs sur la
prolifération des cellules cancéreuses, la croissance tumorale et la mort cellulaire (Bhosale et
al., 2020).

Pour effet anti-cancéreux de notre plante. La Lawsone un constituent majeur de
Lawsonia inermis testé in vivo preuve d’étre actif contre le sarcome de souris 180. Il était
moins efficace contre le sarcome de Yoshida chez le rat. Les feuilles et les fleurs sont
traditionnellement utilisées pour traiter les tumeurs inflammatoires et la racine pour traiter le

cancer de la peau (Dhananjay et Lugman. 2014).
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Matériel et méthode
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Notre présente étude porte sur I’évaluation in vitro des activités biologiques attachée a
I’espéce végétale Lawsonia inermis séchée par deux différentes méthodes de séchages. A cet
effet, une investigation phytochimique est réalisée sur les feuilles de la plante. Ceci dans le but
d’extraire les métabolites secondaires responsables de I’activité antioxydante, antimicrobienne,
enzymatique et de I’activité anti-inflammatoire de la plante endémique : feuille a I’état frais,
séché a Iair libre, séché par un séchoir (région de Bechar), feuilles séchés a I’air libre (région

de Zerebet el oued) et faire une étude comparative entre les 4 échantillons de Lawsonia inermis.

L’étude est réalisée aux Laboratoires de Microbiologie et de Biochimie Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie Université Freres Mentouri Constantine. Ainsi, que le laboratoire de
Génie Enzymatique et Application Faculté des Sciences de la Nature et de la vie Université
Freres Mentouri Constantine et les Laboratoires de Biochimie du Centre de Recherche
Nationale en Biotechnologie (CRBT) de Constantine.

1. Matériel végetal

Des échantillons ont été étudiés sur la plante " Lawsonia inermis" dont les feuilles ont été
séchées de différentes manicres. La plante a été récoltée dans deux régions différentes I’extrait
«F, A, S » a été récolter au niveau de la région de BECHAR et extrait « C » au niveau de la
région EL OUED.

Nous avons étudié quatre échantillons : La plante a I’état frais (F) ; plante séchée au séchoir (S)

et plante séchée a I’air libre (A) ; plante séchée a I’air libre de région Zribet el oued(C).

1.1. Broyage et tamisage

Les feuilles de Lawsonia inermis sont nettoyées et dépoussiérée des autres impuretés,
puis séchez dans un endroit frais et bien aéré a I'abri de I'humidité et a température ambiante
pendant 15 jours pour mieux preserver les molécules thermosensibles et la lumiére. Apres

séchage, les feuilles sont récupérées pour la préparation des extraits éthanoliques.
Dans notre travail, nous nous intéressons a I'évaluation des parametres suivants :

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

Inermis.

- Evaluation de I’activité antioxydante, antibactérienne et antifongique, anti-inflammatoire,

enzymatiques, dosage phénolique et flavonoide des feuilles de Lawsonia Inermis.
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2. Les Méthodes

2.1.Macération et extraction

Une masse de 250g de feuille de chaque extrait a été ajoutée a 1L de liquide éthanolique (80%

éthanol ,20% Eau) pendant 3 jours a I’obscurité a température ambiante.

Figure 16: Préparation de la solution éthanolique.

L'extrait éthanolique a été initialement récupéré apres filtration du mélange sur coton
absorbant (hydrophile). Le résidu obtenu est soumis a une deuxiéme extraction avec un

volume différent du méme mélange pour augmenter le rendement de I'extrait.

Figure 17: Filtartion d'éxtrait.

Récupérer les deux filtrats en évaporant le solvant a l'aide d'un évaporateur rotatif a 40 °C.
Les extraits secs obtenus sont ensuite stockés dans I'note jusqu'a ce qu'ils soient finalement
séchés et utilises.
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Figure 18: Evaporation et récupération des éxtraits.

La feuille végétale
(250g)

—

Macération dans 1’éthanol
(80%56/20% Eaun) pendant
72h

—

2éme
maceration

séchage

Evaporation au rotavap et

RESIDU

Filtrations

<:{}

FILTRAT

27

——
| —



Etude expérimentale Matériel et méthode

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 matiére végétale seche. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule
suivante :

PBE — PBV
RE (%) = x100
PP

4. Activités biologiques de Lawsonia inermis

4.1.Préparation d’une gamme de dilution

On a pesé 4 mg d’extrait et on le dissout dans 1ml d’éthanol (solution mere) (Tube 01)
Dans chaque Eppendorf nous avons 0,5 ml de solution précédente et ajouter 0,5 ml d’éthanol
comme plage de dilution.

Figure 19: Préparation d’une gamme de dilution d’éxtrait brute.
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4.2. Activité antioxydante
L’activité anti oxydante des extraits des feuilles de Lawsonia inermis est réalisée a ’aide de

plusieurs méthodes :

> Piégeage du radical libre DPPH.

» Piegeage du cation radical ABTS.

» Pouvoir reducteur (FRAP) (Reducing power).
» Activité phénanathroline.

4.2.1. Activité DPPH

1. Principe de la réaction

L'activité anti-radicalaire libre est déterminee par spectrophotométrie par le dosage du DPPH
(Blois, 1958). Le Trolox et acide ascorbique utilisés comme standards antioxydants.

Dans ce test, la molécule ou l'antioxydant reagit avec le radical libre stable DPPHe (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) en transférant de I'nydrogéne, ce qui fait changer la couleur de la
molécule, DPPHe« initialement violet puis se transformant en DPPH -H, qui est jaune péle

apres réduction (Fofié et al., 2017 ; Nagarajan et al., 2017).

2. Instruments utilisés
Un lecteur de microplagque a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits
3. Reéactifs utilisés
1- Ethanol
2- DPPH
3- A-tocophérol NO,

4- Quercétine ou Catéchine
5

Extrait de plante

4. Mode opératoire
Figure 20: Molécule de DPPH

4.1. 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°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans

le spectrophotometre.
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4.2. Procédure

160 pl (DPPH) + 40 pl (extrait) + lecture 517 nm

NO, NO,
. Antioxydant H
o,N NN + AH ey O,N N—N + A"
. Extrait de plante —
| NO, NO, 1

! DPFPH- DPFFH-H

Figure 21: Réduction de radical DPPH en DPPH-H.
4.2.1. Activité ABTS

1. Principe de la réaction

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999)

2. Instrument utilisé

Un spectrophotométre a cuve de volume 3 ml ou un lecteur a microplaque.

3. Réactifs utilisés

1- K2S,0s3 (
O

4- Ethanol
5- Acide ascorbique et Trolox )

2- ABTS i7,OH N
_S —
3- Eau distillé O S_AN D\
>—N S S

4. Procedure

A partir de '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 ; ’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou
H20) 2 0.700 + 0.020 a 734 nm avant 1’usage.

(ABTS") — 19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H,0 + 3,3 mg (2.45 mM) (K2S20g) +5 ml H,O+

attendre 16 heure a 1’abri de la lumiére

160 pl (ABTS™) + 40 pl (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm
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4.2.3. Activité Phénantroline

La méthode a la phénanthroline est basée sur la réduction des ions Fe3+ en Fe2+ par des
antioxydants. Les ions Fe2+ formés réagissent ensuite avec la 1,10-phénanthroline pour
former le complexe rouge orangé de la triphénanthroline, qui a un maximum d'absorption a
508-510 nm (Mukhopadhyay et al., 2016 ; Yefrida et al., 2018). Selon Mukhopadhyay et
al (2016), si du peroxyde d'hydrogéne est ajouté au tube avant d'ajouter de la 1,10-
phénanthroline, H202 oxydera les ions ferreux en ions ferriques, qui ne pourront alors pas se
former avec le complexe 1,10 Rouge orangé - phénanthroline. Ce test est utilisé depuis

longtemps pour mesurer quantitativement le fer dans une variété d'échantillons.

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008).
1. Instrument utilisés
Un lecteur de microplague a 96 puits de volume 200 ul pour chaque puits
2. Réactifs utilisés
1- Phénantroline
2- Chlorure de fer (FeCls)
3- MeOH, Eau distillée
3. Preparation
e Phenanthroline (0.5%)

0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH
e Chlorure de fer FeCl; (0.2%)
0.02g de FeClzdans 10ml de H2O

4. Procédure
e 10 pl extrait + 50 pl FeClz (0.2%) +30 pl Phenanthroline (0.5%) + 110ul MeOH+
incubation a I’obscurité pendant 20 min a 30°C + lecture a 510 nm. Le BHT est utilisé

comme standard.
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Figure 22: Réaction de la capacité de piegeage du peroxyde.

