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Résumé 

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés à évaluer l'activité antibactérienne et 

antifongique de: 
- 	

- La Lawsone pure : ou hydroxynaphtoquinone (principal colorant des feuilles de Henné). 

- Huits produits de synthèses, obtenus par modification du noyau naphtoquinone de la 

Lawsone. 

- Extraits naturels obtenus par macération des feuilles de Henné dans divers solvants. 

Deux types de méthodes ont été mises en oeuvre: 

- 	 - la technique de diffusion sur disques, nous a permis de mettre en évidence une bonne 

activité pour la Lawsone vis à vis d'E.coli, S.aureus et E.feacalis et une activité moyenne des 

deux produits nommés 2i (5) et 2h (6) vis-à-vis de S.aureus. 

- L'étude de la concentration minimale inhibitrice, a été effectuée sur les trois produits 

- qui ont montré les activités les plus intéressantes. Les CMI obtenues sont considérées dans ce 

travail comme étant intéressantes (CMI du p06 0,032mg/ ml vis-à-vis de S.aureus, CM1 du 

p05 =0,064mW ml vis-à-vis de S.aureus). 

Les résultats obtenus vis-à-vis des champignons n'ont révélé aucune activité 

intéressante des dérivés de synthèse. Ce ce qui nous a ramener à conclure que la modification 

par voie de synthèse du noyau naphtoquinone n'augmenterait pas d'avantage l'activité 

- 	antimicrobienne de la Lawsone. 

Les résultats des extraits naturels obtenus nous ont permit de conclure que les feuilles 

de Henné possèdent bien un pouvoir antimicrobien et que cette activité serait due à son 

principal colorant: la Lawsone. 

Mots clés: Lawsone, activite antibactérienne, activite antifongique, Lawsonia inermis 

(Henné), produits de synthèse. 
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- 	 Intoduction 

• L esmaladies infectieuses causées par les bactéries, champignons, virus et 

parasites demeurent à ce jour une menace majeure pour la santé publique (Cos 

- et al, 2006). 

Les substances antibiotiques sont des molécules issues du métabolisme 

secondaire qui ont été particulièrement étudiées du fait de leur importance en thérapie 

humaine (Ginolhac, 2006). Depuis leurs découvertes par Fleming en 1928 

(Sung et ai, 2006), les antibiotiques sont devenus indispensables au système courant de 

santé, aidant et complétant le fonctionnement du système immunitaire contre les 

microbes pathogènes. Depuis, l'humanité a connu un succès historique dans le contrôle 

de la morbidité due aux maladies infectieuses à travers l'antibiothérapie. 

Mais suite à l'utilisation abusive des agents chimiothérapeutiques, les 

microorganismes à travers leur potentiel à muter, ont généré des mécanismes de 

résistance aux classes connues d'antimicrobiens (Okeke, 2005; Yongmoon Han, 

2007). Ce qui est devenu un grave problème au cours des dernières années et présente un 

défi clinique continu (Sung et ai, 2006). Ainsi, un besoin pressant pour de nouvelles 

classes efficaces d'antimicrobiens avec de nouveaux modes d'action demeure et toutes 

les stratégies possibles devraient être explorées. 

Les stratégies à lutter contre ce défi incluent donc la conception des versions 

améliorées de classes d'antimicrobiennes déjà connues ou la conception de nouvelles 

classes de molécules, en se basant sur le potentiel démesuré des produits naturels. 
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Intoduction 

- 	 Cependant, la complexité chimique de beaucoup de produits issus de la nature 

fait qu'actuellement le développement de la chimie organique s'associe à la chimie des 

produits naturels dans lesquels les techniques d'e?ctraction, de séparation, die  

détermination de la structure et particulièrement de synthèse ont été développées pour 

comprendre la variation structurale des produits naturels afin d'identifier les composés 

biologiquement actifs pour l'usage médicinal. 

Les composés chimiques ayant la structure naphtoquinone sont des molécules 

bioactives largement distribuées dans la nature. Les naphtoquinones sont une sous classe 

des composés phénoliques capables d'exercer un effet antimicrobien et sont à travers 

cette vertu employées commercialement pour l'usage clinique tel que la famille des 

ansamycins (Bryskier, 1999), la Marinone et la debroniornarinone (Zhang et Arnold, 

2005). 

Les hydroxynaphthoquinones comme la Lawsone (Sauriasari et al., 2007), le 

Phthiocol (Lira et al., 2007) et l'Atovaquone (fig. 01 ) ont retenu notre attention en 

raison de leurs propriétés pharmacologiques intéressantes (antibactériennes, 

antifongiques, antiparasitaire, ... etc). 

o 

OH 

a1II:IIIIIIuIIIII R  
O 

R= H; 	Lawsone 
R=Me; 	Phticol 
R= Cyclohexyl; 	Parvaquone 
R=4-(4-Chlorophenyl)cyclohexyl; Atovaquone 

Figii re 01. Structures de quelques hydroxynaphthoquinones. 

La Lawsone est l'agent bioactif responsable des propriétés colorantes des feuilles 

de Lawsonia inermis. La plante Lawsonia inermis (syn Lawsonia alba) (Wichtl, 1999) 

- 

	

	appelé couramment « le Henné »  est un arbuste très populaire en Algérie qui appartient à 

la famille des Lythracées (Ben M'Rad et ai, 2003). Elle est très utilisée comme 

- 

	

	colorant naturel des cheveux, des mains et des pieds depuis l'antiquité. Le henné est 

aussi connu en médecine traditionnelle pour ses vertus pharmacologiques 

ËI 



Inioduction 

Du fait du potentiel démesuré qu'offrent les produits naturels, en particulier ceux 

d'origine végétale, et de l'intérêt de leur étude tant du point de vue fondamental 

- 	qu'appliqué, nous nous somme fixés au cours de ce travail trois grands objectifs: 

L'étude de l'activité antibactérienne et antifongique de la Lawsone pure, 

molécule majoritairement retrouvée dans la plante Lawsonia inermis. 

> L'évaluation de l'activité antibactérienne et antifongique de structures 

analogues à celle de la Lawsone obtenus par modification d'un des sites 

cétone du noyau naphtoquinone. 

> L'évaluation de l'activité antibactérienne et antifongique de différents 

extraits des feuilles de la plante Lczwsonia inermis (Henné), cultivé dans la 

région d'Adrar. 

4 
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- 	Chapitre I. Etude Bibliographique 

Ce chapitre représente une étude bibliographique divisé en trois parties. 

La première partie rappelle des données générales sur la plante Lawsonia inermis. 

La deuxième partie rappelle des données sur la molécule de la Lawsone. La troisième partie 

rapporte des exemples de quelques molécules synthétisées par voie chimique. 

Au cours de la première partie, nous nous sommes intéressés à la description 

- botanique de la plante L.inermis et à sa répartition géographique. En suite nous aborderons les 

différents types de henné ainsi que la composition chimique des différentes parties de la 

- plante et enfin son usage en cosmétologie, en médicine et sa toxicité. 

I. Lawsonia înerrnîs (le Henné) 

1.1. Présentation 

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 siècles, les feuilles de la plante de 

henné (fig. 02) ont été connues comme étant des agents colorants, utilisés dans plusieurs 

civilisations (Botros et al., 2004). 

Forme de tatouage varié et éphémère, le rituel du henné se présente comme un 

phénomène à la fois esthétique, médicinal et spirituel (Gallo et al., 2008). Depuis l'antiquité, 

les femmes s'y adonnent en Afrique du Nord au moyen Orient et en Inde. Elles l'adoptent 

comme moyen de fascination et d'embellissement, "Celui-ci représente un symbole d'amour, 

- 	de joie et de bonheur"( Oliveres-Ghouti, 2006). 

- 	 Le henné est une plante de renommée, connue non seulement comme agent ayant des 

propriétés cosmétiques pour teindre les cheveux, la peau, les ongles etc... mais également 

comme un agent efficace ayant des propriétés médicinales intéressantes (Malekzadeh., 

1968; Sharma, 1990; Gupta et al., 1992). 
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Connu communément sous le nom vernaculaire d'EL Hanna, d'alkanna ou de réséda 

(Ben M'Rad et ai, 2004), le henné est en réalité la préparation obtenue à partir de la plante 

qui porte le nom scientifique de Lawsonia inermis Linn (Ernst, 2000 ; 
Joy et ai, 2001). 

C'est un arbuste qui appartient à la famille des Lythracées et qui porte plusieurs 

- noms scientifiques Lawsonia alba, Lawsonia spinosa, Ligusturum egypticum (Wichtl, 

1999; Dweck, 2002; Botros et ai., 2004) (fig.02). La pli1te doit son nom scientifique 'au 

botaniste Suédois Carl Linnaeus, qui lui donna le nom de son assistant, l'Écossais physicien, 

Isaac Lawson. Inermis, est un mot latin qui signifie non armé (unarmed: sans défense) 

(Kazandjieva et ai, 2007). 

L'agent bioactif responsable des propriétés colorantes de la plante est un dérivé 

r naphtoquinonique nommé la La w s on e ou 2-Hydroxy-1,4-naphtoquinone (Rostkowska et 

al, 1998) qui fit isolé et identifié pour la première fois par Tommasi (Badri et Burkinshaw, 

r 1993). 

; :sit 	• 

/ 	r'1 

Figure 02. Photo des différentes parties de la plante L. inermis 
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1.2. Classification botanique (Roques, 1960; Joy, 2001) 

L.inermis est la plante la plus connue de la famille des Lythracées. Cette famille est 

connue pour sa possession d'un potentiel colorant important. 

En botanique, la plante L. inermis est classée comme suit: 

Règne : Plantae 

Embranchement : Phanerogames 

S/embranchement : Angiospermes 

Division : Magnoliophyta 

Classe : Magnoliopsida 

- 	 Ordre : Myrtales 

Famille : Lythraceae 

Genre : Lawsonia 

Espèce : L. inermis L. 

Nom binomiale : Lciwsonia inermis 

1.3. Description rnorpboiQgique 

La plante L. inermis est un arbuste gracieux de 2 à 6 m de hauteur qui possède une 

écorce blanchâtre. Les feuilles desséchées sont légèrement froissées, de 2 à 4 cm de longueur, 

glabres, entières, à nervures pennées. Les 4 ou 5 nervures secondaires se rejoignent à 

l'extrémité en arcs successifs à une faible distance du bord. Le limbe est ovale, lancéolé, 

-  terminé par une petite pointe, à bord révoluté à la face inférieure. Les jeunes branches 

inermes, non épineuses sur les arbres âgés portent des feuilles opposées à pétiole court. 

- 	(Wichtl, 1999). 

Les feuilles sont odoriférantes de saveurs non caractéristiques, un peu astringentes et 

amères tandis que les fleurs sont odoriférantes de couleur blanche ou rose pâle, d'odeur sauve 

de rose disposées en grandes panicules (Paul, 2001). 

Les fleurs sont de type 4 et comprennent: 4 sépales, 4 pétales, 8 étamines, 4 carpelles 

soudés en un ovaire à 4 loges pluriovulées. Le fruit est petit, capsulaire, globuleux, rougeâ&e, 

renfermant plusieurs graines anguleuses dans chaque loge (Roques, 1960; Crété, 1965; 

Merad., 1973). 
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1.4. Origine et répartition géographique 

La zone géographique d'où est originaire le henné est la savane tropicale et les zones 

arides tropicales (Malekzadeh, 1968). En général, cette plante est cultivée dans les latitudes 

entre 150  et 25° N et S de l'Afrique à la bande pacifique occidentale. Elle supporte bien le 

climat subtropical. Originaire d'Inde occidentale, la plante L.inermis s'est répandue aussi bien 

vers l'Ouest que vers l'Est au point qu'on la trouve maintenant cultivée dans la plupart des 

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

En Asie, L. inermis est cultivée dans tout le Proche Orient, Iran, Perse, l'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 à I 1°C. 

La molécule responsable des propriétés colorantes de la plante, la Lawsone est produite à son 

haut niveau là où la température est entre 35°C et 45°C. Ses feuilles sont récoltées au cours de 

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

1.5. Noms vernaculaires de henné 

Il existe sous le nom vernaculaire de henné trois plantes différentes, qui 

n'appartiennent pas à la même famille botanique. Le henné naturel est différent du henné 

neutre lequel est encore différent du henné noir. On différencie donc: 

+ Le henné naturel est le henné "renforcé": son nom botanique est Lawsonia inermis, de la 

famille des Lythracées (Joy, 2001). 

+ Le henné neutre: Cassia obovata, proche de la casse du séné, fait partie de la famille des 

crucifères. Celle-ci n'a pas de pouvoir teignant mais elle aide à purifier le cuir chevelu 

(sébum, pellicules, démangeaisons), rend les cheveux brillants et les fortifie(Forestier, 1981). 

•• Le henné noir: lindigofera tinctorium, de la famille des Papillonacées, connu sous le nom 

d'indigotier, pour la teinture bleue extraite de ses feuilles (Laval, 2008). 

1.6. La composition chimique de LJnermis 

Les composants responsables des propriétés colorantes dans la plante L.inermis 

appartiennent à la famille des quinones (Shivananda Nayak et al., 2007). Les principaux 

composants sont de type 1 ,4-naphtoquinone, représentés principalement par la 2-hydroxy- 1 

naphtoquinone appelé couramment la Lawsone (Wichtl, 1999). 
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1.6.1. Les feuilles 

La Lawsone existe dans les feuilles de L.inermis à des proportions variant entre 0,4 à 

1,5% de matière sèche. Cette molécule est libérée après hydrolyse des hétérosides 

précurseurs. (Talaat et Hanke, 1961; Wichtl, 1999; Kiildand et Marzin, 2003; 

McMiIIan et al., 2004). 

