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Introduction :

Pendant des siecles la médecine traditionnelle a utilisé des plantes comme sources de
remedes et de médicaments, la science moderne a aussi permis de confirmer I’efficacité de
nombreux remedes traditionnels. La médecine traditionnelle chinoise a pendant longtemps
utilisé les herbes médicinales et comme antiinflammatoire (Pan et al. 2011). Au Sri Lanka
certaines herbes sont utilisés comme antioxydants ou anticancéreux (Waisundara and
Watawana 2014). De trés nombreux antibiotiques et autres remédes ont également été

synthétisés a partir de plantes.

En Algérie certaines plantes tel que 1’arbousier a montrés leurs propriétés curatives
(Bouzid et al. 2017). L’Algérie de sa part sa diversification des climats du nord vers le sud et
sa situation géographique, offre une grande variété de plantes pouvant étre étudiés et utiliser
dans différents traitements parmi les plantes traditionnellement étudiés et utiliser en Algérie a

des fins thérapeutiques nous avons Lawsonia inermis.

Lawsonia inermis est une plante connue pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. Ses
feuilles sont utilisées pour leurs propriétés antioxydants (Hsouna et al. 2011). Sa composition
chimique permet aussi son utilisation comme anticancéreux (Singh & Lugman, 2014.). Une
fois broyé et extrait certains de ses composés chimiques ont aussi une activité antidiabétique
(Choubey et al. 2010).

Le but de notre travail est de tester in vitro ’effet antibactérien d’un extrait de Lawsonia
inermis récupéré a partir du broyage des feuilles de la plante, de calculer son taux de

polyphénols et de confirmer son effet inhibiteur sur différentes souches bactériennes.

Notre travail entre donc dans un projet de valorisation de la phytothérapie algérienne et de
la recherche d’alternatives aux antibiotiques standard dans un monde ou la résistance

bactérienne face aux antibiotiques est de plus en plus croissante (Theuretzbacher 2013).
Notre mémoire se separe 2 parties :

» Une premiére partie qui contiendra une étude bibliographique et une description
botanique de 1’espéce Lawsonia inermis, sa répartition géographique en Algeérie et ses
composés biologiques.

» Une deuxieme partie qui traitera du matériel et de la méthodologie utilisés pour notre

étude et cette partie contiendra :




L’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de Lawsonia
inermis.

La guantification de ces composés phénoliques.

L’étude de D’activité antibactérienne par la réalisation d’un antibiogramme.




-
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I. Généralités sur Lawsonia inermis:

I.1. Historique de I’utilisation de Lawsonia inermis:

Lawsonia inermis est une plante arbuste cultivé en perse (Iran actuel), en Inde, et sur
les cotes africaines de la méditerranée et notamment en Algérie, au Maroc et en Tunisie
(Malekzadeh 1968).

Le henné serait entré au Maghreb daterait de I'Egypte pharaonique bien avant les
conquétes islamiques mais c’est bien avec ces derniers que son utilisation courante va se
répandre que ce soit au Mali, au Maghreb ou en Andalousie (Espagne et Portugal) (Gast
2000).

De nos jours le henné est utilisé en pates a des fins cosmétiques, comme teinture pour

cheveux, comme tatouages et dans des buts thérapeutiques.

Figure 01 : Utilisation du henné dans les tatouages traditionnels (Morgan and Cartwright-
Jones 2010)
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1.2. Description de Lawsonia inermis :

Lawsonia inermis est une plante arbuste doté d’une écorce blanchatre ou rose pale et
mesurant 2 2 6m de haut, c¢’est un arbre glabre avec des rameaux épineuses et des feuilles
avec 4 sépales et un tube calice de 2mm avec des lobes étalés de 3mm. Les fruits sont des
petites capsules brunatres, contenant 32 a 49 graines par fruit et s’ouvrant de maniére
irréguliére a 4 fentes (Kumar 2013). Les feuilles de Lawsonia inermis sont composées de
lawsone qui est une molécule donnant la couleur rouge-orange caractéristique du henné

lorsqu’il est utilisé dans les tatouages ou comme teintures. (Ashnagar 1941)

Lawsonia inermis est également connu sous de nombreux noms scientifiques
différents tel que : Lawsonia speciosa, Lawsonia alba ou Lawsonia spinosa et bien d’autres

noms.
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C’est surtout sous ses noms vernaculaires dans les différentes langues que la majorité de la

population peuvent reconnaitre cette plante :