4.2.4. Activité FRAP Pouvoir réducteur du fer (Reducing power)

1. Principe de la réaction
L’activité Reducing power est déterminée par la méthode de Oyaizu, (1986) avec une légére
modification
Les substances ayant un potentiel de réduction réagissent avec le ferricyanure de potassium
(Fe3+) pour former du ferrocyanure de potassium (Fe2+), qui lui-méme réagit avec le
chlorure ferrique pour former un complexe ferreux bleu cyan avec une absorption maximale
a 700 nm (Jayanthi et Larisa, 2011).

2. Instrument utilisés
Lecteur de microplaque

4. Reéactifs utilisés

1- TCA
2- KaFe(CN)s
3- FeCls

4- Tampon phosphate
5- Eau distillée

5. Procédure
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10 pl extrait + 40 pl tampon phosphate (pH 6.6) + 50 ul Ferricyanure de potassium (1%)
KsFe(CN)s (1 g de KsFe(CN)s dans 100 ml H,0) + incubé a 50°C pendant 20mn +50 pl Acide
trichloroacétique (TCA) (10%) (1 g de TCA dans 10 ml H>O) + 40 ul H2O + 10 ul Chlorure de
fer FeCls (0.1%) (0,1 g de FeClz dans 100 ml H20) + lecture a 700 nm.

RN 7NN
4 | lk/ N\\AIN/ J\'/N\YK/)
SNES

Ny ﬁ’)/N AH Antlondant As ")

A/\“'\ *\

AN AN

Potassium ferricyanide + Ferric chloride Antlsxydans —» Potassium ferrocyanide + Ferrous chloride

Figure 23: Mécanisme de réaction du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP).

4.3. Activité inhibitrice de I’a amylase
4.1.1. Principe de la réaction
L’activité inhibitrice de la a-amylase a été réalisée a ’aide de la méthode iode / iodure de

potassium (IK1) (G. Zengin et al. 2014) avec quelques modifications.

4.2.1. Instrument utilisé
Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 250 ul pour chaque puits.
4.3.1. Réactifs
1- Enzyme a-amylase 1U.
2- Amidon 0.1% (mettre la solution dans la microonde a plusieurs cycles de 15 sec)
3- HCI 1M : Ajouter doucement a 45.83 ml d’eau, un volume de 4.17 ml d’HCL pure.
4- Solution IKI : -Dissoudre 3 gr de KI dans 100 ml d’eau ;
-Ajouter 127 mg d’iode (5mM), agiter jusqu’a dissolution compléte.
6- Tampon phosphate (PH 6.9) avec 6mM NaCl (35.1 mg NaCl pour 100 ml de tampon).
4.4.1. Procédure
25 ul extrait + 50 ul (solution o amylase 1U) : incubation pendant 10 min & 37 °C + 50 pl
d’amidon 0.1% : incubation pendant 10 min a 37 °C+ 25ul HCI (1M) + 100ul IKI + lecture a
630 nm.

Calcul de pourcentage d’inhibition :
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%INH=1-[(Ac-Ac)-(As-Ab)/(Ac-Ae)]
A=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ac=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]
Ap=Absorbance [Extrait+IKI+125pul de tampon]
4.4. Détermination du contenu total en polyphénols et en flavonoides
4.4.1. Contenu total flavonoique (TFC)

1. Principe de la réaction
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre Al

et les flavonoides. La méthode de Topgu et al., 2007 est utilisee avec quelques modifications
pour une détermination sur microplaque 96 puits.

2. Instrument utilisés
Un lecteur microplaque (Perkin Elmer, Enspire) est utilisé pour la mesure de 1’absorbance

3. Reéactifs utilisés

6- Méthanol

7- Eau distillé

8- 10% nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20)

9- 1 M Acétate de potassium (CH3COOK)

10- Quercétine (Flavonoide)

11- Extrait de plante

4. Préparation des solutions
Pour 1 M Acétate de potassium (CH3COOK) on dissolve 9.80 gramme de (CH3COOK) dans
100 ml d’eau distillé pour obtenir la solution S
Pour 10% nitrate d’aluminium (ALNO3)3, 9H20) on pése 10g de ce produit dans 100ml d’eau
distillée.

5. 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).

6. Procédure

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

6.2.Pour I’étalon

7. Préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine
On prend 1 mg de la Quercetin et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution
0,2mg/ml Sp.
Les dilutions sont préparées dans des Eppendorfs comme la suite :

Tableau 4 : Les dilutions de la gamme d’étalon de la Quercétine

Dilutions SM (ul) Méthanol (pl)
25ug/ml 25 175
50ug/ml 50 150
75ug/mi 75 125
100ug/ml 100 100
125ug/ml 125 75
150ug/ml 150 50
175ug/ml 175 25
200ug/ml 200 0

50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH) +10
pl (S1) (CH3COOK) + 10 pl (AI(NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.
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Figure 24: La courbe d’étalonnage de la Quercétine.

4.4.2. Contenu total phénolique (TPC)

1. Principe de la réaction
La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965) selon une methode 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 phenols, en mélange
d'oxydes de tungsténe (W8023) et de molybdene (M08023). La coloration bleue produite est
proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximum aux
environs de 750 -765 nm.
2. Instrument utilisés
Un lecteur microplaque
3. Reéactifs utilisés

e Eau distillé, Méthanol

e FCR (Folin-Ciocalteu réactif)

e NaxCOs3 de 7,5% (Carbonate de sodium)

e Acide Gallique

e Extrait de plante
4. Mode opératoire

1- Préparation de Carbonate de sodium (Na,CO3)a 7,5%
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7,5 gramme de Na>CO3 et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.

2- Préparation de ’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- Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois
Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec 1’eau distillée (9ml).
5. Procédure
20 ul d’extrait de plante + 100ul de FCR dilué (1 :10) + 75 pl 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 manicre en remplacant 1’extrait par le solvant utilis¢ (Méthanol).
6. Gamme d’étalonnage
Préparation de la gamme d’étalon de ’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 Eppendorfs comme la suite:

Tableau 5 : Les dilutions de la gamme d’étalon de 1’acide gallique

Dilutions SM (ul) Méthanol (pl)
25ug/ml 25 175
50ug/mi 50 150
75ug/mi 75 125
100ug/ml 100 100
125ug/ml 125 75
150ug/ml 150 50
175ug/ml 175 25
200pg/ml 200 0

201 de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75ul de
Na2CO3 (7,5%)+ incubation 2h + lecture a 765nm.
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Figure 25: La courbe d’étalonnage de ’acide gallique.

4.5, Méthodes de dosage des activités inflammatoires
45.1. L’activité anti-inflammatoire in vitro par inhibition de la dénaturation
thermique des protéines (BSA)

1. Principe

La denaturation des protéines est I'une des causes bien documentées de l'inflammation
conduisant a diverses maladies inflammatoires. Ainsi, la capacité d'une substance a inhiber la
dénaturation des protéines suggere un potentiel clair d'activité anti-inflammatoire (Habibur
et al., 2015 ; Osman et al., 2016). Pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des extraits de
plantes, nous avons appliqué le test d'inhibition de la dénaturation thermique des protéines
décrit par Karthik et ses collegues (2013). Le principe consiste a inhiber la dénaturation de la

BSA provoquée par la chaleur a 72°C par les extraits vegétaux.