- 	 Les analyses phytochimiques des feuilles de L.inermis ont mis en évidence en plus de 

la Lawsone la présence d'autres constituants chimiques (fig.03): les dérivés hydroxylés du 

- 	naphtalène (1 ,2-dihydroxy-4-glucosyloxy-naphtalène), 1' Isoplumbagin (2-methyl-8-hydroxy- 

I ,4-naphthoquinone), le luteoline et ces 7-0-glucoside, acacetin-7-0-glucoside, des petites 

- 	quantités de stérols (beta-sitosteroiglucoside), les xanthones, le glucose, le mannitol, la résine 

et le mucilage (Gupta et al., 1993; Ahmed et al., 2000; Dasgupta et al, 2003; Botros et 

al., 2004; SCCP., 2005; Khare, 2007; Shivananda Nayak et al., 2007). 

110 

I I0 

O 
il 	2c 

Apiin 
HO 

o 
2-methoxy-3-methyl- 1,4-naphtoquinone 

Figure 03. Les différents composants isolés des feuilles de L.inermis (Botros et al., 2004) 
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- 	En plus, il a été montré que les feuilles de la plante sont riches en composés phénoliques à un 

taux de 11,07 mg équivalent d'acide gallique/g de matière sèche (Saadaoui et ai., 2004). 

D'autres études montrèrent la présence des flavonoïdes (Gupta et ai., 1992), des coumarines 

(SCCP., 2005) principalement la 7,7-diacétoxycoumarine (Bhardwaj et ai., 1976) et des 

tanins (5 à 10 %) principalement l'acide gallique (Cowan, 1999; Wichtl, 1999). 

Dans une étude récente, les analyses par OC et GC/MS de l"huile essentielle des 

feuilles de L.inermis d'origine nigériane ont permis d'identifier trente-six éléments qui 

constituent 80,4% de l'huile. Les principaux composants sont : l'hexadécanoate d'éthyle 

(24,4%), le (E) méthyle cinnamate (11,4%), l'isocaryophylléne (8,1%), le (E)-3-ionone 

(5,8%) et le méthyle linolenate (4,1%) (Oyedeji et ai, 2005). Une autre étude a montré la 

présence de la cinéole (58,6%), l'a-pinène (18.2 %) et du p-cymène (14.7%)(Ogunbinu et ai, 

2007). 

Il a été rapporté que l'extrait chloroformique des feuilles de la plante contient la 

Lawsone, la 2-methoxy-3-methyl-1,4-naphthoquinone, l'apigenin, le luteolin, et le cosmosiin, 

alors que l'extrait d'acétate d'éthyle contient l'acide para-coumarique et l'apiin (Botros et ai., 

2004). 

1.6.2. Les tiges 

Les tiges de la plante renferment différentes substances 

complexes. Il a été rapporté que l'écorce de la plante contient 

des dérivés naphtoquinoniques (fig.04) tels que: la 2-méthyl- 

- 	8-hydroxy- I ,4-naphthoquinone (Gupta, 1993). 

En plus, deux triterpènes pentacycliques ont été isolés 

à partir de l'écorce et identifiés comme étant le 3 13 , 30-

dihydroxylup-20(29)-ène (hennadiol) et le (20S) 313,30-

dihydroxylupane (Chakrabartty et ai., 1982). 

1.6.3. Les fleurs (fig.05) 

La fleur de la plante s'est avérée contenir certains 

métabolites secondaires tels que le (Z)-2-hexenol, linalol et 

la 13- ionone et ses dérivés (Wong et Teng, 1995; 

Figure 04. Naphtoquinones isolés 
à partir des tiges de L. inermis 

Oyedeji et ai, 2005). 	 Figure 05. La fleur de la plante L.inermis 
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-- 	 1.6.4. les racines 

Des études phytochimiques basées 	 eH1  

sur des analyses spectrales et des réactions 
CI L 

chimiques effectuées sur les racines de la 

plante L.inerrnis ont permis de mettre en 

évidence un stérol. Ce dernier, nommé 

lawsaritol, fut isolé à partir de l'extrait 	Figure 06. Lawsaritol isolé à partir des racines 

alcoolique. Sa structure (fig.06) est: 	 de L.inermis 

243-éthylcholestest-4-en-3-ol (Gupta et al., 1992). 

1.7, Propritcs biologiques de L.inermis 

D'origine très ancienne, L.inermis est aujourd'hui associée aux populations indiennes 

et maghrébines. Historiquement, nos ancêtres utilisaient ses feuilles surtout comme une 

teinture traditionnelle pour les cheveux, la peau et les ongles (Kirkland et Marzin, 2004). 

1.7.1. Usages de L.jnermis en cosmétique 

Le henné a été de tout temps le cosmétique le plus employé. Son utilisation remonte à 

des millénaires (plus de 4000 ans) par les hébreux, les assyriens, les chinois, les perses, les 

- 	musulmans . . . etc (Kirkland et Marzin, 2003; Nohynek et ai, 2004). 

Les hébreux ont été les premiers à avoir utilisé le Henné comme produit de beauté. 

Les égyptiens, eux aussi, ont en eu recours pour la momification. Les cheveux de Ramsès ont 

été passés au Henné 1 300 ans avant Jésus Christ pour les protéger contre les aléas du temps 

et garder leur sacralité religieuse. En plus, le henné fut utilisé durant cette époque pour teindre 

les momies et réaliser des peintures corporelles. Dans le rifEgyptien, le henné obéit à un code 

très secret. L'Afrique et le Maghreb ont découvert le Henné et ses vertus bien après (Bentley 

et Eganathan, 1982; Nohynek et ai, 2004). 

En suite, des textes assyriens du vIjôme  siècle avant J.0 décrivent les préparatifs du 

- 	mariage précisant que la jeune fille avait les paumes et les ongles teints au henné 

(Kazandj leva et al., 2007). 
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Les propriétés colorantes du henné ont été utilisées dés les premiers temps de l'islam, 

il fut recommandé par le prophète Mohamed (paix et prière sur lui) qui l'utilisait pour colorer 

sa barbe (Forestier et al., 1982; Demello, 2007), ce qui a donné à l'utilisation du henné un 

aspect religieux. Depuis lors, le henné servait à composer une préparation destinée à teindre la 

paume des mains, les ongles, les doigts, les pieds, les cheveux et le corps particulièrement lors 

de festivités (Paul, 2001). 

Le henné a été largement introduit en Europe à partir de 1890. De nos jours il est 

utilisé partout dans le monde et il est même utilisé même dans l'industrie comme ingrédient 

dans beaucoup de colorants capillaires et de produits de préconisés pour les cheveux fins et 

dévitalisés (Sauriasari et aI., 2007). 

Ainsi, dernièrement apparait l'utilisation du henné dans les tatouages provisoires qui 

sont devenus très populaires chez les populations occidentales (Matulich et Sullivan, 2005). 

Popularité due surtout aux adolescents attirés par ces tatouages très < mode>' et qui considèrent 

les tatouages comme des agents attrayants et embellisseurs (Oliveres-Ghouti, 2006). 

L'utilisation des fleurs de henné pour produire un parfum de qualité peut être dans 

quelques secteurs bien plus communs que l'utilisation de la feuille en tant que colorant 

(Kazandjieva et al., 2007). Ainsi, actuellement, le henné est utilisé comme ingrédient dans 

certains produits de shampoings (Ernst, 2000). 

Le pouvoir colorant du henné n'est pas directement lié à son application, il se 

développe au cours de la fermentation obtenue en mélangeant la poudre (tige + feuilles) avec 

de l'eau tiède et mis en contact avec des matières contenant de la kératine telles la peau, la 

soie ou la laine. Selon que l'on veuille utiliser le henné pour les cheveux ou pour les mains, on 

ajoutera une faible quantité d'eau jusqu'à l'obtention d'une consistance qui soit pâteuse ou 

crémeuse introduite alors dans une seringue ou une douille (NIs et al., 2005; Lavai, 2008). 

Dans une étude réalisée sur des extraits de cheveux traités au henné (feuille de 

L. inermis), il a été prouvé que la Lawsone constitue le seul colorant du henné capable de 

s'attacher aux cheveux (Forestier, 2007). 
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1.7.2. Effets thérapeutiques (le L.inermis 

Historiquement, les propriétés médicinales de la plante ont été connues et appliquées 

pendant longtemps. Ces vertus médicinales merveilleuses sont aujourd'hui incontestables 

(Badri et Burkinshaw, 1993). 

A travers les différentes civilisations et durant des siècles, L. inermis a été préconisée 

pour des affections aussi variées qu'astringentes, antihémorragiques, antifongiques, 

antibactériennes, sédatives, hypotensives, anti-amibiases et comme traitement de l'ictère et de 

la lèpre (Shivananda Nayak et aL, 2007). 

- 	 Selon certaines citations du prophète Mohamed (paix et prière sur lui), des 

préparations à base de henné étaient recommandées pour divers maux (migraine, ulcère). 

- 	A partir du 14ême  siècle, l'imam Ibn elkaim Eljawzia recommandait le henné sous forme de 

cataplasme pour cicatriser les blessures et pour calmer les douleurs (Al-Jawziyya, 1998). 

Au cours de son usage en cosmétologie, l'application du henné permettait de protéger 

la peau contre plusieurs affections (Talaat et Hanke, 1961 ; Jain, 1973). Ceci à fait l'objet 

de plusieurs recherches récentes pour l'évaluation de son activité biologique. Ainsi, plusieurs 

chercheurs ont démontré que l'extrait éthanolique de la plante entière de L.inermis présentait 

une activité antibactérienne (Malekzadeh, 1968; Bakkalil et al., 1997) et antifongique 

(Tripathi et ai, 1978 ; Kandil et ai, 1996; Ahmed et al., 2000). 

Certains tests biologiques ont permis d'évaluer différentes activités biologiques telles 

-  que l'activité antihelminthique (nématodes tels que l'ascaride lombricoïde), antiprotozoaire 

(contre la maladie de sommeil), antispasmodique (Bakkalil et ai., 1997) et même des 

propriétés antituberculeuses (Sharma, 1990). 

- 	 D'autres tests révèlent que l'extrait de la plante L.inermis sert par voie externe comme 

antiparasitaire, antiseptique, antimycotique, contre la gale et comme traitement de l'abcès 

- (Ali et ai, 1995 ; Yogisha et al., 2002). Par contre, l'utilisation interne de l'extrait de la plante 

sert contre la dysenterie amibienne, les ulcères gastro-intestinaux et comme anti-diarrhéique 

(Wichtl, 1999). 
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Les propriétés antimicrobiennes de cette plante ont retenu notre attention 

particulièrement lorsqu'elles entrent dans l'axe de recherche de notre équipe qui s'intéresse à 

l'étude de l'activité antibiotique et antifongique des produits naturels et de synthèse. Et sous 

cette base, nous avons essayé de synthétiser des analogues de la Lawsone, la molécule 

bioactive de L.inermis dont on lui attribue plusieurs propriétés thérapeutiques. 

En plus de l'activité antimicrobienne, la décoction de l'écorce et des feuilles de la 

plante possède des propriétés anesthésique, analgésique, anti hémorragique, anti-

inflammatoire et inhibitrices de certaines enzymes peptiques (Ah et ai, 1995; Ahmed et ai., 

2000; Yogisha et ai., 2002). Certains auteurs attribuent l'activité anti-inflammatoire 

principalement au composé: la 5-hydroxy-2-méthyl-1,4 napthoquinone (fig.04) (Gupta et al., 

1992), alors que d'autres auteurs l'attribuent à la Lawsone (AH et ai, 1995). Khare, 2007 

rapporte que l'écorce de la tige et les racines possèdent une activité anti-inflammatoire qui st 

due la présence de l'isoplumbagin et le lawsaritol. 

Les extraits de la plante et de ses composés purifiés ont fait l'objet de plusieurs tests 

d'évaluation de leurs activités biologiques (Handa et ai., 1997). Dans une étude récente, il a 

été révélé que l'extrait brut et éthanolique des feuilles de L.inermis montrent à dose 

dépendante un effet analgésique, antipyrétique et anti inflammatoire chez les rats 

(Bhuvaneswari et ai., 2002). Il a été rapporté que l'extrait éthanol-eau (1: 1) de l'écorce de 

tige montre une activité hépatoprotective vis-à-vis d'une toxicité provoquée par le CC14 

(Ahmed et aI., 2000; Khare, 2007). 

Dans une recherche récente faite par Syamsudin et al., 2008, l'extrait éthanol-eau 

(70 :30) des feuilles de la plante L.inermis révèle une activité hypoglycémique (Gbola!ie, 

2009) et hypolipidémique, après une administration orale chez des rats diabétiques. 

En plus, il a été rapporté que les feuilles de L.inermis exhibent une activité 

antioxydante comparable à celle de l'acide ascorbique (Botros et aL, 2004). 

Vis à vis de la chevelure, il a été montré que la plante L.inermis a une action 

inhibitrice des teignes tondantes et on considère qu'elle stimule la croissance des cheveux et 

les rend moins cassants (Forestier et ai., 1982). 
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1.7.3 Autres usages 

En artisanat, L. inermis était utilisée pour l'apprêt des peaux fines destinées à la 

maroquinerie de luxe et pour la teinture de la laine et de la soie, après addition d'alun, de tartre 

et de sulfate de fer (Badri et Burkinshaw, 1993). D'autres applications apparaissent dans 

certaines régions de l'Afrique du Nord et du sud-ouest d'Asie où le henné est largement 

cultivé comme plante ornementale de haie et colorante (Siddiqui et Kardar, 2001). 