Francais : henné, mignonette.

e Anglais : Henna, hina, henna tree, mignonette tree, Egyptian privet.

e Allemand : Hennastrauch.

e ltalien : henna, alcanna.

e Espagnol : alhefia, arjefia.

e Grec : Kupros.

e Turc : Kina.

e Tamazigh : Henni.

e Tamahaq : Anella.

e Persan : Khina, ragun.

e Ambharique: ? 19 (yehina).

e Egyptien antique : Hnw.

e Copte : Koupr.

e Hébreux : Kopher.
e Hindou : Méhédi, Mindi.
e Arabe : +Usll (Al-hinnd’).

++ La classification de Lawsonia inermis.

>

>
>
>
>
>
>
>
>
>

Régne : Plantae (\Végetal)

Super-division : Embryophyta

Division : Tracheophyta (plantes vasculaires)

Subdivision : Spermatophytina (spermatophytes, phanérogames)
Classe : Magnoliopsida

Superordre : Rosanae

Ordre : Myrtales

Famille : Lythraceae

Genre : Lawsonia

Espéce : Lawsonia inermis (Ghédira and Goetz 2017)

Son nom scientifique moderne vient du botaniste Carl Linnaeus qui en 1737 le nomma en

référence a son assistant Issac Lawson auquel il ajouta inermis qui est un mot latin signifiant

“non-amer”’.
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1.3. Distribution géeographique en Algérie :

Selon la Direction des Services Agricoles (DSA) plus de 150 hectares sont utilises de
maniere réguliere pour la culture de henné dans tout le territoire national. La production de
henné dans la région de Biskra représente les deux tiers de la production national, plus
précisément la plus grande production se fait dans la commune de Zribet Eloued (Henna
Zribiya) puis Loutaya. (Labed et al. 2016)

1.4. Les effets pharmacologiques de la plante :

Hypoglycaemic
activity
Wound and burn
healing activity

Pharmacological effects
of Lawsonia inermis

H ectiv
-

Gastroprotective
i

Figure 03 : Les effets pharmacologique de Lawsonia inermis(Gull et al. 2013)

Grace a ses composés Lawsonia inermis est doté de nombreuses activités pouvant se résumer
a:

» Activité antifongique : Les extraits éthanoiques de Lawsonia inermis possedent une
activité fongicide (toxique contre les champignons) tel que le Fusarium oxysporum,
Aspergillus flavus. (Rahmoun et al. 2013)

» Activité antivirale : Les graines de Lawsonia inermis ont une activité antivirale trés

puissante comparée a d’autres plantes lorsqu’elles sont broyées et misent dans une
solution d’éthanol. (Abid et al. 1991)
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» Activité de stérilisation des blessures : Les feuilles de henné mélangés avec de I’eau
et du chloroforme ont une activité stérilisante sur les blessures et aident a la guérison
des plaies. (Muhammad and Muhammad 2005)

» Role dans la régulation du taux de sucre dans le sang : Les extraits éthanoiques de
Lawsonia inermis ont un role important dans la régulation du diabéte de type 2 en
réduisant le taux de sucre dans le sang (Chikaraddy et al., 2012.)

» Activité anti-inflammatoire : Lorsque testé sur des rats 1’extrait éthanoique a offert
une activité anti-inflammatoire trés importante. (B.H. Ali et al., 1995.)

» Activité anti tumorale : Les extraits des feuilles de Lawsonia inermis ont un effet
significatif sur la baisse des tumeurs. (Raja et al. 2009)

» Activité antibactérienne : De trés nombreuses bactéries montre une sensibilité face aux

différents extraits alcooliques des feuilles broyés de Lawsonia inermis.

16
_ 14
E 12
- 2 B Methanol Extract
£10
:.E 8 M Choloroform Extract
=
% O B Aqueous Extract
2 4
N " O Acetone Extract
0 \
M
°
%.

Bacterial strains
Figure 04 : Sensibilité bactérienne face a differents extraits de Lawsonia inermis (Gull et al.