2. Mode opératoire

Afin de déterminer l'activité anti-inflammatoire, une série de concentrations de chaque extrait
végetal est effectuée, variant de 0 a 8 mg/ml. 1 ml de la solution de BSA a (0,2%) préparée dans
le Tris-Hcl (0,05 M a pH 6,6) est ajouté a 1ml de chaque dilution. Ensuite, le mélange est incubé
a 37°C pendant 15 minutes, puis a 72°C pendant 5 minutes. A la fin de I’incubation, et apres
I’avoir vortexé, le mélange est refroidi rapidement, puis la turbidité est mesurée a 660 nm a

’aide d’un spectrophotometre.
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Pour chaque concentration d'extrait, un blanc est préparé dans le but de retirer
I'absorbance de I'extrait et du Tris-Hcl des résultats obtenus. Ce blanc était constitué de 1ml
d'extrait et de 1ml de Tris-Hcl (0,05 M a pH 6,6). Dans les mémes conditions opératoires que
celles utilisées pour les échantillons, le diclofénac a été utilisé dans ce test comme anti-

inflammatoire de référence.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA est calculé selon la formule

suivante:

[DO Control - DO blanc) — (DO échantillon - DO blanc)]

b ] oy x1
rotection (%) (DO controle — DO blanc) 0

e DO Blanc : Absorbance de I’extrait sans BSA.
e DO Echantillon : Absorbance de I'échantillon ou standard (test).

e DO Contrdle : Absorbance solvant utilisé pour les extraits et du BSA

45.2. L’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de stabilisation des

membranes (Activité antihémolytique)

Cette étude visait a évaluer la capacité d'extraits de plantes (Lawsonia inermis) a prévenir
I'némolyse des globules rouges (GR) induite par le stress osmotique et le stress thermique. Le
choix des érythrocytes était justifié car ils sont acceptés comme modeles cellulaires dans la
recherche scientifique et ils présentent des analogies avec d'autres membranes cellulaires,
notamment celle du lysosome. En effet, lorsque les globules rouges sont exposes a des
concentrations de sels hypotoniques et a la chaleur, leurs membranes se rompent et leur
contenu cytoplasmique (hémoglobine) est libéré. On pense que l'intensité de I'némolyse est

déterminée en mesurant I'absorbance de I'hémoglobine libérée.

45.2.1. Préparation de la suspension des érythrocytes

Du sang fraichement prélevé a I’aide d’une seringue graduée sur rats males de souche Wistar
albinos, a été mis dans des tubes héparines ensuite centrifugé a 1300g pendant 10 min (4°C),
pour séparer les globules rouges des autres éléments constitutifs du sang. Aprés élimination
du surnageant, le culot a été récupéré et lavé 3 fois avec une solution d’eau physiologique
(0,9%) a température ambiante, et chaque lavage consiste a une centrifugation a 1300 g
pendant 5min.  Le culot aprés la derniére centrifugation est re-suspendu a nouveau dans Une
solution constituée de tampon phosphate salin (PBS) a PH= 7,4, a raison d’un volume du

culot et 9 volumes de PBS, permettant alors d’obtenir un hématocrite a 10% (v/v).
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4.5.2.2.  Innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire

1. Principe

Avant de nous concentrer sur les pouvoirs de stabilisation des membranes des extraits de
plantes, un test d’innocuité sur des cellules érythrocytaires est requis afin de déterminer les

concentrations a utiliser.

2. Mode opératoire

Pour ce test, une gamme de concentrations des extraits allant de 0 a 8 mg/ml a été préparée
dans un tampon phosphate salin (pH 7,4 ; 0,9% NaCl). 1.6 ml de différentes concentrations des
deux extraits a tester a été melangée avec 0.4 ml de la suspension de globules rouges a 10 %.
Le mélange a été incubé a 37°C pendant 30 min, puis centrifugé a 1300g pendant 10 min.
L’absorbance du surnageant a été lu a 540 nm, a ’aide d’un spectrophotometre. En respectant
les mémes conditions expérimentales, un contrdle incluant 0.4 ml de la suspension de globules
rouges et 1.6 ml d’eau physiologique ou de I’eau distillé, a la place de I’extrait, a été préparé
pour vérifier 1’état des globules rouges ou le 100 % d’hémolyse, respectivement. Le diclofénac
est utilisé comme molécule de référence dans cette expérience, préparer dans les mémes

conditions.

Pour chaque concentration d’extrait ou de standard, un blanc constitué¢ de 1.6 ml d’extrait
et de 0,4 ml de tampon phosphate salin (PBS pH 7,5 ; 0,9 % NaCl) est préparé, qui a pour but
de soustraire I’absorbance de ’extrait et du PBS des résultats obtenus. Les pourcentages

d’hémolyses de chacune des concentrations utilisées sont calculés :

DO échantillon — DO blanc

Pourcentage d’hémolyse (%) = DO contréle — DO blanc x 100

- DO blanc : Absorbance de I’extrait
- DO échantillon : Absorbance de I'échantillon ou du standard (test).

- DO contrble : Absorbance du controle (100 % d’hémolyse).

4.5.2.3.Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress osmotique associé a un stress
thermique

1. Principe

L’objectif de cette étude est basé sur I’évaluation de la capacité des extraits de plantes a

empécher I’hémolyse des globules rouges des rats apreés induction de I’hémolyse par une
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solution hypotonique associée a une température élevée en méme temps suivant le protocole de
Ganesh et ses collaborateurs (2013). L’intensité de I’hémolyse est estimée par la mesure de

I’absorbance de I’hémoglobine libérée a 540nm.

2. Mode opératoire

Dans des tubes a essais, 0,5 ml d’extraits aqueux des plantes (dissous dans NaCl 0,9%),
1.5 ml du tampon phosphate non salin (0,15 M, pH 7,4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl
a 0,36%) ont été mélangés et incubés a 37 °C pendant 20 min. Apreés cela, un volume de 0,5ml
de la suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté dans chaque tube, suivi d’une incubation
a 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de I’eau ambiante pendant 20 min, afin de
bloquer la réaction ensuite centrifugé a 1300g pendant 10 min. La lecture d’absorbance du
surnageant est faite alors a 560 nm, a ’aide d’un spectrophotomeétre.

Le contréle consiste d’'un mélange de 1 ml de la solution hyposaline, 1 ml du tampon
PBS, 0,5 ml de la suspension de globules rouges et 0,5 ml d’eau physiologique. Pour chaque
concentration d’extrait ou de standard, un blanc est préparé pour éliminer 1’absorbance de
I’extrait et du PBS des résultats obtenus. L’acide gallique est utilis¢ comme molécule de
traitement anti-inflammatoire, avec les mémes concentrations que 1’extrait (0-800 pg/ml). Le

pourcentage d’hémolyse est calculé comme suit :

DO échantillon — DO blanc

Pourcentage d’hémolyse (%) = DO controle — DO blanc x 100

4.6 L’activité antimicrobienne

Les tests de I'évaluation de l'activité antibactérienne et antifongique 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 I’Université de Constantine. Les bactéries utilisées sont les
suivantes :

» Bactéries a Gram négatif : Escherichia coli. (ATCC 25922)

» Bactéries a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa. (ATCC 27853)

> Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus. (ATCC 25923)
> Fungi : Aspergillus niger.

> Levure : Candida albicans
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Dans cette activité, nous utilisons la technique de l'aromagraphe développée par
Schroeder et Messing en 1949 et citée par (Rhayour, 2002). Dans cette méthode, un disque
de papier Whatman de 6 mm de diameétre est imprégné d'un volume connu de I'extrait brut a
évaluer et déposé a la surface d'un milieu gélose (Muller Hinton "AMH agar") versé dans une
bofite de pétri standard 4 mm épais, puis inoculé avec des cotons-tiges et incubé a 36°C
pendant 24 heures, les résultats ont été lus en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition en
mm (Ponce et al., 2003). Cette activité est réalisée en suivant les étapes suivantes :

4.6.1. Préparation des milieux de culture et ensemencement des souches

Apres stérilisation du milieu Mueller Hinton, verser 20 ml du milieu dans une boite de
Pétri de 90 mm de diamétre et qui doit avoir 6 mm d'épaisseur. Dans des conditions stériles,
laisser le milieu se solidifier sur une surface froide. Pour éviter la formation de gouttelettes
d'eau a la surface de la gélose, ce phénoméne modifie la qualité de diffusion du milieu.

Ensemencer par écouvillonnage 3 fois en stries serrées sur toute la surface du milieu en
faisant tourner la boite de 60° apres chaque écouvillon. L'inoculum doit étre uniformément
réparti sur la surface de la gélose pour une bonne reproductibilité.

Figure 26: Ecoulement et sechage de la gélose.
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Figure 27: Séchage des disques.

4.6.2.2. Préparation de I'inoculum

Ensemencer les souches sur gélose nutritive et incuber a 36°C pendant 24 heures pour
optimiser leur croissance. Utiliser une pipette Pasteur pour gratter plusieurs colonies bien
séparées et identiques de chaque souche a tester. Homogénéiser les suspensions bactériennes

et fongiques en pipetant 10 ml d'eau distillée stérile avec une pipette Pasteur.