1.74. Effets secondaires 

- 	 L'usage du henné pour prévenir ou embellir peut être à l'origine, dans certains cas, de 

l'apparition de certaines pathologies telles que l'anémie hémolytique due à une déficience de 

la glucose-6-phosphate déshydrogénase, ainsi que de nécrose tubulaire rénale chez les 

animaux (Kok et ai, 2004). Cette anémie conduit dans certaines situations à une 

- 	hyperbilirubinémie néonatale inexpliquée (El-Shaer et al., 2007). 

Certains cas isolés de réactions allergiques de type immédiat ont été signalés lors de 

l'utilisation de teinture de la préparation de henné mélangé avec d'autres composants à bdse 

- 

	

	de paraphenylenediamine (PPD) (Frosch et Hausen, 1986). Lorsque le PPD pénètre dans la 

peau, via le tatouage, il se fixe sur les cellules cutanées. Et c'est finalement cette fixation qui 

- 

	

	est à l'origine des réactions allergiques causées par les préparations du henné. En revanche, la 

poudre de henné pur sans additif ne donnait pas de réactions, infirmant la sensibilisation à 

- 	L.inermis (Le Coz, 2001). 
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11.2. Généralités sur les quinones et les naphtoquinones 

Les composés chimiques ayant la structure quinonique sont des composés largement 

répandus dans la nature. Ce sont des composés connus pour leurs diverses activités 

biologiques jouant ainsi des rôles importants dans la nature (Vaysse, 1990). Les quinones 

constituent un groupe d'environ 400 colorants allant du jaune, rouge, brun et au noir qui se 

retrouvent chez les micro-organismes, les algues, les lichens, les champignons supérieurs, les 

plantes et même chez quelques insectes (Otten et Rosazzag, 1983; Veliek et al., 2007). 

L'exemple le plus représentatif dans la famille des quinones est le coenzyme Q 

représenté par lubiquinone. Ce coenzyme joue un rôle important chez les animaux, les 

plantes et les micro-organismes par sa faculté à transporter les électrons. Beaucoup de 

quinones naturelles sont sous forme d'oligomères constitués de deux ou plusieurs noyaux 

- 	(Paul et al., 1984). 

Pigments jaunes ou orangés essentiellement chez les végétaux, les naphtoquinones 

font partie des quinones caractéristiques de certaines familles d'Angiospermes. Ce sont 

toujours des 1 ,4-naphtoquinones, très rarement des I ,2-naphtoquinones. Les substituants les 

plus fréquents sont des hydroxyles et des méthyles, en 2 et/ou 

sur le noyau aromatique (Bruton, 1993). 	 1 	il, 
L'exemple le plus significatif de la famille des 

naphtoquinones est la vitamine K (fig.08), connue pour ses 

propriétés antihémorragiques. Cette famille de composés à 	 o 

déjà fait l'objet de travaux d'évaluation de leur activitéS Figure 08. Structure de la vitamine K 

antimicrobienne. 

Quelques structures ont révélé des activités 

antimicrobiennes et sont employées commercialement comme des agents antimicrobiens tels 

que L 'atovaquone, (Wellvone) un médicament du groupe des hydroxy-naphtoquinones connu 

par son efficacité sur la toxoplasmose, la famille des Ansamycins (Bryskier, 1999), la 

frenolicin, la Marinone et la debromornarinone (Zhang et Arnold, 2005). 

18 



- 	Chapitre I: Etude Bibliographique 

Les naphoquinones forment une sous classe des composés phénoliques capables 

d'exercer leur effet antimicrobien par divers mécanismes: la liaison aux adhésines, la 

complexification avec la paroi cellulaire, inactivation des enzymes . . . etc (Cowan, 1999). 

Selon Do Campo et al., 1978 et Ferreira et al., 2006, les naphthoquinones montrent 

- une activité antiprotozoaire par la génération de radicaux de l'oxygène actif, ce qui cause une 

peroxydation des lipides et donc le changement du transport d'électrons avec l'inhibition de la 

respiration cellulaire. 

11.3. Caractéristiques de la L.awsone (SCCNFP, 2004) 

No. CAS 83.72.7 (Forestier et al., 1982) 

11.3. 1. Synonyme 

- 	2-hydroxy- 1 ,4-naphthoquinone 

I ,4-naphthalenedione, 2-hydroxy- 

- 	I ,4-naphthoquinone, 2-hydroxy- 

2-hydroxy- 1 ,4-naphthalenedione 

- 

	

	2-hydroxynaphthoquinone 

CI Natural Orange 6 

- 	 11.3.2. Formule empirique 

Formule empirique: C 1 0H603 

- 	Poids moléculaire: 174.16 g! mol 

11.3.3. Propriétés physique 

Apparence : poudre de couleur Jaune —moutarde 

Point de fusion: 194.5°C 

11.3.3. Solubilité 

Insoluble dans l'eau à 0.2% 

Soluble dans l'éthanol 95% à 0.5% 

- 	Soluble dans le méthanol à 1% (50°C) 

Soluble dans l'éthylène glycol à 5% (80°C) 

- 	Soluble dans le diméthyl formamide à 5% 
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I1S3 Biosynthèse de la Lawsone 

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

Lawsonia inermis, Ammannia baccfera Linn (Khare, 2007), Juglans regia (Grotzinger et 

- 

	

	Campbell, 1974), Impatience giadulfera, Impatience parvzflora (Babula et al., 2006) 

Lomalia ferruginea (Mehendale et Thomson, 1975) et dans Impatiens noli-tangere L 

-  (Hatcher, 2003). Au niveau de la plante L.inermis la Lawsone s'accumule dans la partie 

aérienne (Bakkali, 1999). 

Les différentes études quant à l'extraction et la mise en évidence de la Lawsone ont 

permis de proposer un modèle de sa biosynthèse. Ce modèle a pu être généralisé pour la 

biosynthèse des systèmes à noyaux naphtoquinonique comme celui de la vitamine K 

(Grotzinger et Campbell, 1972). 

Les résultats issus d'un effort de plusieurs recherches sur l'origine des naphtoquinones 

ont montré que l'acide D-shikimique constitue le précurseur direct de la partie aromatique du 

noyau naphtoquinone et des trois atomes non carboxyliques du glutamate (Campbell, 1969; 

Dansette et Azerad, 1970; Robins et al., 1970; Campbell et aI., 1971). 

Le dérivé 4-(2'-carboxyphenyl)-4-oxobutyrate (schéma 09) s'est avéré un 

intermédiaire important dans la voie de biosynthèse du noyau naphtoquinone de la Lawsne 

(Grotzinger et Campbell, 1972). Ainsi, une tendance fiable à des propositions originales sur 

l'étape initiale de la construction de cycle B du noyau est la condensation du shikimate avec 

le complexe thiamine pyrophosphate du semialdehyde succinyl (Guérin et al., 1970). 

-  Cet anion pourrait être formé par la première enzyme du complexe kétoglutarate 

désydrogénase du cycle de Krebs. 

La biosynthèse de la Lawsone dans L.inermis et de son isomère de position la juglone 

(5-hydroxynaphtho-1,4-quinone retrouvé principalement chez Juglans regia) s'effectue par 

l'intermédiaire de l'acide 1,4-dihydroxy-2-naphthoic, vraisemblablement par une séquence 

oxydative dans laquelle l'hydroxyle remplace la fonction carboxylique (Schéma 09) 

(Grotzinger et Campbell, 1974 ; Velisek et al., 2007). 
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Schéma 09. Biosynthèse de la lawsone dans la plante Impatiens baisamina 
(Grotzinger et Campbell, 1972). 

113. Propriétés biologiques de la Lawsone 

s 	11.5.1. Propriétés cosmétiques 

La Lawsone est une molécule qui est employée comme un agent antioxydant de 

coloration des cheveux, teignant à une concentration maximum de 1.5% dans le produit 

cosmétique fini (SCCNFP, 2004). 

Elle est utilisée pour teindre, du brun-orangé au rouge-cuivre les ongles, les cheveux, 

la paume des mains, la plante des pieds et même la barbe des hommes. Cependant, 

contrairement à d'autres colorants tels que les colorants métalliques qui forment un enduit, la 

liaison de la Lawsone à la protéine, la kératine (c.-à-d., peau, cheveux, ongles, etc...) permet 

de donner la couleur et ceci dans des solutions acides (Dweck, 2002). Cette fixation se réalise 

selon un mécanisme qui suggère qu'il y a principalement création d'une liaison entre le 

carbone 3 de la Lawsone et les fonctions libres -SH ou -N}1 2  de la kératine (Jelly et al., 2008). 
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- 	 Après une réaction d'addition la forme quinonique est retrouvée par oxydation 

spontanée par l'oxygène de l'air (schémalO). Cette hypothèse s'appuie sur plusieurs travaux, 

notamment ceux de Fieser sur la fixation de la cystéine sur la 2-méthyl-1,4-naphtoquinone 

(Forestier et al., 1982 ; Wichlt, 1999). J 

o 	 o 

OH 

+ HS-R 	
.- 1iIIIfIIII.S_R 

H 

0 	 01 
Lawsone 

OH 	 o 

OH 	

1/2 0, 0H 
2 C h1SR  S— R 

(_)1-1 	 (_) 

Schéma 10. Hypothèse concernant la fixation de la lawsone sur la kératine 
(Forestier et aI., 1982) 

11.5.2. Propriétés thérapeutiques 

- 	 Les propriétés thérapeutiques des naphtoquinones ainsi que celle de la Lawsone ont 

fait l'objet de plusieurs recherches d'évaluation de leurs activités biologiques. 

- 

	

	Plusieurs données expérimentales ont permis de mettre en évidence pour la Lawsone certaines 

propriétés biologiques tels que l'activité antibactérienne, antifongique et antispasmodique 

- 

	

	(Hoffmann et ai, 1947; Fahim et Hossein, 1954; Bakkali et al., 1997; Shaukat 

et al., 2008). 

Dans une étude réalisée par Ali et al., 1995, la Lawsone extrait à partir de henné a 

montré in vivo une activité anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique chez les rats. 

En plus, il a été prouvé cliniquement que la Lawsone et certains de ses dérivés présentent des 

propriétés thérapeutiques contre la toxoplasmose cérébrale des enfants et adultes infectés par 

le virus du HIV. Ils ont aussi vérifié que la Lawsone peut agir comme étant un inhibiteur de la 

- 

	

	respiration pour certaines cellules tumorales (Morello et ai., 1995). En plus, certains auteurs 

rapportent que la Lawsone possède des propriétés contraceptives féminines intéressantes 

- 	(Rostkowska et al., 1998). 
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- 	 L'absorption de la Lawsone par la peau a fait l'objet d'une étude par le bureau des 

Sciences pharmaceutiques de l'Organisation des Nations Unies pour l'Alimentation et 

l'Agriculture (FAO). Cette étude a prouvé que la Lawsone contenue dans le henné se diffuse 

dans la peau selon la concentration du henné utilisé et son temps d'application. Il a été montré 

aussi qu'une dose trop importante de la Lawsone absorbée par la peau est à l'origine de 

dommages plus ou moins sévères (Kraling et ai, 2007; Jallad et Espada-Jallad, 2008). 

11.5.3. Propriétés chimiques 	 .. 

- 	 La structure naphtoquinonique confère à la Lawsone un potentiel important dans 

l'absorption des rayons ultraviolets UVB naturels (280-315 nm). Par cette propriété et celle de 

se fixer aux kératines, la Lawsone est utilisée comme ingrédient dans certains produits 

cosmétiques. Elle sert dans ces produits comme un filtre dans les formulations d'écran contre 

les rayons solaires protégeant ainsi la peau et la chevelure des rayonnements ultraviolets 

(Yan et al., 2000; Forestier, 2007 ; Shaukat et ai., 2008). 

En plus, la Lawsone a fait l'objet d'étude sur les bioréacteurs biochimiques. 

A travers son potentiel redox médiateur important, il a été démontré que la Lawsone 

représente un bon médiateur dans la génération de l'énergie électrique à partir des bioréacteurs 

biochimiques (Katz et al., 2003). 

La molécule neutre de I'HNQ peut potentiellement adopter trois formes tautomèriques 

différentes (schéma 11). Ainsi, la forme I est la plus stable des trois isomères. Cette stabilité 

résulte de la liaison intramoléculaire d'hydrogène de la forme isomère I (Rostkowska 

et al., 1998). 

- il () 	 () 	
() 

OH 

III () 	
o 

Schéma 11. Formes tautomériques de la HNQ (Rostkowska et al., 1998) 
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11.6. Toxicit de la Lawsone 

De nos jours, l'augmentation de l'usage de la poudre du henné pour différentes 

applications (colorants, tatouages, shampoing) a fait que les chercheurs se sont intéressés à 

étudier la toxicité de son principal composant bioactif, la Lawsone et la sécurité de son 

utilisation dans Le domaine industriel (EL-Shaer et al., 2007). 

Les naphtoquinones sont des molécules bioactives largement distribuées dans la 

nature. Dans une étude réalisée par Munday, il a été rapporté que la Lawsone et ses dérivés 

-  alkylés sont à l'origine dans certaines situations d'une anémie hémolytique oxydative, des 

nécroses tubulaires rénales chez les rats (Munday et al., 1991) également observées chez des 

enfants ayant utilisé la HNQ (Devecioglu et al., 2001). Certains auteurs rapportent que' la 

toxicité des dérivés naphtoquinones est due à la présence de deux espèces d'oxygène et 

qu'elle est produite à travers le cycle redox (Munday et al., 2007). 