2013)

I.5. Effets secondaires et risques de Dutilisation du henné :
Malgre les nombreux effets positifs du henné et de Lawsonia inermis il y’a des effets
secondaires a ne pas négliger, ces effets secondaires incluant : des inflammations sur la peau

lors de D’application des tatouages en cas d’allergies, des nécroses musculaires lors des
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ingestions pouvant conduire a la mort. Bien souvent ces problemes ne proviennent pas du
henné lui-méme mais de certains produits ajoutés pouvant contenir de la para-

phenylenediamine provoquant la majorité de ces effets secondaires (Kazandjieva et al. 2007)

Figure 05 : Allergie au henné sur un enfant de 9 ans. (Jovanovic and Slavkovic-Jovanovic
2009)

I1. Les polyphenols :

11.1. Historigque de la découverte des polyphenols :

Avant d’étre appelé polyphénols tous les composés végétaux étaient appelé “tannins
végétaux“. La premiére mention de ces composés date de Gréce antique avec Théophraste
d’Eressos dans son ouvrage “Historia Plantae”. Durant les si¢cles le terme de “tannins

végétaux” continuera a étre utilisé.

Au 20¢éme siecle cependant 1I’étude des polyphénols comme métabolites secondaires et de
ses effets va s’accélérer, en 1957 Theodore White va définir les tannins comme les composés
polys phénoliques de masse moléculaire entre 500 et 3000 Da excluant les autres composés et
les nommant polyphénols. De nos jours le terme polyphénols est largement répandu pour

désigner certains composés issus des plantes (Quideau et al. 2011).




Chapitre | Synthése bibliographique

11.2. Présentation des polyphénols :

Parmi les différents composés chimiques des feuilles de Lawsonia inermis nous avons les
polyphénols qui ont utilité thérapeutique tres particuliéres. Les polyphénols sont un groupe de
molécule (composés de plus de 8000 molécules) ayant pour point commun la présence d’un
cycle de 6 carbones avec fonction hydroxyle OH (leurs nombres et leurs structures varient)
(Hennebelle et al. 2004).

Ils se divisent en de nombreuses classes chimiques :

e Les acides phénoliques : ce sont des composés contenant au moins une fonction

carboxylique et un hydroxyle phénolique.

e Les flavonoides : ce sont les polyphénols les plus nombreux (5000) ils se divisent eux-
mémes en plusieurs groupes (les flavonoides stricto sensu, anthocyanes, et les flavan-
3-ols).

e Les non-flavonoides : qui sont moins nombreux et qui se divisent en 3 (stilbenes,

lignanes et autres) (Rambaran, 2020).

Polyphenols

— . =1
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
= S | r l i)
Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others
2 . 4 Eg. Diarylheptanoids
1 02 5' H,CO O OH O OH
c
OH 6 2N 3 O OH 4o OH I |
oo e P o il O
Z OCH; HO OH
HO COOH HsCO Y H & ol OCH, OCH,
Gallic acid Ferulic acid Resveratrol Secoisolariciresinol Curcumin
[ v T 7 T 7 3
Flavonol Flavone Flavanol Flavanone Isoflavone Anthocyanidin
e OH OH OH Gl i
OH u OH
HO. O O HO_A_O O HO_~_O \\QOH HO O H O 4 HO . O, O
) O ' m ]
OH OH O oM
OH O OH O OH OH O 0 oH OH
Quercetin Apigenin Catechin Naringenin Puerarin Cyanidin

Figure 06 : La classification des polyphénols (Rambaran 2020).
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I1.3. Les méthodes d’extractions des polyphénols :

Il existe plusieurs méthodes pouvant étre utilisés pour extraire les polyphénols d’une

plante tel que Lawsonia inermis parmi ces méthodes nous avons :

» La macération : C’est une méthode d’extraction consistant & mettre une dose précise
de feuilles ou de parties de plantes broyés en y ajoutant un solvant tel que 1’éthanol ou
le méthanol, puis de le faire agiter avec un barreau magnétique, avant de filtrer le

mélange et de de retirer le solvant pour obtenir un extrait sec.

» La décoction : Comme la macération c’est une des méthodes standard pour extraire les
polyphénols. C’est une méthode qui consiste a faire porter les feuilles a ébullition dans
un solvant pendant 30 minutes dans le bain marie puis filtrer puis les extraits sont

récupéré et centrifugé. (Tahar et al. 2022)




/
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. Matériels :

I.1. Matiere végetale :

Des feuilles de Lawsonia inermis ont été prélevés depuis la région de Biskra et apporté

au laboratoire au mois de mars 2024.