S——— ]

Figure 28: Incubation des souches testées
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5. Analyses statistiques

Pour I’étude in vitro, les résultats ont été exprimées en moyennes £ S.D (p<0.05) pour trois
réplicas pour chaque échantillon pour I’activité anti-inflammatoire. Les valeurs A0.5
(puissance réductrice et dosage FRAP et Phénantroline) et IC50 (DPPH, ABTS).




)

Chapitre 3

Résultas et Discussion
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Dans cette partie, l'extraction des métabolites secondaires et de leur analyse
quantitative par dosage colorimétrique est réalisée pour la plante Lawsonia inermis provenant
de deux régions différentes du sud Algérien : région de Bechar et de Zribet ElI Oued. Les
feuilles de la plante sont séchées par deux différents types de séchages.

Les résultats de [I'évaluation des différentes activités biologiques (antioxydants,
antiinflammatoires et enzymatique) et antibactériennes. Ainsi que la quantification des

polyphénols et des flavonoides est testée sur les différents échantillons de la plante.
1. Extraction des métabolites par I’éthanol

L’extraction par un solvant est une technique sélective qui repose sur la solubilité des
especes a extraire dans un solvant donné. Le solvant doit alors étre non miscible a 1’eau,
dissoudre facilement I’espece a extraire et étre liquide a la température de 1’extraction.
D’apres la bibliographie et afin d’obtenir une meilleure extraction des molécules bioactives
nous avons choisis I’éthanol a 80%.

En effet, selon 1’étude de Al Snafi, 2019 I’extraction de feuille de Lawsonia inermis par
I’éthanol a donné les meilleurs résultats par apport aux autre solvants testés (¢thyle acétate, n-

hexane et méthanol).

1.1. Rendement de ’extraction

Le but de cette étape est de connaitre la quantité et le pourcentage d'extrait éthanolique obtenu
par extraction. Les rendements d'extraction ont éteé estimés en fonction du poids d'extrait brut
et de la masse de matiére seche végétale. Exprimé en pourcentage, 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.
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PBE — PBV : poids de I’extrait sec.

Tableau 6: Rendement des extraits éthanoliques des quatre échantillons testés de Lawsonia

Inermis
Lawsonia inermis
F S A C
Poids des plantes séches (g) 250 250 250 250
Poids des boites vides en (g) 57,20 57,20 57,30 143,38
Poids de I’extrait sec (g) 29,0987 31,94 34,8 17,3
Rendement (%) 11,64 12,7 13,92 9,65

Les résultats du tableau 6 montrent que l'extrait (A) donne le meilleur rendement 13.92 %, suivi
par ’extrait (S) avec un rendement de 12.7%. Cependant 1’extrait a 1’état frais de la région de

Bechar a donné le plus faible rendement de 11.64%.

Par ailleur I’extrait de la région de Zribet el Oued, extrait (C) & le plus faible rendement (9.65%).

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

Une méthode colorimétrique basée sur l'utilisation d'un spectrophotométre UV-Visible a été
utilisée pour déterminer la quantité de composés phénoliques et flavonoides totaux dans les

différents extraits étudiés de Lawsonia inermis (F, S, A et C).
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2.1.  Dosage des composées phénoliques

Le dosage quantitatif des polyphénols dans les extraits de Lawsonia inermis est réalisé par la
meéthode de Folin-Ciocalteu (FCR).

Les polyphénols totaux (TPC) ont été calculés en comparant la densité optique observée a celle
obtenue avec une concentration connue d'acide gallique de référence. Le coefficient de
corrélation obtenu pour la courbe standard est R2 = 0,9624.

Les résultats obtenus de la teneur en polyphénols totaux pour nos extraits sont exprimés en mg
équivalents d’acide gallique par gramme de matiére seche (EAG /g Ms) et sont présentés dans
la figure 28 qui se déchaine de 137,72+1,77 jusqu’ a 265,37+14,28 mg EAG/g.

TPC
300

250
200
150
100
50
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1

les extraits éthanolique

polyphenols totaux (ug/EAG mg)

Figure 28: Teneur en polyphénols totaux de quatre éxtraits de Lawsonia inermis.
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D'aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué une variation entre les différents extraits
testés.

Bien que les extraits proviennent de la méme espéce ‘Lawsonia inermis’, la teneur en
polyphénols totaux varie de 137,72+1,77 & 265,37+14,28 mg EAG/g.

Ces variations dépendent du type de séchage et de la région de la plante étudié.
La teneur en polyphénols la plus élevée appartient a I'extrait (C) de la région de Zribet el oued
qui a été séche a l'air libre avec une valeur de 265,37+14,28 mg EAG/g.

Pour la région de Bechar, I'extrait séché a l'air libre (A) est également le plus élevé des trois
échantillons avec un taux de 260,96+14,85 mg EAG/, suivi par l'extrait séché au sechoir(s)
237,43+5,75 mg EAG/g. On note un taux faible en polyphénols pour I'extrait (F) avec une
valeur de 137,72+1,77 mg EAG/qg.

Une étude menée par (Elansary et al., 2020) sur un extrait éthanolique des feuilles lyophilisées
de Lawsonia inermis provenant de la région d’el Riyad de Saudi Arabia, montre que 1’extrait
éthanolique présente une teneur en polyphénols de 81+ 13.2 mg EAG/g MS inférieur a ceux
trouvés dans notre étude.

Une autre étude menée par (Hsouna et al., 2011) sur un extrait éthanolique des feuilles
de Lawsonia inermis de la région de Sfax du Tunisie, qui été fractionné par extraction
séquentielle avec des solvants de polarité croissante : acétate d'éthyle et I’eau montre que ces
deux extraits présentent des teneurs en polyphénoles de 367+ 19 mg EAG/g, 444 + 38 mg
EAG/g (respectivement) supérieur aux nos extraits de la plante étudiée.

Dans le méme contexte d’évalué le contenu phénolique, une autre étude menée par (Nounah et
al., 2017) sur les huiles des grains de Lawsonia inermis de Maroc, présente une faible teneur
en polyphénoles 0.13+£0.04 mg EAG/g.

Donc on peut conclure que les feuilles de L. inermis sont plus riche en polyphénole que les

grains.

2.2. Dosage des composées flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de Topcu et al., 2007, La teneur
totale en flavonoides a été calculée en mg d'équivalent de Quercétine par g de ’extrait sec (mg
EQUE/g EXT), par référence a la courbe d’étalonnage (y =0,0026 x) avec un coefficient de
corrélation R2 =0,9571.

La Figure 30 montrent les résultats de I'analyse colorimétrique par spectrophotomeétre de dosage
des flavoinde totaux de nos extraits varie de 232,17 + 8,6 a 108,07 + 1,38 mg EQUE/qg.
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Figure 30: Teneur en flavonoides totaux de quatre éxtraits de Lawsonia inermis.

Figure 31: Plaque de dosage des flavonoides des extraits (F, A, S et C) de Lawsonia Inermis.

Les quatre extraits de la méme espéce Lawsonia inermis présentent des teneurs
différentes en flavonoides totaux. L’extrait séché a l'air libre de la région de Bechar étant le
plus élevé des quatre extraits étudiés des deux régions avec une valeur de 232,17 + 8,6 mg
EQUE/qg, suivi de I'extrait S de la méme région avec 184,48 + 12,92 mg EQUE/g. I’extrait (F)
provenant de la région de Bechar a enregistré la plus faible valeur par rapport a la région et au
mode de séchage avec 108,07 + 1,38 mg EQUE/g. Cependant, I'extrait séché a l'air libre de la
région de Zribet El Oued a donné une valeur relativement proche de celle de Bechar avec un
taux de 163,97 + 9,77 mg EQUE/qg.
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Selon L’étude de Onuh et al., 2021 sur un extrait méthanolique de Lawsonia inermis Linn

nigérienne, Les résultats sont exprimés en pourcentage moyen (%) de 0,56 + 0,01%.

Il a été démontré que I’extraction par les différents solvants n’influe pas sur la quantité¢ de

flavonoides présentent dons les feuilles de Lawsonia inermis (Gull et al., 2013.)

- La différence dans les teneurs totaux en polyphénols et en flavonoides est liée aux
plusieurs facteurs : les conditions du sol, le climat ou la région, ou des variations
génétiques spécifiques, temps de récolte qui était preuvé par une étude menée

par (Hosseiny et al., 2023).