En présence d'oxygène, l'auto-oxydation des naphtoquinones produit un radical anion 

superoxydé. Les conditions du stress oxydatif favorisent la formation de ce cycle rédox 

quinonique, ceci provoque la déstabilisation des lysosomes, la libération de la cathepsine D et 

la diminution du potentiel membranaire mitochondrial (Ôllinger et Brunk, 1995; Bolton et 

ai., 2000). En outre, la capacité de produire des radicaux libres est influencée par la nature et 

par la position des substituants dans la molécule de quinone (Costa Medina et al., 2008). 

Les membranes cellulaires sont souvent perméables aux naphtoquinones, qui une fois 

présentes dans la cellule forment des complexes avec L'ADN conduisant à des sites « abasi »  

et à la formation de simple ou double brin inactif (Ôllinger et Brunmark, 1991 ; Lin et al., 

2005). Les naphtoquinones peuvent également réagir avec les protéines et les lipides menant 

ainsi à la destruction de leur fonctionnalité et à la mort cellulaire (Buffiton et al., 1989). 

Le SCCNFP (The Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food Products 

- lntended for Consumers) a évalué les résultats de plusieurs études sur l'I-INQ et a conclu que 

cette substance n'était pas appropriée pour l'usage comme agent de coloration pour les 

cheveux. Les données disponibles soutiennent la conclusion que la Lawsone constitue un 

risque sanitaire. Le SCCNFP considère que Lawsone a le potentiel de génotoxicité 

/mutagenicité in vitro et in vivo et qu'aucun seuil sûr pour Lawsone ne peut être établi 

(SCCIFP, 2004). . 
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- 	 Cette génotoxicité a été rapportée pour les souches de salmonella typhimurium TA98 

(Stamberg et ai., 1979), alors que la mutagenicité a été rapportée dans l'induction d'une 

- 	mutation récessive létale chez Drosophila melanogaster (Foureman et al., 1994). 

Par contre, dans un autre travail, Marzin et Kirkland conclurent que la HNQ ne 

provoque aucune génotoxcicité chez les souris jusqu'à 72 h après administration avec deux 

véhicules différents et que sa clastogenicité in vitro n'est pas liée aux dommages oxydants. 

Ces résultats confirment que la HNQ peut provoquer un risque négligeable de génotoxicité 

particulièrement pour la teinture des cheveux (Kirkland et Marzin, 2003; Kirkland et 

Marzin, 2004). 

- 	 D'une façon générale, entre le risque sanitaire et le risque négligeable les données 

disponibles ne nous permettent pas d'évaluer la sécurité de son utilisation. Pour cette raison 

- tout usage devrait être vigilant pour les personnes normales et interdit pour les jeunes enfants 

et pour les individus qui présentent une déficience connue de la glucose-6-phosphte 

déshydrogénase (Kazandjieva et al., 2007). 

Certains cas isolés de réactions allergiques de type immédiat ont été attribués à la 

- 	Lawsone lors de l'utilisation des tatouages à base de la pate de henné. Mais à l'heure actuelle, 

il n'y a aucune preuve évidente que le Lawsone cause ces réactions allergiques (Kaatz et al., 
2008). 
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Lors de cette troisième partie, nous essayerons de donner quelques généralités sur la 

synthèse organique ainsi que certains modes opératoires de la synthèse de quelques molécules 

ayant des propriétés médicinales. 

III. Synthèse organique 

ULI.. Généralités 

Dans notre vie quotidienne actuelle, nous sommes tous les jours et à tout instant en 

contact avec les produits issus de la synthèse. Une grande majorité des matières que nous 

utilisons aujourd'hui sont constituées de composés organiques: les polymères, les fibres 

synthétiques, les colorants et les médicaments. 

Au cours des cents dernières années, l'évolution de la chimie pharmaceutique a été 

fulgurante. Une grande partie des innovations est due à l'élaboration de procédures pour 

améliorer des molécules que la nature nous a livrées. Étant donné que les produits naturels 

actifs sont présents en quantité considérable dans les plantes, les chimistes organiciens ont 

tenté de les synthétiser dans le laboratoire et d'améliorer leurs activités biologiques. De nos 

jours, plusieurs groupes de recherche tentent de reproduire ce que la nature nous donne 

(Gerhard Voget et ai, 2002). 

Les quinones sont des composés qui existent en nombre important et largement 

répandues dans la nature. Ce sont des composés qui n'apportent que peu de contribution à 

l'élaboration des couleurs naturelles comparées aux ca.roténoïdes et aux anthocyanes. Les 

quinones sont classées en trois grands groupes, les anthraquinones (le groupe le plus 

important), les naphtoquinones et les benzoquinones (Vaysse, 1990). 
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Ces métabolites secondaires ont fait l'objet de nombreuses recherches depuis un 

certain nombre d'années, en raison de leurs activités biologiques variées (Dos 	ei 29 5  

un but de les isoler, les caractériser et les synthétiser dans le laboratoire 

(jpyeudli 2080). La réactivité des hydroxyquinones en général est liée à lia réactivité des 

- 

	

	quinones. En outre, la partie dénol-é none offre quelques possibilités synthétiques et 

biologiques intéressantes. Les modèles principaux de la réactivité d'hydroxyquinones sont 

- 	récapituiés ci-dessous. 

Les hydroxyquinones normales changent dans la complexité structurale de 

l'hydroxynaphtoquinone simple, la Lawsone 9  aux structures complexes telles que le 

conocurvone (fig. 12) trirnérique de hydroxynaphtoquînone 9  in agent de potentiel anti-HIV. l  

Ffiansr t2. Structure de la Conocurvone 

Parmi les molécules biologiquement actives, notre intérêt s'est porté sur les dérivés de 

quincnes et particulièrement ;S 1,2 et 1,4-naphtoquinones. Ce sont des produits naturels 

:encontrés dans un grand c:.c de plantes mais aussi dans le règne animai. 

L'intérêt biologique élevé des dérivés de 1,2 et 1,4-naphtoquinones est lié à la 

- 

	

	présence du noyau quinonique ainsi qu'à la nature et la position des substituants sur ce noyau. 

La présence d'un groupement alkyle ou aryle .....etc sur le carbone numéro 3 ou 4 semble être 

- 

	

	d'un grand apport à l'activité biologique ou pharmacologique. De nombreuses synthèses de 

dérivés naphtoquinones ont été rapportées dans la littérature. 
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Dans ce chapitre, nous nous limiterons aux cas des composés substitués en position 4 

et même sur la synthèse de Lawsone et ses dérivés. 

Actuellement, le défi n'est pas seulement de synthétiser une molécule, mais de' la 

préparer de manière simple, rapide et non coûteuse pour pouvoir tester ses activités 

biologiques. De nombreuses équipes de recherche continuent à développer des méthodologies 

permettant d'effectuer des cofiversions récentes. r 

Afin d'illustrer les principales méthodologies utilisées, seules les synthèses les plus 

représentatives seront décrites. 

111.2. Synthèse de la Laws.one et ses d érivés 

Sartori et al., 1993 ont établi une nouvelle stratégie de synthèse pour accéder à la 

Lawsone et ses dérivés en utilisant le processus de cyclisation de Friedel-Métiers. L'addition 

de chlorure d'Oxalyle sur un 0-céto-ester aromatique, en présence du chlorure d'aluminium, 

mène au 3-hydroxy-1,4-naphtoquinone-4-carboxylate correspondante. Cette dernière a été 

hydrolysée et décarboxylé en 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone (schéma 13), la méthode peut 

également être appliquée pour la préparation des quinones hétérocycliques, qui ne sont pas 

facilement disponibles par les autres méthodes. 

o o 

/~3~OEt (COC1)2 

A1C13  

0H, H20 
H 

Schéma 13. Synthèse de la Lawsône. 

L'insertion d'hydroxyle à l'anneau de quinone peut être effectuée par l'ouverture 

d'anneau de I'oxiranne (A), obtenue à partir de la réaction d'oxydation du 1 ,4-naphtoquinone 

par le peroxyde d'hydrogène dans une solution alcaline. Cette approche a été appliquée par 

Harrity et al., 1997 à la synthèse de 3-cyclohexyl-2-hydroxy-1,4-naphtoquinone: la 

parvaquone, connu pour son activité anti-protozoaire. La naphtoquinone de départ a été 

préparée par la modification de la réaction de Dôtz, comportant des complexes de chrome-

carbène et sous ultrasons (schéma 14). 
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-- 	 Une autre approche d'accès aux hydroxyquinones par la conversion du chlorure en 

- 	 groupe d'hydroxyle a été décrite par Snapper et ai, 1995 qui ont signalé qu'une partie de la 

chlorométhoxyquinone pourrait être convertie en fonction d'hydroxyle par l'intermédiaire 

d'échange palladium-chlore par un groupe d'hydroxyle. Cette méthodologie a été utilisée avec 

succès pour une synthèse alternative de (-) -ilimaquinone et ses analogues (Bruner et al., 

1995; Radeke et al., 1997). 

(JI 

EtO 

+ 	5c 	

))) 

(CO) 

202 

Ia2CO3  

H2 SO4,I_~ 

Parvaquone 

Schéma 14. Synthèse de la Parvaquone. 

En 1998, Williams et Clark ont repris la même procédure décrite précédemment pour 

synthétiser l'atovaquone, en utilisant le chloronaphtoquinone avec du KOH dans le méthanol 

(schéma 15). L'atovaquone est lancé sur le marché comme drogue de prescription pour le 

traitement d'un cas spécial de pneumonie (Spyroudis, 2000). 

O 	 O 	 O 

	

ci 
RC000H 	

ci 
KOH 	

ou 
 

	

[Oxydation] 	 MeOH 
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Atovaquone: RC000H = 	 «o 

—COOH 

/ 
Schéma 15. Synthèse de l'Atovaquone 
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7- 	 Chapitre II: Matériel & Méthodes 

Au cours de notre travail, nous nous sommes intéressés à évaluer l'activité 

antibactérienne et antifongique de: 
- Extraits naturels obtenus par macération des feuilles de Henné dans divers 

solvants. 
- La Lawsone pure: ou hydroxynaphtoquinone (principal colorant des feuilles de 

Henné). 
- 	 - Plusieurs produits de synthèses, obtenus par modification du noyau naplitoquinorie 

de la Lawsone. 

I. Matériel végétal 

1.1. Plante 

La plante du henné « Lctwsonia inermis» a été fournie par l'Institut National de 

- 	Recherche Agronomique (INRA) d'Adrar. Sa récolte a été effectuée dans la région d'Adrar 

durant la période du mois de mars 2008. Depuis, la plante entière a été maintenue à la 

- 	température ambiante et à l'abri de la lumière dans le laboratoire Antibiotique, Antifongique: 

physico-chimie synthèse et activité biologique. 

1.2. Extraction 

L'extraction a été réalisée à partir des feuilles séchées et broyées à l'aide d'un mortier 

- 	en verre, au fur et à mesure le jour même de l'extraction. La matière végétale (25g) a été mise 

en contact avec 1 OOml de solvant (Sharma, 1990). 	 I 

Différents modes d'extraction on été réalisés à l'aide de sept différents solvants. 

L'ensemble des opérations est résumé dans le tableau 01. 

L'influence du chauffage sur l'extraction a été étudiée par comparaison à la 

macération dans l'eau froide. 
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Les étapes suivies pour la réalisation de la macération à froid sont comme suit 

) Sélection et broyage des feuilles qui serviront à la macération (les tiges, les racines, et 

les graines feront l'objet d'une étude ultérieure). 

Mise en contact de 25 g de matière végétale avec 100ml de solvant dans un 

erlenmeyer de 250 ml (Sharma, 1990). 

Agitation à température ambiante à l'abri de la lumière pendant 24h. 

Remarque: 

En ce qui concerne la macération à chaud, le matériel végétal a été mis en contact avec 

l'eau distillée, l'ensemble est porté à reflux pendant 6h. 

Filtration de l'extrait sur papier filtre. 

1i Evaporation dans un rotavapor des solvants volatiles: Ethanol, Acétate d'éthyle, 

Ether di-éthylique et Chloroforme. 

"% Calcul du rendement : Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse 

de l'extrait évaporé du solvant et la masse de la matière végétale initiale ayant servi pur 

l'extraction. 

Exprimé en pourcentage, le rendement est calculé par la formule suivante: 

Trendement 	= 	x 100 
m 1  

Où. 

m0 	: Masse en gramme de l'extrait brut évaporé; 

m 1 	: Masse en gramme de la matière végétale initiale sèche. 

Remarque: 

Les solutions de macération de la matière végétale dans le DMSO et l'eau n'ont pas 

été évaporées à cause du haut point d'ébullition des ces deux solvants. Elles ont été utilisées 

telles quelles. Les rendements dans ce cas ne peuvent pas être calculés. Les concentrations 

finales testées (250 mg/ ml) sont calculées par rapport à la matière végétale prise 

initialement (25g). 

Ii Resolubilisation de l'extrait brut dans le DMSO et conservation à 4°C; 
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H. La Lawsone 
Les tests de l'évaluation de l'activité antimicrobienne de La Lawsone ont été réalisés à 

partir d'un produit pur commercial (Sigma-Aldrich: C.1.75480, CAS 83-72-7). 