1.2. Réactifs chimiques :

Pour notre travail nous avons eu besoin des réactifs et des produits suivants : Ethanol
(dilué a 70%), bicarbonate de sodium (NaCO3), folin-ciocalteu, 1’eau distillé.

1.3. Réactifs microbiologiques :

Les produits utilisés pour I’étude de ’activité antibactérienne sont : Milieu Mueller-
Hinton, milieu gélose et bouillon Chapman, milieu gélose EMB, gélose de conservation,

bouillon nutritif, eau physiologique.

1. Méthodes :

I1.1. Préparation de la poudre végétale :
Une quantité de 100 g de feuilles de Lawsonia inermis prélevé ont été lavés puis
sécher pour enlever toute trace de poussiéres. Apres séchage les feuilles ont été broyés dans
un “Pulverisateur FRITSCH Premium Line” puis tamiser afin d’obtenir une poudre tres fine

qui a été conservé dans des boites en plastiques a 1’abri de I’humidité.

T S

Figure 07 : Poudre végétale tamisé

Ok




Chapitre II Matériels et méthodes

11.2. Macération de la poudre :

Dans le but d’extraire les polyphénols nous avons réalisé une macération en mélangeant
25g de poudre végétale préalablement tamisé avec 150ml d’éthanol dilué¢ a 70% dans un
erlenmeyer que nous avons recouvert d’aluminium puis poser sur un rotateur de la marque

“Heating Magnetic Stiver” pour une agitation a froid a 700 RPM pendant 48h.

O REDMI NOTE 8
CO Al QUAD CAMERA

Figure 08 : Macération de la poudre

Apreés 48h le contenu de I’erlenmeyer a été filtré et une deuxiéme macération a été
lancée en ajoutant 50ml d’éthanol et en relangant la macération pendant 24h pour obtenir un

deuxieme extrait.
I1.3. Séchage et récupération de I’extrait sec :

Les deux extraits obtenus ont été étiquetés et placer dans 1’évaporateur rotatif (Rotavapor) de

la marque “Stuart digital water bath” jusqu’a retirer la majorité de 1’éthanol.

14

'

——
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@O REDMI NOTE 8
CO Al QUAD CAMERA

Figure 09 : Evaporation de 1’éthanol dans I’évaporateur rotatif.

Apres avoir lancé I’évaporateur rotatif pendant 1h30 nous avons récupéré les extraits dans des
boites de pétri propre et nous I’avons laissé a 1’air libre pendant 24h afin qu’ils finissent de

sécher.

@O REDMI NOTE 8
CO Al QUAD CAMERA

Figure 10 : Les extraits a la fin du séchage.
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11.4. Calcul du rendement :

Nous avons procédé au calcul du rendement d’extraction pour se faire nous avons utilisés

I’équation suivante

M1 - MO
R(lOO%) = T x 100

e Avec R (%) : rendement en %.
e MO : masse de la boite de pétri vide (g).

e M1 : masse des boites de pétri pleines (contenant notre extrait) (g).

M : masse de la poudre séche utilisé (g).
11.5. Dosages des polyphénols totaux :

I1.5.1 Réalisation de la courbe d’étalonnage de ’acide gallique :

Afin de calculer le taux de polyphénols que contient notre extrait nous avons réalise la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Pour ce faire nous avons commencé par préparer nos

réactifs :
e Folin-ciocalteu: dilué a 1/10 (1 ml de folin dans 9ml d’éthanol)
e (Carbonate de sodium (NaCO3) : 1.875g dans 25ml d’eau distillé.
e Acide gallique : 2mg dans 10ml d’eau distillé.