3. Activité antioxydante

3.1.Activité anti-radicalaire au DPPH

L'activité anti-radicalaire de quatre extraits de Lawsonia inermis a été examinée dans
cette étude en évaluant la concentration inhibitrice a 50 % (IC50), basée sur la capacité
d'une substance a diminuer le radical DPPH, par rapport a un standard, le Trolox, et a l'acide

Ascorbique (vitamine c). Les résultats sont les suivants :

Figure 32: La plaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH) des éxtraits de Lawsonia
inermis.
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Figure 33: Histogramme d’activité de piégeage du radical DPPH des éxtraits de Lawsonia
inermis.

D'apres les valeurs d'IC50 obtenues dans notre étude : on constate que les extraits (C)
possedent une meilleur activité anti-radicalaire au DPPH de (1C50= 28,60+0,16pug/ml), Suivie
par I’extrait (A) avec un (IC50= 35,86+0,42ug/ml). Les deux extraits séchés a I’air libre et
provenant de deux regions différentes (Bechar et Zribet EI Oued) montrent une activité
importante proche a celle des standards ‘Trolox (IC50= 5.12+0.21ug/ml), Acide ascorbique
(1C50= 4.39£0.01pg/ml)’. On remarque que les extraits séchés a 1’air libre sont les meilleurs
en terme d’activité anti-radicalaire suivi par ’extrait (S) avec un (IC50= 43,21+0,87ug/ml).

Alors que Iextrait frais (F) possede la plus faible activité en DPPH.

En effet, les extraits peu actifs contiennent des composants phénoliques dont le potentiel de
neutralisation des radicaux DPPH est limité, et vice versa. Ceci est di au fait que les
polyphénols sont structurellement définis par des groupes hydroxyles. Ceux-ci agissent en

donnant des électrons ou des atomes d'hydrogene pour neutraliser les radicaux libres.

Dans le méme but de déterminer l'activité antioxydante, une étude a été réalisée par (Ling et
al., 2010) sur l'extrait éthanolique et aqueux des feuilles de Lawsonia inermis de la région de
Malaisie, a partir des résultats IC 50 de I’activité anti radicalaire (DPPH), dans cette étude a
montré une activité inférieure a notre plante avec 1.26+5,55 mg/ml pour extrait éthanolique et

3.7 2494 mg/ml d’extrait aqueux.




Etude expérimentale Résultats et Discussion

C’est différence dans I’activité anti-radicalaire peuvent s’expliquer a la composition des
extraits de Lawsonia inermis et leur richesse en composés phénoliques et flavonoides (Ling
et al., 2010).

3.2.L’activité de piégeage de radical-cation ABTS (scavenging activity)

L'activité antioxydante de I'ABTS a été mesurée dans cette expérience par le
pourcentage d'inhibition des extraits de Henna examinés a 50%. La réduction de I'ABTS
par les extrait de Lawsonia inermis vire du bleu-vert a I'incolore. Les données obtenues nous
permettent de tracer un histogramme du pourcentage d'inhibition pour nos quatre extraits

en comparaison avec les antioxydants standards (Trolox et acide ascorbique).

Figure 34: La plaque de dosage de I’activité de piégeage de radical-cation ABTS des éxtraits
de Lawsonia inermis.
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Figure 35: Histogramme d’activité de piégeage du radical ABTS des éxtraits de Lawsonia
inermis.
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Les résultats des 1C50 obtenus dans notre étude montrent que tous les extraits de henné
ont des valeurs approximatives méme si la région et les modes de séchage ne sont pas les

mémes.

L'extrait séché a l'air libre de la région de Zribet El Oued et I'extrait séchée au séchoir
de Bechar présentent les meilleurs résultats en terme d'TC50 avec (IC50= 9,54+0,51ug/ml),
suivi par I’extrait (A) de Bechar avec une valeur d’IC50= 10,75+1,43pg/ml. Le résultat le plus
faible de cette étude appartiennent a I’extrait des feuilles a 1’état frais avec un
1C5010,92+0,112ug/ml.

Dans une autre étude réalisée par (Ling et al., 2010) pour évaluer l'activité de I'ABTS
sur I'extrait ethanolique et les feuilles aqueuses de Lawsonia inermis de Malaisie, les résultats
ont montré un IC50 inférieur a nos résultats avec IC50= 0.11 + 25 mg/ml et 0.92 + 14.2 mg/ml

respectivement.

En effet, I’étude de Al-Snafi, 2019 sur L'extrait éthanolique de Lawsonia inermis Linn
a montré une IC50 de 6,9+0,1 mg/l tres faible par rapport a nos résultats. Aussi, I’étude
de Mikhaeil et al., 2004 sur un extrait méthanolique de la méme famille donnent une valeur

de IC50 en [mM] équivalent a 83.3 mg/ml.

A partir des résultats obtenus, on confirme que la plante endémique de 1’ Algérie a un effet

largement supérieur a celle des autres régions a savoir Malaisie et Egypte.

3.3. Le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

Le test FRAP est une méthode colorimétrique de transfert d’électrons permettant de
mesurer la capacit¢é d’un antioxydant a réduire le Fe3+ présent dans le complexe

K3Fe(CN)6 en Fe2+ en donnant une couleur bleu-vert.

Dans ce travail, nous avons mesuré A 0,5 dans quatre extraits de Lawsonia inermis
pour déterminer l'activit¢ du pouvoir réducteur de l'ion ferrique FRAP. L’analyse du
pourcentage d'inhibition par rapport aux antioxydants standards (Trolox et acide

ascorbique) est représentée dans la Figure 37.
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Figure 36: Activité de pouvoir réducteur de I’ion ferrique FRAP des éxtraits de Lawsonia
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Figure 37: Histogramme d’activité de pouvoir réducteur de I’ion ferrique FRAP des éxtraits
de Lawsonia inermis.

En se basant sur la mesure d’A0.5 obtenue pour les extraits testes, la plupart des extraits de
Lawsonia inermis réduit faiblement le fer en complexe. Selon les résultats de la Figure 36
montre que ’extrait séché a I’air libre (A) de la région de Bechar a le pouvoir réducteur le plus
important (A0,5 =83,47+3,58ug/ml) suivi par I’extrait séché au séchoir avec un valeur (A0,5
=93,07£2,43ug/ml.). Les autres extraits présentent un taux faible par rapport aux autre extraits

et aux standards

Par ailleurs, les résultats obtenus par Elansary et al., 2020 sur I’extrait méthanolique des
feuilles de Lawsonia inermis (Henna) avec une valeur d’IC50= 36 ug/ml sont trés proche a nos

résultats.
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En effet, selon I’étude mené par (Nounah et al., 2017) qui utilisé I'extrait hexanique de I'huile
de graines de Lawsonia inermis de Maroc, Cette étude a montré une valeur plus élevée de IC50
(IC50=1.8+0.01 mg ET/g) résultant en une faible activité FRAP que notre extrait.

Dans le méme contexte d’évaluation du pouvoir réducteur de I’ion ferrique de Henna mais cette
étude est basée sur les grains dune espéce de la méme famille que nos extraits : Lawsonia

inermis L de I’Inde avec un IC50= 2.62 umol/g (Surveswaran et al., 2007).
3.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline

Suite a une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe+2- phénantroline de couleur rouge-
orangé est formé (Figure 37). Cette réduction est déterminée par les valeurs de A0,5 des extraits
de la plante et celles des standards Trolox et Acide ascorbique, les résultats de cette activité
sont présentés dans la Figure 39.

Figure 38: la plaque de dosage de I’activité phénantroline de 4 éxtraits.
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Figure 39: Histogramme d’activité phénantroline des éxtraits de Lawsonia inermis.
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L’analyse de la figure montrent une trés faible activité phénantroline de 1’extrait C avec une

valeur de A0.5=151,74+7,78. Alors que I’activité dans autres échantillons est nulle.

Les résultats obtenus par la méthode de phénantroline sont plus faibles par rapport aux autre
méthodes (DPPH, ABTS, FRAP) cela peut étre dus a plusieurs facteur tel que la sensibilité de
la méthode. Chaque méthode d’évaluation de ’activité antioxydante a sa propre sensibilité et
sont seuil de détection. Il est possible que la méthode phénantroline soit moins sensible que les

autres méthodes utilise ¢’est qui pourrait conduire a des résultats plus faible.