III. La Synthèse organique 

La synthèse des produits testés à été réalisée au laboratoire de Catalyse et Synthèse en 

Chimie Organique (LCSCO) par Monsieur BENABDELAH Mohammed. Une série de 

nouvelles molécules de naphthoquinomethanes: [2-(3.-hydroxy-4-oxo-4Hnaphthalen-) 

acétonitriles 1-ylidene]( schéma 16) a été réalisée par une réaction en cascade Michael-

élimination du sodium 1,2 naphthoquinone-4-sulfonate avec des acétonitriles substitués dans 

un mélange eau-éthanol en présence de base dans les conditions de la chimie verte. Les 

résultats sont regroupés dans le tableau 2 (fig. 17). 

o 	 o 

NaOH 25% 	
OH 

± 	
H20/C2H SOH tL) 

SO3Na 	
Yix 

Schéma 16. Schéma réactionnel de la synthèse des dérivés acétonitriles. 

Tableau 2. Synthèse de 2-hydroxynaphtoquinométhanes dans le solvant aqueux 

Entré Y 	 X Produits Rdt (%) 

I CN 	4-methoxyphenyl P01 92 

2 3 	P P02 66 

9H-fluoren-9-ylidène P03 68 

4 CN 	: 	 CO2Et PO4 37 

S CN 	4-nitrophenyl POS 67 

6 CN 	4-chlorophenyl P06 51 

73 CN 	 Ph P07 50 

8 CO2Et 	 CO2Et P08 56 

33 



- 	 Chapitre II: Matériel & Méthodes 

o o o 

OH cxitr ç 	I H 

e1>1~, PO7 Et02CCO2Et CN  

P08 (2b) PO4 (2c)  (2f) 

O o O 
oii OH OH 

jCN f 
' 

TCN 

CH30 Cl N  02N 
P01 (2g) P06 (2h) P05 (2i) 
o o 

OH Jl OH  

CN LTIIu1IITTIIJ1IT 
P02 (2m) 

P03(21) 

l-10 
o 

Fi2ure 17. Structures des nouvelles molécules de naphtoquinomethanes synthétisées. 
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III. Recherche de l'activité antimicro bien ne 

111.1. Evaluation de Vactivîté a.ntibactrienne 

111.1.1. Souches utilisées 

Les tests de l'évaluation de l'activité antibactérienne ont été réalisés dans le 

laboratoire Antibiotique, Antifongique : physico-chimie, synthèse et activité biologique. 

Les quatre souches bactériennes testées ont été fournies par l'équipe de microbiologie 

du laboratoire Antibiotique, Antifongique en Novembre 2007. Les bactéries utilisées sont des 

souches de références: 

Deux souches à gram négative: 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

Escheri chia coli ATCC 25922. 

. Deux souches à gram positive: 

Siaphylococcus aureus ATCC 25923. 

Enterococcusfaecaiis ATCC 29212. 

111.1.2. Repiquage, conservation et contrôle de qualité des souches 

Après l'obtention des souches, un repiquage mensuel a été pratiqué. La procédure de 

revification est faite successivement s'tr bouillon nutritif et sur gélose nutritive. 

Pour s'assurer de la validité des résultats obtenus, un contrôle de qualité a été effectué 

par la réalisation d'un antibiogramme de nos souches de référence vis-à-vis de deux 

antibiotiques la Gentamycine et la Ciprofloxacine. Les résultats sont interprétés par mesure du 

diamètre en mm de la zone d'inhibition autour du disque et comparés aux limites acceptables 

- 	des diamètres d'inhibition de la société française de microbiologie (CaSfm, 2008). 

Cette opération a deux buts, d'une part elle nous permet de vérifier la sensibilité de 

nos souches vis-à-vis des antibiotiques et d'autre part de comparer nos résultats à ceux des 

antibiotiques commerciaux. La procédure de contrôle de qualité n'était possible que pour les 

souches bactériennes. 
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111.1.3. Activité antibactérienne 

Les méthodes utilisées pour l'évaluation de l'activité antimicrobienne sont inspirées de 

celles décrites par les recommandations du comité européen des tests de sensibilité 

antimicrobienne et de la société française de microbiologie (EUCAST, 2003; CaSfm, 2008). 

Le criblage de la Lawsone, des produits de synthèse et des extraits des feuilles de 

L. inermis a été réalisé par deux techniques: 

- Technique de diffusion des disques sur milieu solide; 	 J  

- Technique des dilutions (sur milieu liquide et solide). 

Dans un premier temps, les tests ont été réalisés vis-à-vis de toutes les souches. 

Les produits qui semblent être actifs, résultat révélé par l'apparition de zones 

d'inhibitions, ont fait l'objet d'une évaluation de leur activité par la méthode des dilutions 

pour l'étude de la concentration minimale inhibitrice (CMI). 

Cette CMI a été déterminée, dans un deuxième temps, par la technique des dilutions 

sur milieu solide pour les extraits et sur milieu liquide pour les dérivés de synthèse. 

1111.3.1. Milieu 

Les tests ont été réalisés sur milieu gélosé de Mueller-Hinton qui est considéré comme 

le milieu de référence pour les tests antimicrobiens selon les recommandations nationales et 

internationales (EUCAST, 2003 et NCCLS, 2003) du fait qu'il contient tous les éléments 

requis pour une bonne croissance desbactéries. 

La préparation du milieu a été réalisée selon les instructions du fabriquant (Fluka, 

70191) (voir annexe T). 

111.1.3.2. Inoculuiii 

- 	 La standardisation de l'inocud est une étape importante pour la reproductibilité des 

tests. L'inoculum est préparé à partir d'une culture de 18-24 h sur milieu gélosé non sélectif. 

4 ou 5 colonies d'une culture pure sont suspendues sur un bouillon nutritif (ou eau 

physiologique 0,9 % NaCl), ensuite la suspension est ajustée au standard McFarland 0,5 à 

l'aide d'un spectrophotomètre, ce qui correspond à une Densité Optique DO entre 0,08 à 0,1 

lue à 625nm. Le 0,5McFarland est équivalent à 10 8  UFC/ml (EUCAST, 2003). 
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L'inoculum ainsi préparé est ensuite dilué au 11100ôme  dans l'eau physiologique. 

La densité finale de colonie obtenue est équivalente à lO UFC/ ml par la technique de 

diffusion des disques sur milieu solide et 5 105  UFC/ml par la technique des dilutions sur 

milieu liquide. 

LLLI.3.3. Méthode de diffusion des disques sur milieu solide 

Cette méthode est réalisée à partir du même principe de l'antibiogramme. Elle est 

basée sur la diffusion des substances à tester selon un gradient de concentration (Cos et ai, 

2006). 

Au cours de cette étude la méthode de diffusion des disques choisis pour réaliser le 

test est comme suit 

Des disques en papier filtre type wattman n°3, de 6 mm de diamètre (Awadh Ali et 

ai., 2001 ; Nath et aI., 2008) ont été préparés et stérilisés à 121°C pendant 15min. Ces disques 

ont été imprégnés par 10 l.tl des solutions de produits à tester (Elgorashi et Van Staden., 

2004) (la Lawsone, les produits de synthèse et les extraits). La dose finale sur le disque est de 

2,048mg/disque; Les disques témoins sont imprégnés successivement par 101.tl d'eau distillée 

et 10111 de DMSO pur. 

Les disques réservés aux antibiotiques de référence sont imprégnés quant à eux par 

0,OImg/disque pour la Gentamycine et 0,015mg/disque pour la Ciprofloxacine (EUCAST, 

2003). 

L'ensemencement est réalisé par inondation à partir d'un inoculum contennt 

106 UFC/ml (cité ci-dessus). Ensuite, à l'aide d'une pince, les disques chargés par les produits 

à tester sont transférés dans la boite inoculée. Les disques sont espacés de 24 mm centre à 

centre. L'incubation dure 18 à 24 h à 37° C. L'incubation a été prolongée de 12h pour la 

souche Enterococcusfaecalis à cause de sa croissance lente. 

La mesure des zones d'inhibition pour la lecture est effectuée à l'extérieur de la boite 

fermée à l'aide d'une règle graduée. Elle est réalisée en prenant la moyenne de trois mesures 

différentes de diamètre. 

111.1.3.4. Méthode des dilutions 

A la différence de la méthode de diffusion, la méthode de dilution permet de tester les 

produits directement mélangés avec le milieu de culture. 
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- 	 C'est une méthode quantitative qui nous a permis d'évaluer, dans le cas où il y a 

présence d'une activité (décelée par la méthode précédente), le seuil minimum de cette 

- 	activité appelée couramment la concentration minimale inhibitrice ou CMI. 

Deux types de méthodes ont été mises en oeuvre: 

CMI sur milieu liquide; 

. CMI sur milieu solide. 

III.! .3.4.1. Méthode des dilutions sur milieu liquide 

Une série de concentrations allant de 4,096 à 0,01 6mg/ml des produits testés est 

préparée directement dans une microplaque stérile. Les produits à tester ont tous été préparés 

le jour même du test. 

Le produit à tester (0,1 ml) est mis en contact avec l'inoculum (0,1 mi) contenant 

1 O6UFC/ml (le facteur de dilution Y2 est prit en 

consil'inoculum

ération  dans le calcule de concentrations 

finales des produits à tester). La concentration de  finale est de 5 105  UFC/iil. 

La microplaque est couverte est incubée à 37°C pendant 24h. Le DMSO doit être à raison de 

2% au maximum. 

La lecture est effectuée à l'oeil nu et la CMI est la plus faible concentration de la 

substance testée auquel aucun trouble visuel n'est observé. La Ciprofloxacine et la 

-. 	Gentamycine ont été utilisées comme antibiotiques de références (CaSfm, 2008). 

Tableau 03. Résultats des CMI (mg/ml) des antibiotiques de références. 

P. aeruginosa 	E. col! 	S. aiireus 	Efaccalis 

Gentainycine 	 2 10 	0,5 10 	0,25 10 3 	8 i0 

Ciptofloicine 	0,510 	0,008 iO 3 	0,25 iO 3 	0,5 iO 3  

111.1.3.4.2. Méthode des dilutions sur milieu solide 

Une série de dilutions de nos produits allant de 40,48 à 0,1 6mg/ml a été réalisée. 

Les tubes à hémolyse correspondants chacun à une dilution (lml) sont déversés dans une 

boite de pétri à laquelle on ajoute 19 ml du milieu Mueller Hinton stérile puis ces boites sont 

maintenus à 45°C jusqu'à solidification de la gélose. Les boites témoins sont préparées en 
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rajoutant respectivement 1 ml d'eau distillée et 1 ml de DMSO. Les boites sont bien agitées et 

solidifiées devant une source de chaleur. 

L'ensemencement se fait par spot à partir d'un inoculum dilué au 1/10 du standard 0,5 

McFarland. Ensuite I à 2 il sont déposés à l'aide d'une micropipette, soit l'équivalent de 

104  UFC par spot. La boite est séchée devant un bec bunsen. 

A travers cette méthode les quatre souches bactériennes sont testées en même temps et 

sur la même boite, ce qui à l'avantage d'étudier le comportement des substances vis-à-vis ces 

souches dans des conditions identiques. L'incubation dure pendant 18-24 h à 370  C. 

La lecture se fait à l'oeil nu et la CMI est alors jugée comme étant la plus faible 

concentration à laquelle aucune croissance visuelle n'est décelée. La croissance d'une colonie 

ou d'un film fin est négligée. 

111.2. Evaluation de l'açtivîtë antifongique 

II1.21. La levure 

La levure utilisée pour dans ce test est une souche de référence Candida albicans 

ATTC 10231, multirésistante aux antifongiques. Elle a été fournie par l'équipe 1de 

microbiologie du laboratoire Antibiotique, Antifongique en Octobre 2007. 

Pour évaluer l'activité des produits vis-à-vis de la souche de Candida albicans, la 

méthode de diffusion sur milieu solide inspirée d'une technique standardisée par le CLSI 

- (Clinical and Laboratory Standards Institue), a été réalisée (Espinel-Ingroff, 2007). 

Le milieu de culture utilisé est le milieu de Mueller Hinton+2% de glucose+ 0,5.ig/ml de bleu 

de méthylène à un pH de 7,2 à 7,4. 

- 	 L'inoculum équivalent à 0,5 McFarland est réalisé dans les mêmes conditions que les 

bactéries sauf que l'absorbance est de l'ordre de 0.12-0.15 à une longueur d'onde de 530nm. 

L'ensemencement est effectué par inondation. Les disques sont déposés après séchage. Les 

boites sont incubées à 35°C pendant 20 à 24h. La lecture est réalisée de la même façon que 

celle décrite pour les bactéries. 

L'étude de la CMI de la levure est procédée de la même manière que celles des 

bactéries, sauf que I'inoculum est ajusté à une DO entre 0,12 à. 0,15 lue à 530nm, ce qui 
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correspond à un inoculum équivalent à 1-5 106  UFC. Le milieu utilisé est le bouillon 

Sabouraud. 

111.22. Les moisissures 

Les souches de champignons utilisées dans les tests antifongiques sont: Aspergillus 

fiavus, Aspergillus figer, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolinfer etpenicillium sp. 

Ces souches ont été fournies et identifiées par l'équipe de mycologie du laboratoire 

Produits naturels en Novembre 2007. Les souches sont depuis isolées sur milieu Sabouraud 

pH 5,8 et repiquées d'une manière régulière. 

L'activité fongitoxique des produits a été évaluée par la technique d'empoisonnement 

de la nourriture de Perrucci et al., 1994 et Singh et al., 2008. Le milieu de culture utilisé 

- 	dans ce test est le milieu Sabouraud (Guerrier et al., 1988). 