Selon (Blouin et al., 2017.) les composés phénoliques réduisent le mélange d'acide
phosphotungstique et phosphomolybdique en oxydes bleus de tungsténe et de molybdene ce
qui donne la couleur bleue. Le mélange bleu produit a une absorbance maximale de 765 nm.
Dans notre travail le mélange a été dilué puis nous avons mesuré 1’absorbance dans un
spectrophotometre “OPTIZEN POP-UV/Vis Spectrophotometer”. Une fois les différentes
absorbances mesurées nous avons réalisé une courbe de la concentration par rapport a

I’absorbance.
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Tableau 01 : Gamme d’étalonnage de 1’acide gallique

Blanc 1 2 3 4 5 6

Volume pris
de la solution 0 100 200 300 400 500 750

mere (pul)

Volume
d’eau ajouté 1000 900 800 700 600 500 250

(ul)

125 ul d'acide gallique

U

625 ul de folin-ciocalteu dilué 1/10

l | 2minutes

500 pl de carbonate de sodium

l | Incubation 30minutes a 'ombre

Mesure de I'absorbance a 760nm

Figure 11 : Les étapes de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
I1.5.2. Mesure de I’absorbance de nos extraits :

Nous avons calculé 1’absorbance de nos extraits dans les mémes conditions et les
mémes mesures utilisés pour la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique en remplagant I’acide

galligue par notre extrait.
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11.5.3. Calcul de la concentration des polyphénols totaux :

Apres la réalisation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique nous avons utilisés

la loi suivante pour calculer les polyphénols totaux :

TPC = Y < FD
m

e TPC : Total Polyphenol Content (Teneur Total en polyphénol) est exprimé en mg
équivalent acide gallique par mg (MgEAG/mg).

e V : Volume d’extrait (ml).
e FD : Facteur de Dilution.

e m: Masse de la poudre utilisé (mg).

C : Concentration qui est calculé a partir de 1’équation de la courbe.

Apres réalisation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique nous mesurons 1’équation de la

courbe sous forme y = ax + b dans le but de calculer la concentration avec 1’équation :

e A : Absorbance de notre extrait.

11.6. Mesure de Pactivité antibactérienne :

11.6.1. Revivification des souches :

Des souches bactériennes d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus ont été
transportées depuis Bejaia dans une gélose de conservation. Des bouillons liquides ont été
préparés (bouillon nutritif pour Escherichia coli et bouillon Chapman pour Staphylococcus
aureus) puis la gelose de conservation a été raclé avec une anse de platine stérile dans la zone
du bec bunsen pour éviter toute contamination avant de mettre les bactéries recueillis dans le
bouillon respectif a chaque bactérie puis le bouillon a été incubé a 37°C pendant 24h. Apres
24h une goutte a été prélevée avec une micropipette du bouillon nutritif pour étre posé sur la

gélose et ensemencer a 1’écouvillon puis une autre incubation de 24h a 37°C a été réalisé.
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Nous avons utilisé des milieux sélectifs pour I’ensemencement de nos souches qui sont le

milieu EMB pour Escherichia coli et Chapman pour Staphylococcus aureus.

Figure 12 : Gélose Chapman contenant Staphylococcus aureus avant repiquage

Une fois les boites de pétri récupéré les colonies apparues n’étant pas pures, un repiquage a
été fait en prélevant 2 a 3 colonies isolés de la premicre boite de pétri vers d’autres contenant
les mémes milieux selectifs et une autre incubation de 24h & 37°C a été realisé. Des colonies

pures ont été trouvées sur les boites.
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Figure 13 : Gélose Chapman contenant Staphylococcus aureus (a gauche) et gélose EMB

contenant Escherichia coli (a droite).

I1.6.2. Mesure de I’activité antibactérienne de notre extrait par la technique

des puits:

Une fois les souches bactériennes revivifiés nous avons préparé le milieu Mueller-Hinton

pour tester I’activité de notre extrait.

Apres avoir coulé les boites nous avons réalisé des trous dans la gélose avec des embouts
stériles que nous avons remplis avec 50ul de notre extrait mélangé a I’eau distillé a différentes
concentrations (50mg/ml, 100mg/ml, 200mg/ml), nous avons également mit des disques
d’antibiotiques d’oxacilline et d’amoxicilline afin de comparer 1’efficacité de notre extrait a
I’effet des antibiotiques. Nous avons préparé la suspension en prélevant des colonies
d’Escherichia coli et de Staphylococcus aureus que nous avons mis dans 5Sml d’eau
physiologique et nous avons mesuré la densité optique & 620nm et nous avons obtenu les

résultats suivants :

Tableau 02 : L’absorbance mesuré pour chaque tube.