4. Activité antimicrobienne
La méthode de diffusion a été utilisé pour caractérisé I’activité antimicrobienne des différents
extraits de Lawsonia inermis. C’est une technique basée sur la mesure du diamétre des halos

d’inhibition apparents autour des disque chargés d’extraits végétaux.

Figure 40: Observation de I’activité antimicrobienne.

Apres 24 heures d'incubation a 37°C. Les résultats obtenus de nos souches sont illustrés dans
les figures ci-dessous :
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Figure 42: Zone d’inhibition sur Candida albicans.

Le résultat de l'activité antibactérienne est considérée comme positive lorsque le diametre

dépasse 6 mm.
AFa : faible activité / AFo : forte activité /| AM : Moyenne activitée / PA : pas d’activité
On a utilisé plusieurs concentrations :
[C1] =0,5mg/ml , [C2] =1mg/ml, [C3]=1,5mg/ml , [C4] =2mg/ml

] 1 1 3

E”’
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D’aprés les figures 41 et 42 On constate que les extraits utilisés (F, A et S) de la région de
Bechar, ainsi que I'extrait (C) présentent des activités variables, vis-a-vis des différentes

souches bactériennes (Gram + et Gram -) et des champignons (levure et moisissure).
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Figure 43: Effet de d’éxtrait a 1’état frais sur les souches cliniques a (Gram-) et (Gram+) et
champignon.

D'apres les résultats de la Figure 42, nous avons constaté un taux d'inhibition faible a modéré

sur les bactérie E. coli et Staphylococcus aureus.

Pour les champignons les activités de cet extrait montrent une activité inhibitrice moyenne

contre A. niger et forte activité pour Candida albicans.
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Figure 44: Effet de d’éxtrait sécher au séchoir sur les souches cliniques a (Gram-) et (Gram+)
et champignon.
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Pour I'extrait séché au séchoir, on note une activité inhibitrice modéré contre E. coli, et une
forte activité pour les staphylocoques.

Pour l'activité d'inhibition fongique de cet extrait, nous avons enregistré une activité
d'inhibition moyenne a faible contre A. niger et C. albicans.
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Figure 45: Effet de I’extrait sécher a I’air libre de région de Bechar sur les souches cliniques a
(Gram-) et (Gram+) et champignon.

En ce qui concerne ’extrait (A) l'effet inhibiteur était moyen contre E. coli et S. aureus.

Pour lactivité antifongique, nous notons une activité inhibitrice moyenne concernant

I'Aspergillus niger et C. albicans.
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Figure 46: Effet de d’éxtrait sécher a ’air libre de région de Zribet E1 Oued sur les souches
cliniques a (Gram-) et (Gram+) et champignon.

L'extrait séché a l'air libre de Zribet EI Oued a une faible activité contre E. coli.
Et une moyenne activité concernant S. aureus. L'activité antifongique de cet extrait était
moyenne de contre Aspergillus et sans effet du tout anti C. albicans.
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- Concernant ’activité inhibitrice de tous les extraits étudie contre Pseudomonas

aeruginosa, aucun effet n'a été constaté.

Dans une étude similaire a la ndtre, menée par (Ghazy et al., 2023) sur I'extrait éthanolique de
feuilles de Lawsonia inermis d'Egypte, sur les mémes especes que celles que nous avons
utilisées, les résultats ont montré un taux d'inhibition sur E coli plus élevé que les nbtres, mais
un taux similaire contre Staphylococcus aureus.

Et pour les champignons, les résultats étaient meilleurs que les notres.

Dans une autre étude similaire sur Lawsonia inermis L menée par (Jeyaseelan et al., 2012) sur
différentes parties de la plante (fleur, fruit et feuilles) en utilisant différents solvants (DCM,
éthanol, acétate d'éthyle), les résultats ont montré que l'extrait d'éthanol de la feuille avait la
meilleure activité inhibitrice contre les bactéries étudiées.

Ces résultats ont montré une activité similaire a celle de notre étude contre E. coli, mais pour
I'activité inhibitrice sur staphylocoque, notre plante a obtenu des résultats supérieurs et

meilleurs.

5. L’Activité anti-inflammatoire

Evaluation de Iactivité anti-inflammatoire des extrait éthanolique des feuilles de
Lawsonia inermis est réalisé selon deux méthodes: la stabilisation de la membrane
érythrocytaire contre I'némolyse et I’inhibition de la dénaturation thermique des protéines
(BSA).

5.1 Activité antihémolytique
5.1.1 Innocuité des extraits vis-a-vis de la cellule érythrocytaire

L'activité antinémolytique n'a pu étre étudiée sans évaluer au préalable I'innocuité des
extraits sur les érythrocytes afin de déterminer les quantités a employer. Les niveaux d’hémolyse
obtenus apres incubation d'érythrocytes en présence d'extraits éthanoliques des feuilles de
Lawsonia inermis soumis a différents types de séchage sont calculés en comparaison avec un
contréle positif (hemolyse totale) utilisant les ‘GR avec de I'eau distillée’ et un contrdle négatif
(pas d'hémolyse) utilisant les GR avec un tampon de phosphate saline. Les résultats sont

consignés dans la Figure 47.
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Figure 47: Pourcentage d’hémolyse du GR en fonction de la concentration des extraits testés.

L’analyse des resultats montrent que Le diclofénac a une plus grande activité
hémolytique que I’acide gallique, avec une lyse érythrocytaire proportionnelle a I’augmentation
des concentrations.

Les résultats montrent que tous les extraits ont une activité hémolytique faible. Ce qui montre
que la plante en question ne présente aucun effet toxique sur les cellules érythrocytaires. Les
extraits ayant le taux d'hémolyse le plus faible. Aucune étude aux préalables n’est entretenue
d’aprés la littérature sur la plante Lawsonia inermis

On remarque la lyse érythrocytaire et proportionnelle a la concentration d’extrait de Lawsonia
inermis.

La faible activité hémolytique de I'extrait de Lawsonia inermis est due a sa richesse en
composes protecteurs tels que les glucosides de Lawson et d'’hennoside (Maslovari¢ et al.,
2021; McMillan et al., 2004).

5.1.2 Effet protecteur des extraits vis-a-vis d’un stress osmotique associé a un stress
thermique
Un test de stabilisation de la membrane des globules rouges a été effectué pour évaluer
I’effet anti-inflammatoire (antihémolytique) des extraits éthanolique de Lawsonia inermis.

Dans ce test, I’hémolyse est induite dans les érythrocytes de rat en utilisant une solution
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hypotonique et de la chaleur, ce qui provoque la rupture de la membrane et la libération

d’hémoglobine, entrainant un surnageant rouge proportionnel a la quantité d’hémolyse.

Les résultats de I'effet anti-inflammatoire de nos extraits sont présentés dans I'histogramme de

la Figure 48 ci-dessous.
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Figure 48: Effet protectrice des éxtraits de Lawsonia inermis contre stresse thermique et
osmotique sur les cellules érythrocytaires.

A partir des résultats présentés, nous constatons un fort taux d'inhibition hémolytique des
globules rouges par les quatre extraits etudiés.

L’effet protecteur s'est avéré étre augmenté proportionnellement par rapport aux concentrations
de l'extrait qui varie de 6,25 a 800 pg/ml.

L’extrait frais de Bechar a montré la meilleure activité 111.62+ 1,02%, suivi de par extrait de
Zribet el Oued 89,28 * 4.43% et I’extrait séchée aux séchoir de Bechar avec un moyenne

d’inhibition de 81.89 + 0.59% et la plus faible activité appartient 78,39 + 2.77%.

5.2. Inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA)

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'effet anti-inflammatoire des feuilles de Lawsonia inermis
par une méthode basée sur la dénaturation thermique des protéines (BSA). La dénaturation des
protéines est I'une des causes de l'inflammation, qui se traduit par une variété de maladies
inflammatoires. Par conséquent, la capacité d'un médicament a diminuer la dénaturation des
protéines indique un potentiel évident pour un effet anti-inflammatoire (Rahman et al., 2015).

Apreés la réalisation de la méthode décrite par Karthik et ses collegues (2013) et mesure.
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L’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre avec une langueur d’onde de 660nm, les
résultats obtenus montrent que nos extraits ne possedent aucune activité inhibitrice de la

dénaturation des protéines (anti-inflammatoire).