Un volume de 1 ml de du produit à tester est bien mélangé avec 19m1 du milieu de 

culture. La boite contrôle est préparée d'une manière similaire avec I ml d'eau distillée stérile. 

L'effet du DMSO est étudié avec des concentrations de 5 et 10 %. Les boites préparées sont 

inoculées aseptiquement par le dépôt d'un disque de 0,6 cm d'une pré-culture de la moisissure 

de 3 jours. 

La lecture est réalisée à partir du 3ème  jour et le pourcentage d'inhibition mycélienne 

est calculé par la formule suivante: 

Pourcentage d'inhibition myceh 	
dc — dl

enne = 	 x 100 
de 

— 	Où: dc: diamètre de la colonie contrôle 

dt: diamètre de la colonie traitée. 

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures différentes. 
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V. Les différents solvants, pour l'extraction 

Différents modes d'extraction de la plante L.inermis ont été effectués pour la 

réalisation du criblage antimicrobien. Pour cela, l'eau et cinq solvants organiques ont été 

- 

	

	utilisés: le DMSO, l'éthanol, l'acétate d'éthyle, le chloroforme et l'éther di-éthylique. 

L'extraction avec l'eau a été réalisée par macération à chaude à froid. 

Les résultats des différents rendements (fig. 19) montrent que le meilleur rendement a 

été obtenu avec l'éthanol puis avec l'acétate d'éthyle, le chloroforme et enfin avec l'éther di-

éthylique. Le DMSO et l'eau étant des solvants difficiles à évaporer, les rendements dans ces 

cas sont reportés par rapport à la matière végétale initiale et ne peuvent pas être comparés 

avec ceux des autres solvants (le solvant a été entièrement évaporé). 

Le choix des solvants est en accord avec certains travaux qui indiquent que le criblage 

primaire de l'activité antimicrobienne doit être initié par l'extrait brut aqueux et éthanolique 

- 	suivi par des solvants moins polaires (Cowan, 1999). 

Zhang et Lewis rapportent que presque tous les composants actifs identifiés à partir 

- 	des plantes pour leurs activité antimicrobienne font partie des composés aromatiques ou les 

composés organiques saturés et qu'ils sont obtenus par une extraction initiale à l'éthanol ou 

- 	au méthanol (Zhang et Lewis, 1997). 

Figure 19. Rendement des extractions par les solvants volatiles utilisés. 
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VI. Effet de la concentration du UMSO 

Les tests de l'évaluation de l'activité antimicrobienné (antibactérienne et antifongique) 

ont été réalisés de telle façon que les produits de synthèse et les extraits bruts soient 

solubilisés dans le DMSO (utilisé comme solvant de resolubilisation). 

En plus de son utilisation fréquente en biologie, le DMSO nous a assuré: 

/ Une bonne solubilité des produits de synthèse et des extraits bruts. 

1' L'élimination de la contamination microbienne et de ce fait l'annulation de la 

stérilisation par l'autoclave ou autre méthode qui peut affecter la qualité de nos 

échantillons. 

y' La normalisation de nos travaux avec ceux réalisés sur d'autres produits par d'autres 

équipes (Tiwari et ai, 2005 
; 

Cos et al., 2006). 	. 

- 	 Ces mêmes auteurs rapportent que l'usage du DMSO était potentiellement toxique 

vis-à-vis des micro-organismes. Ce qui nous a amené à vérifier et à évaluer le seuil de cette 

-. 	toxicité. Les tests témoins du DMSO pur sur différentes souches bactériennes ont montré les 

résultats suivants (tableau 03): 

Comme on pouvait s'y attendre, l'usage du DMSO pur dans le milieu de culture s'est 

avéré toxique vis-à-vis des quatre souches de bactéries et de la levure (tableau03). Toutefois, 

le seuil minimum de cette toxicité est en dessous de la concentration de 6,25%. 

Notre travail à été réalisé en tenant compte de la concentration de 2% du DMSO, 

concentration considérée inactive sur nos souches. 
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- 	 Ceci est en accord avec certains auteurs qui ont rapporté que la concentration du 

DMSO allant de 10% (Poyraz et aI., 2008) jusqu'à 25% (Sarker et al., 2007; Nath et al., 

2008) n'était pas toxique, alors que d'autres considèrent que la dose 1% est le seuil minimum 

de la toxicité du DMSO (Cos et al., 2006). 

Dans le cas des champignons, les résultats de l'étude de l'effet du DMSO vis-à-vis de 

la croissance mycélienne (tableau 04) révèlent que l'utilisation du solvant pur dans le milieu 

de culture a exercé un effet inhibiteur sur la. croissance mycélienne des quatre souches. La 

concentration de 1% n'exerçait aucune activité inhibitrice. Suite à ce résultat, tous nos tests 

de l'évaluation de l'activité antifongiques (les produits naturels et de synthèse) sont réalisés 

durant ce travail à la concentration finale de 1% du DMSO. 

Tableau 04. Effet du DMSO sur la croissance mycélienne des moisissures. 

Souches 

du DMSO 	
F. oxysporum 	A. 1iger 	A.flavus 	R. stolinifèr 

II  

DMSOà5% 	 3,57 	 4,25 	 4,12 	4,67 

D1\ISO à 1% 	5,27 	 5,45 	 6,5 	 8,5 

Témoin 	 5,22 	 5,5 	 6,63 	8,5 

Les valeurs représentent les pourcentages d'inhibitions de la croissance mycélienne calculées par la formule: 

dc - dt 	 dc= diamètre de boite échantillons, 
% inhibition = X 100 

dc 	 dt= diamètre de la boite témoin 

A partir des résultats obtenus, nous pouvons conclure que l'usage de DMSO 

aux concentrations 1% et 2% n'est pas toxique vis-à-vis des champignons et 

bactéries respectivement. 
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111e Evaluation de l'activité antibactérienne 

Le choix des souches d'étude dépend du but spécifique de la recherche. Dans un 

criblage primaire, les souches de références sensibles aux médicaments sont de préférence 

employées et devraient représenter les souches pathogènes communes des différentes classes. 

Diverses combinaisons peuvent être possibles, mais le panneau devrait au moins se composer 

d'une bactérie gram positive et d'une gram négative (Cos et aL, 2006). 

Sur cette base, le choix des souches pour la réalisation des tests antimicrobiens des 

produits naturels et de synthèse a été fait de façon à avoir au moins un représentant de chaque 

classe des souches sensibles. De ce fait, quatre bactéries pathôgènes sensibles ont été choisies 

au cours de cette étude dont deux grams négatives: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 

Escherichia coli ATCC 25922 et deux grams positives: Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Enierococcusfaecalis ATCC 29212. 

Ces mêmes souches sensibles ont servi comme modèle de référence dans plusieurs 

études préliminaires d'évaluation de l'activité antibactérienne de nombreux produits naturels 

et de synthèse (Awadh Ali et al., 2001; Tiwari et al., 2006; Ôzçelik et al., 2007; Nair et 

Joseyphus, 2008) 

III.!. Evahi.ation de l'activité antibactérienne de la Lawsone 

111.1.1. La concentration de l'étude 

Nous nous sommes tout particulièrement intéressés dans un premier temps à l'étude de 

la variabilité des résultats de nos tests obtenus avec deux méthodes différentes de préparation 

de la Lawsone. En effet, une étude comparative a été réalisée entre les CMI obtenues à partir 

de la préparation d'une solution mère de la Lawsone à une concentration de 40,096 mg/ ml de 

DMSO et une autre préparation de la Lawsone préparée à la concentration de 4,096 mg/ml de 

DMSO (cette dernière préparée le jour même du test). 

Les résultats montrent (tableau 05) qu'avec les deux techniques utilisées (sur milieu 

- 	solide et sur milieu liquide), aucune différence remarquable n'a été signalée entre les CMI 

- 	obtenues avec les deux préparations de la Lawsone (40,96mg/ ml et 4,096mgI ml). 

- 	Suite à ce résultat, nous nous sommes alors attachés à réduire la pesée de nos dérivés de 

synthèse en prenant comme concentration de référence la préparation de 4,096mg/ ml. 
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En outre, par comparaison des résultats des CMI obtenues en milieu solide avec ceux 

obtenues en milieu liquide (tableau 05) nous pouvons remarquer qu'aucune différence 

- significative n'est notée entre les deux méthodes (CMI sur milieu liquide et sur milieu solid). 

Sur cette base, les deux méthodes peuvent être considérées dans nos tests comme étant 

révélatrices de résultats identiques. 

Tableau 05. Etude comparative des CMI (mg/ ml) de la lawsone avec deux méthodes de 
préparations différentes. 

40,96 mglrnl 4,096 mgltnl 

P.aeruginosa 2,048 2,048 

E.coli 1,024 1,024 
Milieu Solide 

S.aureus 0,512 0,512 

E.fiiecalis 2,048 2,048 

P.aeruginos'a 2,048 2,048 

E.coli 1,024 0,512-1,024 

Milieu liquide 
Laurcus 0,512 0,512 

E.faecalis 2,048 2,048 

111.1.2. Charge du disque 

• 	L'activité antimicrobienne des extraits bruts et des 'dérivés de synthèses peut être 

- 	détectée en observant la réponse de croissance de divers micro-organismes aux échantillons 

qui sont mis en contact avec eux. Le choix de la charge du produit à tester est une étape 

essentielle pour la réalisation des criblages antimicrobiens, qu'il s'agisse de la méthode de 

diffusion des disques sur milieu solide ou de la méthode des dilutions (Cos et ai, 2006). 

Partant de l'objectif tracé pour cette étude qui est l'évaluation de l'activité 

- 

	

	antimicrobienne des produits naturels et de synthèse par rapport à celle de la Lawsone, il nous 

a semblé nécessaire d'effectuer une étude de la concentration minimale inhibitrice de la 

- 

	

	molécule de référence, la Lawsone. Ensuite, en fonction des résultats obtenus nous pourrons 

déduire la charge à partir de laquelle tous les tests seront réalisés. 
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- 	 A partir des résultats représentés dans le tableau 05, nous remarquons que la souche 

P.aeruginosa a montré la résistance la plus forte avec une CMI de 2,048 mg/ml. Ce résultat 

nous a poussés à réaliser nos tests d'évaluation de l'activité des produits de synthèse par la 

méthode de diffusion des disques sur milieu solide à la dose de référence de 2,048 mg/disque. 

Cette concentration est en accord avec certains travaux récents qui ont utilisé les doses 

suivantes: 2,5 mg/disque (Fang et al., 2006), 2mg/disque (Poyraz et al., 2008), 1,6mg/disque 

(Luo et al., 2008) et 1,024mg/disque (Ôzçelik et al., 2007). 

111.1.3. Evaluation de l'activité antibactérienne de la Lawsone par la 

méthode de diffusion des disques 

La Lawsone est le principal colorant de la plante L.inermis, certains lui attribuent 

principalement l'activité antimicrobienne de la plante (Sharma, 1990; Cowan,1999; 

Shaukat et al., 2008). Au cours de notre étude, la Lawsone a été aussi le point de départ de la 

synthèse des dérivés de Lawsone. 

Les résultats du test préliminaire de l'activité antimicrobienne par la méthode de 

diffusion des disques (tableau 06) montrent que la Lawsone présente une activité 

antimicrobienne vis-à-vis des trois souches de bactéries. En effet, une activité moyenne a été 

signalée vis-à-vis des souches E. col! et S.aureus et une faible activité a été enregistrée vis-à-

vis de la souche E.faecalis. Cependant, la souche P.aeruginosa s'est montrée très résistante. 

Tableau 06. Zones d'inhibition (mm) de la Lawsone. 

E.JciIis 

06,0 +0 20,5 ±0,7 16,8 ±0,6 13,5 ±0,8 

31,5 ±0,7 33,6±3,7 28,8 ±0,3 30,0 ±Q 

20,5 ±3,6 24,0 ±0 25,5 ±0,2 28,0 ±2,1 

Lawsouue 	(2D$mg/ disque) 

C'iprofladne (005nug/di'qe) 

(eu umycine 	(O0 I 5mg/diq ue) 

Dans une étude réalisée par park et ai, 2006, la Lawsone a montré, à la dose de 

0,1 mg/disque, une .forte activité antibactérienne vis-à-vis de la souche Helicobacter pylori 

ATCC 43504. Le diamètre de la zone d'inhibition obtenu était 43 mm. 
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- 	 L'activité enregistrée pour la Lawsone revient probablement du fait que les 

naphtoquinones sont des composés aromatiques qui possèdent deux fonctions cétone. Ils 

-  présentent à travers leurs structures di-cétonique une vraie source de radicaux libres stables. 

Ce sont des composés capables de se complexer irréversiblement avec les acides aminés 

nucléophiles des protéines. Cette complexification mène souvent à l'inactivation des protéines 

et à la perte de leurs activités. Les cibles probables dans les cellules microbiennes sont les 

- 

	

	adhésines de surface, les polypeptides des parois cellulaires et il y aurait aussi inactivation des 

enzymes (Stern et al., 1996). 

111.1.4. Etude de la Concentration minimale inhibitrice de la Lawsone 

L'étude de la CMI de la Lawsone vis-à-vis des quatre souches testées par la méthode 

des disques, a été réalisée par deux techniques: CMI sur milieu solide et sur milieu liquide. 