Espéce bactérienne Escherichia coli Staphylococcus aureus

Absorbance 0.23 0.18

Les souches ont été ensemencé par écouvillonnage avec des stries serrés sur les boites de pétri
puis les boites ont été misent au frigo a 4°C pendant 18h afin de permettre a notre extrait de
bien se diffuser dans la gélose puis aprés 18h nous avons incubé les boites a 37°C pendant
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24h et nous avons utilisé un pied a coulisse doté d’une incertitude de £0,05 mm pour mesurer
le diametre des zones d’inhibitions que nous avons ensuit comparé avec les résultats d’autres

études.
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II1.1. Rendement d’extraction :

Le calcul du rendement se fait pour 259 de poudre végétale utilisé lors de la
macération (poudre issue du broyage des feuilles) et de la différence de masse entre une boite

de pétri en verre vide et celle contenant notre extrait.

Tableau 03 : Masse d’extrait secs et rendement d’extraction des feuilles de Lawsonia inermis.

Extrait Masse de I’extrait sec (g) Rendement (%)
Extrait 1 4.01 16.04
Extrait 2 0.98 3.92

Les résultats apportés par (Jeyaseelan et al., 2012) lors de leurs macérations des
feuilles de Lawsonia inermis a 1’éthanol est de 8.13%, nous pouvons constater que notre

macération a donné un plus grand rendement pour 1’extrait 1.
I11.2. Teneurs en polyphénols totaux :

Parmi les constituants végétaux nous avons les polyphénols qui sont réputés pour
leurs roles propriétés antioxydants, antifongique, antibactérienne et anti tumorale (Zeng et al.,
2019). Par ce fait de trés nombreuses recherches se concentre sur 1’¢tude et la quantification
de ces polyphénols dans les différents végétaux dans le but de les utiliser dans la médecine ou
comme alternative aux antibiotiques ou autre traitement. Dans ce but nous avons réalisé
I’étude de la quantité de polyphénols contenus dans nos extraits secs venant des feuilles de

Lawsonia inermis, pour ce faire nous avons tracé la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique :

y =0,0106x- 0,0548
R?=0,991

1,2
g 1
S
v 0,8
~
3
2 06 /
S
5 04
w
2 /
< 0,2 *

0
0 20 40 60 80 100 120
Concentration (pg/ml)

Figure 14 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Figure 15 : Histogramme représentant la teneur en polyphénols totaux.

La teneur en polyphénols dépend de la méthode d’extraction et de 1’origine de notre
extrait ainsi comparé a (Moulazadeh et al. 2021) qui ont trouvé un taux de polyphénols de
96.76+3.34 mgEAG/mg nous avons trouvés une dose inférieure a 85.93+2.99 mgEAG/mg
pour notre extrait 1 et 69.04+5.14 mgEAG/mg pour notre extrait 2. Les deux valeurs étant des
moyennes basées sur trois répétitions d’absorbance mesuré dans le spectrophotométre
“OPTIZEN POP UV/Vis Spectrophotometer”.

111.3. Activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne in vitro a été comparée en utilisant 2 antibiotiques standard

oxacilline et amoxicilline en mesurant la zone d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse.

24
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Figure 16 : Gélose Mueller-Hinton montrant I’activité antibactérienne de notre extrait et des

antibiotiques.

Les résultats montrent que nos deux souches bactériennes (Staphylococcus aureus et
Escherichia coli) sont résistance a 1’oxacilline et sensible a 1’amoxicilline ainsi qu’a notre
extrait végétal montrant 1’effet antibactérien des polyphénols présent dans les feuilles de
Lawsonia inermis. La mesure de la zone d"inhibition de I’amoxicilline a donné un diamétre
de 1.4cm+0.05mm pour les deux souches bactériennes tandis que pour notre extrait nous

avons obtenu des zones de tailles différentes en fonction de la concentration utilisés.

Tableau 04 ;: Mesure des diamétres des zones d’inhibitions.