6. Activité inhibitrice de ’alpha amylase

L'alpha-amylase est une enzyme importante qui décompose I'amidon en sucres plus simples.
Les inhibiteurs de l'alpha-amylase ont été étudiés pour leur utilisation potentielle dans le
développement d'agents antidiabétiques. Les inhibiteurs de l'alpha-amylase peuvent bloquer
I'activité de I'enzyme qui décompose I'amidon en sucres plus simples et peuvent étre efficaces
pour contrbler I'nyperglycémie postprandiale chez les patients atteints de diabete de type 2
(Imam et al., 2013).

Dans cette expérience, le pourcentage d’inhibition a 50 % (IC50) de ’extrait Lawsonia inermis
a été utilisé pour déterminer 1’activité alpha-amylase. Cette méthode a été effectuce a I’aide de
la méthode iode/iodure de potassium (IKI). Les résultats obtenus peuvent étre utilisés pour
tracer un histogramme du pourcentage d’inhibition de quatre extraits basé sur I’inhibition de

I’enzyme alpha-amylase par D’extrait de henné, qui change de couleur de la lumiére a

I’obscurité.
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Figure 49: La plaque de dosage de ’activité antidiabétique des 4 extraits de Lawsonia
inermis.

Les résultats obtenus aprés la mesure d’absorbance avec un lecteur de microplaque a 96 puits
de volume 250 pl pour chaque puits, montre que les quartes extraites de Lawsonia inermis ne

possede pas aucun effet inhibiteur sur I'alpha-amylase.
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Conclusion

Lawsonia inermis une plante endémique de la flore Algérienne. Elle est trés utilisée en
médicine traditionnelle, en cosmétique et dans I’industrie par sa richesse en molécules

bioactives.

Pour cela, le présent travail vise a évaluer I’activité antioxydante des différents extraits
éthanoliques issus de different échantillons de la plante séché naturellement et séché par un
séchoir a convection naturelle, et la quantification de leur teneur en polyphénols totaux et en

flavonoides.

De plus, les dosages des polyphénols et des flavonoides ont révélé que la plante est riche en ces
composes, bien que les quantités different entre la région de récolte de la plante et les deux
types de séchages. Les résultats du dosage des composés phénoliques dévoilent, d’une part, que
I’extrait C (265,37+14,28 mg EAG/Q) a la teneur la plus élevée en polyphénols totaux par rapport
aux extraits F (137,72+1,77mg EAG/g). D’autres part, le dosage des flavonoides a montré que
’extrait A posséde la teneur la plus élevé (232,17 + 8,6mg EQUE/Q) alors que, I’extrait F (108,07

+ 1,38 mg EQUE/Q) contient une teneur plus ou moains faible.

L’activité antioxydante des extraits éthanoliques des feuilles de notre espéce a été évalué a
différentes écheles par le test DPPH, ABTS, FRAP ainsi que le test de phénantroline ce qui nous a
permis de confirmer leurs pouvoir scavenger de radicaux libres. Cette activité est liée en grande

partie a la composition des extraits et leur richesse en composés phénoliques et en flavonoides.

En outre, I’évaluation de I’activité enzymatique amylolytique des extraits éthanoliques des feuillées

de Lawsonia inermis a montré une absence de I’activité antidiabétique.

L’étude du pouvoir antibactérien des extraits a montré une activité antibactérienne vis-a-vis de la
souche Gram positif (Staphylococcus aureus), et Grame négatif E. coli. Cependant, les extrais sont

dotés d’une activité antifongique.

Les résultats du test d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro (test d’hémolyse des
globules rouges et test de stabilisation membranaire) ont montré que la plante présente un effet anti-
inflammatoire trés significatif, I’inhibition a atteint 95%. Cette valeur est supérieure a celle obtenue

pour I’acide gallique qui est de 68%.

Le test de toxicité révele que la plante Lawsonia inermis n’est pas toxique et peut étre utilisé dans

la médecine moderne.
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En perspectives, dont le but de compléter ce travail, il est recommandé :

- Drutilisée un séchoir de convection naturelle et utilisé une température inférieure a 50°C
pour garder les propretés antioxydantes.

- Réalisation d’une étude phytochimique approfondie qui consiste a la purification,
I’identification et la caractérisation des composés actifs.

- Faire des études expérimentales « in vivo » sur des especes animales.

- Utilisation d’autres solvants d’extraction et comparaison des résultats.

- Approfondir I’étude avec d’autres activités biologiques (béta-caroténe, anti-

cholinestérase et anticancéreuse).
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Annexe
Tableau 7 : Représente les calculs des zones d’inhibitions exprimés en mm des extraits de

Lawsonia inermis sur les souches microbiennes.

Extrait F S A C

[C] F F’ F” F”’ S S’ S” S”’ A A’ A” A”’ C C, C’, C’,,

Escherichi = 8,5 9,5 10,5 10,5 8,5 105 85 115 15 9 115 125 75 9 7 7
a coli

AFa AFa AFa AFa AFa AFa AFa AM AM AFa AM AM AFa AFa AFa AFa

Pseudomo / / / / / / / / / / / / / / / /
nas
aeruginos
a

PA PA PA PA PA PA  PA PA PA PA PA~ PA  PA PA PA PA

Staphyloco = 16,5 13 215 125 165 16 185 11 15 11 135 17 16 9,5 7 16,5
ccus
aureus

AM  AM AFo AM AM AM AFo AM AM AM AM AM AM AFa AFa AM

Aspergillu 13 13 10,5 9 105 105 95 125 12 12 14,5 / / 125 10,5 105
sniger

AM AM AM AFa AM AM AFa AM AM AM AM PA PA AM AM AM
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Tableau 8 : Valeurs de C150 test DPPH pour les extraits de Lawsonia Inermis.

12.5 25 50 100 200 400 800 ICso (W/ml)
A 13,26+ 0,31 | 3532+2,48 | 67,58+4,07 | 81,96+0,94 | 81,09+0,39 | 79,85+3,65 | 70,42+0,50 | 35,86+0,42
S 13,52+ 5,19 | 26,04+0,94 | 58,98+159 | 83,87+0,45 | 82,53+0,46 | 80,98+0,27 | 72,99+2,57 | 43,21+0,87
F 10,38+ 2,33 | 2522+ 0,54 | 47,59+155 | 80,26+ 1,67 | 84,02+0,62 | 80,26+1,44 | 66,24+ 1,25 | 56,92+0,12
C 24,34+ 427 | 48,00+2,77 | 80,16+1,83 | 8541+0,09 | 84,07+1,11 | 80,52+0,27 | 75,62+1,24 | 28,600,16
0.78125 g 1.5625 pg 3.125 g 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 g I1Cso (Wml)
Trolox | 6.42+40.91 | 13.33+2.14 | 30.19+0.67 | 61.48+2.98 | 87.16x0.28 | 88.46+0.11 | 87.72+0.47 | 5.12+0.21
Ascorbic | 0.31+1.02 | 12.90+0.28 | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 | 84.94+0.84 | 87.78+0.49 | 86.36+0.21 | 4.39+0.01
acid
Tableau 9 : Valeurs de CI150 test ABTS pour les extraits de Lawsonia Inermis
125 25 50 100 200 400 800 ICso
(Mg/ml)

A 12,83+3,80 | 22,79+2,36 | 34,42+5,30 | 56,76+4,79 | 81,81+7,07 | 89,76+1,73 | 90,52+0,12 | 10,75+1,43

F 12,63+0,62 | 21,90+2,50 | 32,62+2,76 | 55,86+0,63 | 80,98+1,22 | 90,66+1,10 | 90,80+0,84 | 10,92+0,12

S 8,06+4,08 | 10,55+2,39 | 21,48+0,96 | 36,56+4,08 | 69,01+3,46 | 85,89+2,24 | 90,94+0,84 | 9,54+0,51

C 10,69+1,22 | 21,00+2,79 | 33,10+8,42 | 64,23+1,18 | 82,57+1,36 | 91,14+0,43 | 91,14+0,43 | 9,54+0,51

0.78125 1.5625 3.125 6.25 125 25 50 ICso
(Mg/ml)
Trolox | 14.74+0.37 | 26.15+0.65 | 51.70+1.51 | 89.72+0.67 | 92.89+0.19 | 92.89+0.19 | 91.84+1.19 | 3.21+0.06
Ascorbic | 13.43+0.82 | 28.76+0.67 | 52.94+0.94 | 93.21+0.11 | 93.08+0.19 | 92.40+0.88 | 92.96+0.11 | 3.04+0.05
acid
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Tableau 10: Valeurs de Ao test FRAP pour les extraits de Lawsonia Inermis