Les résultats obtenus (tableau 07) ne sont pas en accord avec ceux de la méthode de diffusion 

des disques. La souche S.aureus s'est montrée la plus sensible, alors que la souche E.faecalis 

a rejoint P.aeruginisa dans sa résistance. 

Tableau 07. CMI de la Lawsone (mg/ml). 

2,048 IO24-0,51 0,512 2.18 

0,5 io 3  0,008 io-3  0,25 10 3  0,510 -3 

2 0,5 iO 3  0,2510-3  810 

Par comparaison des résultats obtenus avec la Lawsone et ceux obtenus avec les deux 

antibiotiques de références utilisés : la Ciprofloxacine et la Gentamycine, nous remarquons 

- 

	

	que les CMI sont très écartées. Ce qui nous amène à. conclure que la Lawsone a un potentiel 

d'activité qui est très faible comparativement aux deux antibiotiques utilisés. 

Au cours de cette partie, l'évaluation de l'activité de la Lawsone vis-à-vis des 

quatre souches bactériennes testées nous a montré que la Lawsone possède une 

activité antibactérienne qui est considérée comme étant faible par comparaison aux 

résultats obtenus avec ceux des deux antibiotiques utilisés dans ces tests. 
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- 	111.2. Evaluation de t'activit autibactrieflfle des drMs de 

synthèse 	 I  

111.2.1. Evaluation de l'activité des dérivés de synthèse par la méthode (le 

diffusion des disques 

- 	 Les dérivés de la 1 .4-naphtoquinone sont des substances largement distribuées dans la 

nature. Certaines plantes contenant ces dérivés ont été utilisées dans la médecine 

traditionnelle pour la thérapie de maladies diverses, telles que les maladies infectieuses 

causées par des agents bactériens et fongiques (Munday et ai, 2007). 

Toutefois, certains auteurs rapportent qu'une toxicité des dérivés 1,4 

naphtoquinonique attribuée à l'espèce "oxygène actif' est produite à travers le cycle redpx 

(Munday et ai, 1991). Au cours de cette partie du travail nous avons tenté de bloquer un des 

- 

	

	sites cétones de la Lawsone tout en essayant par cette opération de garder son activité intacte 

et de diminuer sa toxicité. Pour cela, huit dérivés de la Lawsone ont été synthétisés par un 

- 

	

	greffage de groupements acétonitrile sur la position 4 du noyau naphtoquinonique 

(Schéma 20). 
o 

OH 

(, 

Schéma20. Fixation des dérivés acétonitriles en position 4 du noyau naphtoquinone 

Tous les produits synthétisés ont fait l'objet d'un criblage de l'évaluation de l'activité 

antibactérienne vis-à-vis de deux bactéries à gram (-) et deux à grams (+). Les résultats ont été 

comparés avec ceux de la molécule de référence: la Lawsone. 

Les résultats du test préliminaire par la méthode de diffusion des disques (tableau 08; 

photo2 1; photo 22) montrent que la meilleure zone d'inhibition est attribuée au produit de 

synthèse PO4 suivie du produit P05 et P06. Les deux produits PO4, P05 sont actif vis-à-vis 

des deux bactéries gram (+) alors que le produit P06 est actifs simplement vis-à-vis 

— 

	

	d'E.faecalis. Les autres produits: P01, P02, P03, P7 et P08 n'ont montré aucune zone 

d'inhibition et de ce fait aucune activité ne leur est attribuée. 
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- 	 Le produit PO4 peut être classé parmi les produits à fortes activités alors que les 

produits P05, P06 et la Lawsone montrent une moyenne activité vis-à-vis de S. aureus. 

- 	Ainsi, les produits PO4, P5et la Lawsone montrent uneforte activité vis-à-vis d'E.coli et une 

faible activité vis-à-vis d'E. faecalis 

Tableau 08. Zones d'inhibition (mm) de la Lawsone et des dérivés de synthèse. 

Produits (le synthèse 
P. (wr1IiflOS(I 	L coli 	S.aiir'us 	E.fi,eca!i.s' 

(2,048mg/disq tue) 

Lawsone 06,0 ±0 20,5 ±0,7 16,8 ±0,7 13,5 ±0,7 

O I 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 

02 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 

03 06,0-10 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 

04 06,0 ±0 06,0 ±0 22,0 ± 1,4 14,1 ± 0,6 

06,0 ±0 06,0 ±0 17,0 ± 2,8 : 	14,5 ± 0,7 

06 06,0 ±0 06,0 ±0 16,0 ± 2,8 06,0 ±0, 

07 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 06,0 ±0 

08 06,0 ±0 06,0±0 06,0 ±0 06,0 ±0 

Ciprofloxacine(0,005rngidisqne) 31,5 ±0,7 33,6 ±3,7 28,8 ±0,3 30,0 ±0 

Gentamycine (0,015mg/disque) 20,5 ±3,5 24,0 ±0 25,5 ±0,2 28,0 ±2,1 

06.0 : aucune zone d'inhibition observée 

Les bactéries à grains (-) sont toujours plus résistantes que les bactéries à grams (+) et 

aucune zone d'inhibition n'a été observée chez les bactéries à gram (-) sauf avec la Lawsone. 

- La comparaison entre l'activité antibactérienne des produits de synthèse: PO4, P05 et P06 par 

rapport à celle de la Lawsone montre que le composé PO4 présente la meilleure activité vis-à-

vis de S. aureus. Par contre, la différence entre l'activité antibactérienne vis-à-vis d'E.faecc4lis 

et de S.aureus est infime entre les produits P05, P06 et la Lawsone; De même vis-à-vis 

-  d 'E.faecalis, la différence de l'activité entre le composé PO4 et la Lawsone reste toujours 

minime. 

Par rapport aux antibiotiques, les différences sont significatives sauf vis-à-vis de 

S.aureus où la différence entre les diamètres de la zone d'inhibition entre le produit PO4 et la 

Gentamycine est semblable. 
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Durant ce test, les bactéries grams à négative exhibent une résistance plus élevée que 

les grams à positives, résultats dûs certainement à la différence structurale des parois des 

bactéries à grams positive et à grams négative (Ahmad et beg, 2000). La résistance montrée 

par la souche P.aeruginosa était attendue surtout que c'est une souche qui possède une 

- 

	

	résistance intrinsèque à une large gamme de biocides, associée à la nature 

lipopolysaccharidique de sa membrane externe. Cette barrière « hyrophilic permeability 

- 	barrier» la protège des agents externes. 

- 	 L'antibiogramme a été réalisé avec la Ciprofloxacine (0,005mg/disque) et la 

Gentamycine (0,015mg/disque) pour le contrôle des souches tout en suivant les 

recommandations du Casfm, 2008. Les résultats obtenus (tableau 08 et tableau 09) 

concordent avec les limites acceptables des diamètres d'inhibition (NCCLS, 2003; Casfm, 

- 

	

	2008). L'antibiogramme nous a permis, d'une part, de vérifier la conformité de nos souches 

de références, d'autre part la validité de nos manipulations et de la technique utilisée et enfin 

- 	la comparaison des résultats obtenus avec ceux des extraits bruts. 

Le choix de ces deux antibiotiques était basé sur leur disponibilité dans le commerce 

ainsi que sur leur utilisation comme référence dans plusieurs travaux récents (Tiwari et ai, 

2006; Nath et ai, 2008). 

Photo 21. 	. zones d'inhibition des Photo 22. 	 - zones d'inhibition des dérivés 
dérivés de synthèse vis-à-vis de S.aureus 	 de synthèse vis-à-vis d'E.faecalis 
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111.2.2. L'étude de la CMI des dérivés de synthèse 

Les composés jugés actifs avec la première technique: PO4, P05 et P06, ont fait l'objet 

d'une évaluation de leur CMI. L'étude de la CMI a été réalisée par la méthode des dilutions 

en milieu liquide vis-à-vis des quatre souches afin de vérifier leur inactivité vis-à-vis des 

souches à gram(-) 

Les résultats (tableau 09) obtenus avec la méthode des dilutions ne semblent pas être 

en corrélation avec ceux de la méthode de diffusion en milieu solide. Ainsi, pour les zones 

d'inhibition, 22,0 mm et 14,1mm obtenues avec le produit PO4 vis-à-vis S.aureus et 

E.faecaiis respectivement, aucune CMI n'as été signalée. 

Tableau 09. Résultats des CMI (mg/ml) des produits actifs et de la Lawsone. 	I  

Produits de synthèse 	P aei uginosa 	E col: 	S aureus 	Efa& alis 

Lawsone 	 2,048 	1,024 	0,512 	2,048 

PO4 	 2,048 	>_ 2,048 	> 2,048 	? 2,048 

P05 	 ? 2,048 	2 2,048 	 0,064 	 0,256 

	

P06 22,048 	22,048 	0,032 	22,048 

Gentamycine 	2 	 0,5 10 	0,2510- 	8 10 

Ciprofloxacine 	0,5 104 	0,008 10-3 0,2510 	0,510,  

La CMI du produit P05 est de l'ordre de 0,064 mg/ml vis-à-vis de S.aureus et elle est 

de l'ordre de 0,256 mg/ml vis-à-vis d'E.faecalis. La meilleure activité est enregistrée pour le 

produit p06 (0,032 mg/ml). Cette activité a été accentuée huit à seize fois par rapport celle de 

la Lawsone pour le produit P06 et quatre à huit fois plus que celle de la Lawsone 

(0.512 mg/mi) pour le produit P05. Enfin le composé P05 a montré une activité quatre fois 

plus élevée que celle de la Lawsone (0.256 mg/ml) vis-à-vis d'E.faecalis. La modification de 

la structure de Lawsone à travers les produits P05 et P06a permis d'améliorer l'activité 

antibactérienne vis-à-vis de E.faecalis et S.aureus. 

Les résultats (tableau 09; photo 23) montrent aussi que même avec la méthode des 

dilutions, les bactéries à gram (-) sont toujours résistantes aux produits testés. Ceci nous 

ramène à dire que les que le greffage des groupements acétonitriles dans produits PO4, P05 et 

P06 ne présente aucune amélioration de l'activité antimicrobienne vis-à-vis des bactérie à 

	

- 	gram (-), alors que la Lawsone présente quand même une faible activité antibactérienne. 
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L'activité montrée par les produits de synthèse, particulièrement P06 et P05 peut être 

expliquée par la présence d'un groupement chloré pour le produit P06 et d'un groupement 

nitré pour le P05. Quant au produit PO4, aucune fonction particulière n'a pu nous permettre 

de justifier son activité. 

Nous pouvons conclure que, des huit produits synthétisés seuls trois ont 

présenté une activité antibactérienne plus élevée que celle de la Lawsone vis-à-vis 

de S.aureus (de quatre jusqu'à 16 fois). Ceci nous fait penser que le greffage des 

groupements acétonitriles sur la position 4 du noyau 1,4 naphtoquinone provoque 

une diminution de l'activité des dérivés de la Lawsone et que le pôle cétone en 

position 4 fait partie intégrante du principe actif de la Lawsone et des 

naphtoquinones d'une manière générale. 

Nous suggérons de changer le site greffage et de s'intéresser aux positions 2 

et 3 du noyau naphtoquinone tout en utilisant des groupements chlorés et nitrés qui 

semblent optimiser l'activité antibactérienne. 

111.3 Evaluation de l'activité antibactérienne des extraits bruts 

Ces dernières années, ont été marquées par le ` peu de nouvelles molécules 

antibiotiques commercialisées et par l'apparition de la résistance des bactéries pathogènes 

humaines aux antibiotiques déjà connus. Ceci est dû particulièrement à l'usage abusif des 

antibiotiques. Cette situation alarmante a fait que de nombreuses études sont actuellement 

menées pour mettre en valeur de nouvelles drogues antimicrobiennes d'origine naturelle 

(Ahmad et beg, 2001). Les propriétés antimicrobiennes ainsi que l'usage des feuilles de 

L. inermis pour lutter contre certaines maladies infectieuses ont été rapportées dans des études 

variés (Malekzadeh, 1968 ; Sharma, 1990 ; Muhammad et Muhammad, 2005). 

Dans cette partie de notre travail, nous avons voulu évaluer l'activité antibactérienne 

des feuilles de la plante L.inermis. Sachant que la plante L.inermis est une espèce qui est très 

riche en composés naphtoquinoniques et que la Lawsone existe dans cette plante de à des 

proportions variant entre 0,4 à 1,5% de matière sèche organique (Kirkland et Marzin, 2003 ; 

McMillan et al., 2004), nous avons essayé d'illustrer l'implication de la Lawsone dans 

l'activité de la plante L.inermis par la réalisation d'une série de macérations à l'aide de six 

solvants différents. 
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Photo 24. 	1 - l'activité antibactérienne des Photo 25. 	 - l'activité antibactérienne des 
différents extraits des feuilles de L. inermis vis-à-vis différents extraits des feuilles de Linermis vis-à-vis 

de S.aureus 	 d'E.faecalis 

111.3.2 Etude de la CMI des différents extraits bruts 

L'ensemble des extraits bruts des feuilles de L.inermis a fait l'objet d'une deuxième 

étude qui a porté sur l'évaluation de leur activité antibactérienne par le biais de la métho'de 

des dilutions sur milieu solide ou CMI en milieu solide. 

Les résultats de cette étude (tableau 12) concordent avec ceux obtenus dans la 

première méthode vis-à-vis des bactéries à gram positive et non pas vis-à-vis des souches à 

grams négative. 