Oxacilline Amoxicilline Extrait Extrait Extrait
50mg/ml 100mg/ml 200mg/ml

Zone de lyse pour
Escherichia coli 0 1.2 0 2.3 2.5

(cm=0,05 mm)

Zone de lyse pour
Staphylococcus 0 1.2 0 2.3 2.5
aureus (cm=0,05

mm)

Nous pouvons constater de ces résultats que les polyphénols sont plus efficaces que
certains antibiotiques mais qu’il convient d’utiliser une dose minimale de 100mg/ml ou

supérieur pour obtenir une activité antibactérienne. Cette efficacité des polyphénols vient des

25
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différents mécanismes utilisés par ces derniers pour inhiber la croissance bactérienne. Tel que
montré par (Papuc et al., 2017) plusieurs hypothéses sont étudiées dans le but d’expliquer le
mécanisme exact par lequel les polyphénols inhibent les bactéries. Parmi ces hypothéses nous
pouvons citer :
 Inhibition de la paroi cellulaire : La paroi cellulaire des bactéries consiste en une large
couche de peptidoglycane pour les Gram+ et d’une fine couche de peptidoglycane suivi
d’une membrane externe pour les Gram-. Les polyphénols peuvent agir sur la paroi
cellulaire rendant les bactéries trés sensibles et provoquant des chocs osmotiques, la paroi
étant trés importante dans la protection des bactéries.
o Effet contre la membrane plasmique : Comme pour la paroi les polyphénols peuvent
agir sur les protéines et les phospholipides se trouvant dans la membrane provoquant des
perturbations dans la perméabilité de la cellule, I’échange des ions et la respiration de la
cellule bactérienne.
« Inhibition des protéines : Une recherche réalisée par (Ulrey et al. 2014) montré que les
polyphénols étaient capables d’inhiber deux protéines de Pseudomonas aeruginosa
impliqué dans la synthese de I’ATP et certaines autres protéines impliquées dans la
transcription de ’ADN en ARN, bloquant ainsi le métabolisme bactérien provoquant
I’inhibition des bactéries.
Enfin il est tout a fait possible que tous ces mécanismes soient impliqués en méme

temps.

En étudiant les résultats obtenus par (Raja and Ovais 2013) qui ont testés I’activité
antibactérienne en utilisant la technique des disques ces derniers ont obtenus les résultats
suivants :

Tableau 05 : Activité antimicrobienne de I'extrait de feuilles de Lawsonia inermis contre les

bactéries testées (zone d’inhibition en mm) (Raja and Ovais 2013)

Concentration | Bacillus | Staphylococcus | Escherichia | Kleb. Ps.

de I’extrait cereus aureus coli pneumoniae | pseudoalcaligenes
100mg/mi 14.0 9.9 16.0 10.2 10.0
50mg/ml 12.0 8.5 9.0 9.5 8.5
75mg/ml 9.0 8.0 8.5 9.0 8.0
25mg/mi 8.0 7.5 7.0 7.0 6.0
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En comparant les résultats du tableau 05 a ceux que nous avons obtenus dans le tableau 04
nous pouvons constatés qu’a 50mg/ml nous avons obtenu des résultats bien inférieurs a ceux
obtenu par I’étude ci-dessus, nos résultats indiquant une résistante face a notre extrait que
nous pouvons supposer étre liés a la concentration. La concentration n’étant pas assez forte
pour provoquer une inhibition 1a ou dans 1’¢tude citée ci-dessus la concentration de 50mgml a
été suffisante pour provoquer une zone d’inhibition et empécher la croissance des bactéries.

A la concentration supérieure de 100 mg/ml cependant nous pouvons constater que nos
résultats sont bien supérieurs aux résultats obtenus et montrés dans le tableau, cette différence
peut étre due a la technique utilisée, la technique des puits permettant une plus grande
diffusion dans la gélose contrairement aux disques. La technique d’extraction peut également

jouer sur la quantité des polyphénols obtenus et donc sur I’effet antibactérien de ces derniéres.

L’effet antibactérien des polyphénols des feuilles de Lawsonia inermis pourrait
avoir un impact trés important sur la médecine comme traitement alternatif aux antibiotiques

si les patients ne présentent pas d’allergie ou autres effets secondaires.
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Conclusion et perspectives :

Le but de notre étude était d’évaluer D’activité antibactérienne de notre extrait
végétale venant des feuilles de Lawsonia inermis. Dans ce but nous avons effectués une
macération a I’éthanol des feuilles de la plante ce qui nous as permis de déterminer que ces

dernieres étaient riches en polyphénols.