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 Aos(pg/ml)
A 0,08+0,00 | 0,11+0,01 | 0,14+0,02 | 0,21+0,02 | 0,35+0,01 | 0,58+0,02 | 0,87+0,12 | 83,47+3,58
F 0,07+0,01 | 0,07+0,00 | 0,10+0,01 | 0,23+0,12 | 0,27+0,08 | 0,32+0,06 | 0,54+0,06 | 183,64+6,70
S 0,08+0,01 | 0,11+0,01 | 0,14+0,02 | 0,27+0,01 | 0,37+0,05 | 0,52+0,02 | 0,65+0,18 | 93,07+2,43
C 0,06+0,01 | 0,09+0,01 | 0,16+0,03 | 0,23+0,08 | 0,28+0,03 | 0,39+0,03 | 0,71+0,09 | 140,32+6,68
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos(pg/ml)
Trolox | 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+0.01 | 0.13+0.00 | 0.19+0.02 | 0.28+0.05 | 0.60+0.04 | 5.25+0.20
Ascorbic | 0.07+0.00 | 0.09+0.01 | 0.12+0.01 | 0.17+0.01 | 0.25+0.02 | 0.47+0.03 | 0.79+0.09 | 3.62+0.29
acid
Tableau 11: Valeurs de Aos test Phénantroline pour les extraits de Lawsonia Inermis
3.125 6.25 125 25 50 100 200 Aos (ug/ml)
A 0,15+ 0,01 | 0,16+ 0,15+ 0,18+ 0,21+ 0,01 | 0,25+0,03 | 0,43+ >200
0,00 0,00 0,00 0,03
F 0,15+ 0,01 | 0,15+ 0,01 | 0,15+ 0,01 | 0,16+ 0,00 | 0,17+ 0,02 | 0,19+0,01 | 0,27+ 0,02 >200
S 0,14+ 0,01 | 0,13+ 0,00 | 0,14+ 0,00 | 0,15+ 0,01 | 0,18+ 0,00 | 0,25+ 0,01 | 0,43+ 0,02 >200
C 0,11+0,01 | 0,11+ 0,01 | 0,12+ 0,14+ 0,01 | 0,18+ 0,02 | 0,32+0,01 | 0,67+0,07 | 151,74+7,78
0,00
0.0976 0.195 0.390 0.781 1.562 3.125 6.25 Aos (ug/ml)
Trolox | 0.25+0.01 | 0.24+0.01 | 0.26+0.01 | 0.26+0.00 | 0.32+0.01 | 0.38+0.01 | 0.56+0.02 | 5.21+0.27
Ascorbic | 0.26+0.01 | 0.29+0.00 | 0.29+0.02 | 0.31+0.01 | 0.37+0.01 | 0.50+0.00 | 0.80+0.00 | 3.08+0.02
acid
()
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Les appareils et matériels

vV V V V V V V V VYV V V V V V V VYV V V V V

Evaporateur rotatif
Balance de précision

Agitateur magnétique avec plaque chauffante

Ampoule a décante

Tubes a essais, éppendorfs et héparinés.

Entonnoir

Coton hydrophile

Eprouvette

Bécher

Spatule

Microplaques
Spectrophotometre UV visible
Spectrophotometres de microplaques
Micropipettes

Ph metre

Centrifugeuse avec réfrigérateur
Bain marie

Etuve

Vortex

Barreau magnétique Méthodes
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Résumeés

Résumé
La flore Algérienne est diversifiée et contient de nombreuses plantes médicinales traditionnellement
utilisées a des fins thérapeutiques. Il est nécessaire de poursuivre les recherches pour étudier la
diversite, I'écologie et la biogéographie de la flore Algérienne et pour identifier de nouvelles espéces
de plantes médicinales.

Ce travail est porté sur I’évaluation des activités biologiques des extraits éthanoliques de la plante
Lawsonia inermis provenant de la région de Béchar en comparaison avec celle vendu dans le

marché. L’effet du séchage (séchage naturel et séchage par un séchoir) a été aussi testé.

En effet, L’originalité¢ de cette étude repose sur le fait qu’aucune étude n’a été entamée sur
I’évaluation des extraits de Lawsonia inermis en utilisant un séchage par un séchoir de convection

naturelle.

L’étude du pouvoir antioxydant des éxtraits éthanoliques a montré une grande activité antioxydante
vis-a-vis des tests effectués. Ce potentiel antioxydant de la plante est le résultat de la grande teneur

en polyphénols et flavonoides totaux.

L’étude du pouvoir antibactérien des extraits a montré une activité antibactérienne vis-a-vis des
souches Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Escherichia coli), cependant
les éxtraits n’ont montré aucune activité antibactérienne pour la souche (Pseudomonas
aeruginosa). Pour le pouvoir antifongique les extraits de Lawsonia inermis montrent une

activité inhibitrice vis-a-vis de la levure (Candida albicans) et la moisissure (Aspergillus niger).

L’effet antiinflammatoire montre une forte activité protectrice contre un stress osmotique

associé a un stress thermique. Pour I’activité antidiabétique aucun effet n’a éte trouvé.

Mots clés : Lawsonia inermis, activité biologique, activité antimicrobienne, polyphénoles,
flavonoides, séchage.
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Abstract

The Algerian flora is diverse and contains many medicinal plants traditionally used for
therapeutic purposes. Further research is needed to study the diversity, ecology and
biogeography of the Algerian flora, and to identify new medicinal plant species.

This work focused on evaluating the biological activities of ethanolic extracts of the
Lawsonia inermis plant from the Béchar region, in comparison with that sold on the market.
The effect of drying (natural drying and drying with an electric dryer) was also tested.

The originality of this study lies in the fact that no study has ever been undertaken on the

evaluation of Lawsonia inermis extracts using natural convection drying.

The study of the antioxidant power of ethanolic extracts showed high antioxidant
activity in relation to the tests carried out. This antioxidant potential is the result of the plant's

high total polyphenol and flavonoid content.

A study of the antibacterial power of the extracts showed antibacterial activity against Gram-
positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia coli) strains, but the extracts
showed no antibacterial activity for the (Pseudomonas aeruginosa) strain. For antifungal
activity, Lawsonia inermis extracts showed inhibitory activity against yeast (Candida albicans)

and mold (Aspergillus niger).

The anti-inflammatory effect shows strong protective activity against osmotic stress associated

with thermal stress. For the anti-diabetic activity, no effect was found.

Key words: Lawsonia inermis, biological activity, antimicrobial activity, polyphenols,

flavonoids, drying.
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Résumé

La flore Algérienne est diversifiée et contient de nombreuses plantes médicinales traditionnellement
utilisées a des fins thérapeutiques. Il est nécessaire de poursuivre les recherches pour étudier la diversité,
I'écologie et la biogéographie de la flore Algérienne et pour identifier des nouvelles espéces de plantes
médicinales.

Ce travail est porté sur I’évaluation des activités biologiques des extraits éthanoliques de la plante
Lawsonia inermis provenant de la région de Béchar en comparaison avec celle vendu dans le marché.
L’effet du séchage (séchage naturel et séchage par un séchoir) a été aussi testé.

En effet, L’originalit¢ de cette étude repose sur le fait qu’aucune étude n’a été entamée sur
I’évaluation des extraits de Lawsonia inermis en utilisant un séchage par un séchoir de convection naturelle.

L’étude du pouvoir antioxydants des éxtraits ethanolique a montré une grande activité antioxydantes
vis-a-vis des tests effectués. Ce potentiel antioxydant de la plante est le résultat de la grande teneur en
polyphénols et flavonoides totaux.

L’étude du pouvoir antibactérien des extraits a montré une activité antibactérienne vis-a-vis des
souches Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram négatif (Escherichia coli), cependant les
éxtraits n’ont montré aucune activité antibactérienne pour la souche (Pseudomonas aeruginosa). Pour
le pouvoir antifongique les extraits de Lawsonia inermis montrent une activité inhibitrice vis-a-vis de
la levure (Candida albicans) et la moisissure (Aspergillus niger).

L’effet antiinflammatoire montrent une forte activité protectrice contre un stress osmotique associé a

un stress thermique. Pour I’activité antidiabétique aucun effet n’a été trouvé.

Mots clés : Lawsonia inermis, activité biologique, activité antimicrobienne, polyphénoles,
flavonoides, séchage.
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