L’étude de l’activité antibactérienne a quant a elle révélé 1’efficacité de nos extraits
dans I’inhibition des bactéries et le potentiel de pouvoir les utiliser et d’obtenir des résultats
supérieurs a ceux obtenu lors de I’utilisation de certains antibiotiques standard. Les
polyphénols présents dans la plante jouent sans aucun doute un rdle important pour la
protéger de certaines attaques par certains microorganismes indésirables. Ces polyphénols une
fois extrait et concentré peuvent donc s’avérer trés efficace et ouvrir la porte a de nouvelles
méthodes de traitements car ils représentent une alternative efficace aux antibiotiques qui eux
s’averent de moins en moins efficaces a cause de I’augmentation critique du phénomene

d’antibiorésistance.

En perspectives nous pouvons compléter et étoffer ces résultats par 1’étude de

plusieurs aspects complémentaires, en plus des objectifs de notre étude, tel que :

» L’étude d’autres méthodes d’extractions et leurs comparaisons entre elles dans
le but d’obtenir des rendements plus élevés en polyphénols.

» L’optimisation des différents paramétres influencant 1’extraction des
polyphénols (durée de la macération, type du solvant, température utilisé...etc)

» Evaluation des autres effets de Lawsonia inermis (effet antiparasitaire,
antifongique, antioxydant...etc)

> Détermination de la concentration minimale inhibitrice pouvant étre utilisé
dans le cadre de I’activité antibactérienne.

> Evaluation de 1’activité antibactérienne sur d’autres souches bactériennes.
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Résumé

Lawsonia inermis est une plante utilisé depuis des siécles dans les tatouages comme
teintures ou comme remédes naturels a différentes maladies. Dans le cadre de notre travail
nous nous sommes intéressés a un des composants des feuilles de la plante qui sont les
polyphénols car ces derniers présentent des vertus et des caractéristiques tres intéressantes
pour la santé. Pour ce faire nous avons effectué une macération a I’éthanol d’une quantité des
feuilles pour obtenir deux extraits secs d’un rendement de 16.04% et 3.92%. Nous avons
procédé¢ apres ca au calcul de la teneur en polyphénols totaux par la réalisation d’une courbe
d’¢étalonnage de 1’acide gallique. Le résultat de ces calculs nous ont permis de trouver pour
notre premier extrait 85.93+2.99mgEAG/mg et pour notre deuxieme extrait 69.04+5.14
MgEAG/mg. Par la suite nous avons procédés a 1’étude de I’activité antibactérienne en
réalisant la technique des puits et en comparant les zones d’inhibitions a celle de deux disques
d’antibiotiques standard, ce qui nous a permis de déterminer I’efficacité de notre extrait.
Celui-ci nous a donné en moyenne une zone d’inhibition de 2.3 cmz0.05mm & une
concentration de 100mg/ml et une moyenne de 2.5cmz0.05mm a une concentration de
200mg/ml face a Escherichia coli et Staphylococcus aureus contre une zone d’inhibition
moyenne de 1.2 ¢cm+0.05 mm pour I’amoxicilline. A la lumiere de ces résultats nous ne
pouvons que proposer les polyphénols présents dans les feuilles de Lawsonia inermis comme
alternatives aux antibiotiques.

Mots clés: Lawsonia inermis, polyphénols, activité antibactérienne.
Abstract

Lawsonia inermis is a plant used for centuries in tattoos as dyes or as natural remedies for
various illnesses. As part of our work we were interested in one of the components of the
leaves of the plant which are polyphenols because the latter have very interesting virtues and
characteristics for health. To do this we carried out maceration with ethanol of a quantity of
leaves to obtain two dry extracts with a yield of 16.04% and 3.92%. We then proceeded to
calculate the total polyphenol content by producing a gallic acid calibration curve. The result
of these calculations allowed us to find for our first extract 85.93+2.99 mgEAG/mg and for
our second extract 69.04+5.14 mgEAG/mg. Subsequently, we proceeded to study the
antibacterial activity by carrying out the well technique and comparing the inhibition zones to
that of two standard antibiotic disks, which allowed us to determine the effectiveness of our

extract. This gave us on average an inhibition zone of 2.3cm=0.05mm at a concentration of




100mg/ml and an average of 2.5cmz0.05mm at a concentration of 200mg/ml against
Escherichia coli and Staphylococcus aureus against an average inhibition zone 1.2cmz
0.05mm for amoxicillin. In light of these results we can only propose the polyphenols present
in the leaves of Lawsonia inermis as alternatives to  antibiotics.

Key words: Lawsonia inermis, polyphenols, antibacterial activity.
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