Ainsi, tous les extraits qui ont montré une zone d'inhibition précédemment ont révélé 

une inhibition de la croissance à l'intervalle de concentration utilisée. Cette fois ci toutes les 

souches se sont montrées sensibles à la différence de la méthode de diffusion où simplement 

les bactéries à grams positives étaient sensibles. 
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Extrait étW»o1ique 	 3,45 2,30 2,30 2,30 	. 

E.rLit A&k d' , th'k 	3,50 	 2,62 2,62 2,6 

Extrait lhem diëlhvliqeîe 	- 	 - - - 

r . . 	0,2510-3 	0,00810--3  0,25 10 0,5 10 3  

(mvdne 	10 3 	0,510-3  0,25 10 81 	j 
- 	pas de CMI observée àFintervalle de concentration utilisée 

* : résultats par rapport au poids de la matière végétale 

L'extrait par le DMSO s'avère toujours actif auquel on attribue la meilleure activité 

(CMI = 3,120-4,690mg/mI par rapport au poids de la matière végétale). Cependant toutes les 

souches révèlent une sensibilité à un niveau presque identique, aux deux extraits par l'éthanol 

et par l'acétate d'éthyle. Les CMI obtenues avec ces deux extraits sont quantitativement plus 

élevées que celles obtenues avec l'extrait par le DMSO. On peut penser que ces deux 

solvants: l'éthanol et l'acétate d'éthyle, extraient les mêmes composés qui sont à l'origine de 

l'activité antibactérienne des feuilles de la plante. Cependant, les extraits bruts 

chloroformiques, aqueux à froid et aqueux à chaud semblènt être inactifs à l'intervalle 'de 

concentration utilisée. 

Les résultats de la CMI de la Lawsone ne semblent pas être très éloignés de ceux 

obtenus pour les extraits bruts. Sachant que le taux de Lawsone dans nos extraits est d'environ 

0,1-0,38mg, on peut suggérer que l'activité antimicrobienne des feuilles du henné est 

largement influencée par l'action de la Lawsone. Toutefois, la Lawsone n'est pas le seul 

composé qui est responsable de la totalité de cette activité, du moins sous la forme libre 

sachant que la Lawsone existe dans les feuilles sous forme d'hétéroside (Brunton, 1999). 
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VU. L'évaluation de l'activité antifongique 

Le choix des souches de champignons est une étape importante dans l'étude du 

- 	criblage antifongique. Ce choix doit être porté dans un premier temps sur des souches de 

- 	références sensibles. En ce qui nous concerne, la non disponibilité au niveau de notre 

laboratoire des souches de références sensibles nous a poussés à mener les tests sur une levure 

multirésistante de Candida albicans de référence ATTC 10231 (Ôzçelik et ai., 2007, Nath et 

al., 2008) d'une part et sur cinq souches sauvages de moisissures, Aspergillus flavus, 

Aspergillus figer, Fusarium oxysporum, Rhizopus stolinifer et penicillium sp d'autre part. 

1V.i Evaluation de l'activité antifongique de la Lawsone 

- 	 Le choix de la concentration pour l'étude de l'activité antifongique à été effectué par 

- 

	

	la réalisation de la CMI de la Lawsone vis-à-vis des quatre souches de moisissures par la 

technique de l'empoisonnement de la nourriture (technique basée sur le mélange du produit à 

- tester avec le milieu de culture des souches). Les résultats (tableau 13 ; photo 26 et photo 27) 

montrent une inhibition totale de la croissance mycélienne des cinq souches testées à la 

concentration de 0,2 mg/ml (concentration de la Lawsone dans le milieu de culture), mis à 

- 	part la souche R.stoiinfer. Cependant, à une concentration plus basse que 0,2mg/ ml la 

- 	croissance débutait pour certaines souches (F. oxysporun et A.fiavus). 

- 	 Les résultats de l'activité l'antifongique de la substance de référence: 

- 

	

	l'AmphotéricineB à la concentration de 0,2 mg/ml, sont les mêmes que ceux de la Lawsone 

vis-à-vis des quatre souches: F.oxysporum, A.niger, A. flavus et penicillium sp. Alors qu'à la 

- 	même concentration que celle de la Lawsone (0,2 mg/ml), la souche R.stolinfer a montré une 

- 	sensibilité pour l'Amphotéricine B. 
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IV2. Evaluation de l'activité des dérivés de synthèse 

L'intervention des dérivées 1,4 naphtoquinoniques dans l'activité antifongique est une 

propriété qui a été rapportée par plusieurs auteurs (Meazza et ai., 2003, Munday et al., 2007) 

particulièrement les composés possédant un noyau hydroxy-1,4-naphtoquinone (WicLt1, 

1999). Ce qui nous a donc encouragés à tester nos dérivés de synthèse sur les champignons et 

à essayer d'évaluer cette activité pour vérifier l'apport de la synthèse organique dans 

l'amélioration de l'activité antifongique. 

IV.2.1. Evaluation de l'activité antifongique vis-à-vis de la levure 

L'évaluation de l'activité antifongique des dérivées de synthèse vis-à-vis de la souche 

- 	multirésistante de C.aibicans a été réalisée par la technique de diffusion sur milieu solide 

inspirée des recommandations du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 

- 	(Espinel-ingroff, 2007). 

Les résultats obtenus (tableau 14) ne nous montrent aucune zone d'inhibitipn 

intéressante de la Lawsone et des dérivés de synthèse vis-à-vis de la souche C.aibicans à la 

différence de l'antifongique de référence: Amphotéricine B qui montre une bonne activité. 

Tableau 14. Zones d'inhibition (mm) des dérivés de synthèse vis-à-vis de c.albicans. 

Ampli B L 	P01 P02 P03 PO4 P05 P06 P07 P08 

Zones d'inhibition 	22,2 	08,00 06,0 06,0 06,0 06,0 06,0 06,0 06,0 06,0 

disques chargés avec 0,2mg/disque 

Ces résultats nous amènent à conclure que les dérivés de synthèse sont 

complètement inactifs vis-à-vis de C.aibicans ATTC 10231, alors que la Lawsone 

parait dotée une légère activité contre la levure C.albicans. 
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produits testés ont exercé un léger retardement de la croissance (au minimum 1,54%), mais 

ces résultats ne sont pas pris en considération. 

La souche R. Stolinfe, est la souche la plus résistante rencontrée dans notre étude et qui 

ne montre aucune sensibilité vis-à-vis de tous les produits testés sauf pour l'AmphotéricineB. 

D'après les résultats obtenus avec la Lawsone, nous pouvons dire que la synthèse n'a 

pas contribué à l'amélioration de l'activité antifongique. En fait, la Lawsone est un dérivé de 

la famille des naphtoquinones qui détient de ce fait deux extrémités cétone libres. La synthèse 

des produits avait pour objectif de bloquer l'un des deux sites cétones. Par cette action nous 

pensions diminuer la toxicité et améliorer l'activité de la Lawsone, ce qui s'est révélé être 

erroné. 

A travers ces observations, nous rejoignons certains auteurs qui précisent que les 

dérivés naphtoquinones possèdent une activité antimicrobierine et que le pôle dicétone est 

responsable principalement de l'altération des fonctions vitales des microorganismes par leurs 

facultés de se lier au adhésines, aux polypeptides membranaires et aux enzymes (Cowan, 

1999). 

Les résultats obtenus avec les champignons joignent ceux obtenus avec les 

bactéries et confirment que la structure di-cétonique de la Lawsone est un dispositif 

important dans la génération de son activité. 

IV.3.. Evaluation de l'activité antifongique des extraits bruts 

Les infections fongiques opportunistes, y compris les mycoses invasives connaissent 

une augmentation de leurs incidences durant ces deux dernières décennies en raison de la 

prédominance des conditions d'immunosuppression tel que le HIV-SIDA, la transplantation 

des organes, le cancer.. . etc. La recherche de nouveaux médicaments antifongiques d'origine 

naturelle est intensifiée ces dernières années car les thérapies actuelles ont montré leurs 

limites et les souches résistantes aux médicaments disponibles sont de plus en plus fréquentes 

(Liu et al., 2007). En plus des ces propriétés antibactériennes, les feuilles de L.inermis sont 

également connues pour la prévention de l'infection fongique de la peau et du cuir chevelu 

(Guerrier et al., 1988). 
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IV.3.I. Evaluation de l'activité antifongique vis-à-vis (le la levure 

IV.3.1.1. Méthode de diffusion des disques 

Dans cette partie du travail, une première étude a été réalisée sur la levure C.albicans 

par la méthode de diffusion en milieu solide. Les six extraits bruts des feuilles de L.iner,his 

ont été testés. Les résultats (tableau 16) montrent des zones d'inhibition très rapprochées entre 

les extraits par le DMSO et l'éthanol comparés à ceux de la Lawsone à 0,2 mg/ml. Les 

extraits aqueux à froid, à chaud, éther di-éthylique et chloroforme ne montrent aucune zone 

d'inhibition. 

- 	 Tableau 16. Zones d'inhibitions (mm) des différents extraits bruts des feuilles de 
L.inermis vis-à-vis de (i'.albicans. 

Ampli B' 	L 	D\ISO 	
d Aqueux 

froid 	a chaud 	
EtOH Ether 	chf 

Zones 	22,2 	08,0 	11,7 	06,0 	06,0 	10,0 	06,0 	06,0 
d'inhibition (mm) 
AInpJiotericii1e B et Lawsone à 0,2 mg/disque 

En terme d'activité, l'extrait par le DMSO peut être classé parmi les produits à faible 

activité alors que l'extrait par l'éthanol et la Lawsone sont classés parmi les produits à petite 

activité. 

D'après le tableau 12, on peut penser à écarter l'implication des coumarines, les 

flavonoïdes et les tanins dans l'activité anti-candida des feuilles de L.inermis. 

D'après Guerrier et al., 1988, l'extrait réalisé par une suspension de 10% de poudre 

henné du commerce dans l'eau distillée est inactif vis-à-vis d'une souche sensible de 

C.albicans. D'autres travaux (Abd-el-Malek et al., 1973 et Habbal et al., 2005) rapportent 

que l'extrait éthanolique réalisé à partir des feuilles de henné ne montre aucune activité visà-

vis d'une souche de C.albicans sauvage. 

Ceci est en accord avec nos résultats, ce qui nous fait penser que la souche de 

C.albicans, utilisée dans notre travail, résiste fortement aux extraits bruts des feuilles de 

L. inermis. Ce comportement est probablement dû à son potentiel multirésistant ou peut être à 

l'inactivité probable de nos extraits et de la Lawsone sous sa forme libre (c'est à dire sous 

forme de 2-hydroxy-1,4-naphtoquinone) (Wichtl, 1999). 
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L'extrait par l'éthanol a montré la meilleure activité par rapport aux autres extraits 

testés, notamment avec une inhibition de presque 72% de la croissance de la souche 

- 	Foxysporum et à la concentration de 3,7 mg/ml. 

Tableau 18. Pourcentages d'inhibitions de la croissance mycélienne des moisissures par 
- 	 différents extraits bruts des feuilles de L. inermis. 

F. oxi'ponim 	A.flavus 	A. niger 	R. stoloniftr 	Penicilliu,n sp 

Lawsone (0,2 mg/ml) 
88,29 ± 0,4 87,47 ± 1,6 90,62 ± 0 00,00 ± 0 69,02 ± 3,2 

lxtrait DMSO 18,96 ± 0,6 00,00 + 0 00,00 ± 0 00,00 ± 0 21,19 ± 1,4 

Extrait aqueux à froid 00,00 ± 0 00,00 + 0 00,00 ± 0 00,00 + 0 00,00 ± O 

Extrait aqueux à chaud 00,00 ± O 00,00 ± 0 00,00 ± 0 00,00 ± O 0,00 ± O 

Extrait éthanol 711)95 ± 097 00,00 ± 0 09,46 ± 0,4 00,00 ± 0 25,01 ± 2,9 

- 	Extrait chloroforme 10,65 ± O 00,00 ± 0 03,95 ± 0,5 00,00 ± 0 14,31 ± 2,4 

Extrait acétate d 'éthyle 16,31 ± 1,3 00,00±0 00,00±0 00,00±0 10,01 ± 1,7 

Extrait éther diéthylique 14,73 ± 1,3 00,00 ± 0 00,00 ± 0 00,00 ± 0 18,44 ±2,4 

Amphotéricine B 
88,29 ± 0,4 87,47 ± 1,6 90,62 ± 0 79,64 ± 0 69,02 ± 3,2 

(0,2 mginJ) 

- 	Les valeurs représentent les pourcentages d'inhibitions de la croissance mycélienne calculées par la formule: 
dé 	- dt 

% inhibition = 	dc 
X 100  

dc= diamètre de boite échantillons, dt= diamètre de la boite témoin 

Les autres extraits bruts, à leur tour n'ont montré aucune activité intéressante vis-à-vis 

- 	de toutes les souches utilisées. Ceci est dû peut être soit à la faible masse de la matière 

végétale utilisée pour réaliser la macération, soit à la résistance des souches sauvages utilisées 

- 	dans ce criblage, ou bien la plante L.inermis ne présente aucune activité antifongique vis-à-vis 

des cinq souches utilisées. 

En effet, certains travaux indiquent que la teinture du henné est employée comme 

- 	médicament pour le traitement des mains et des pieds contre les mycoses et que l'activité 

antimycosique due à Lawsone (Khare, 2007). Mais rares sont les auteurs qui précisent les 

- 	souches vis-à-vis desquelles L.inermis présente l'activité antifongique. Cependant, l'étude 

réalisée par Muhammad et Muhammad sur les feuilles de L. inermis testées vis-à-vis des 
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- 	souches A. figer et F. oxysporum d'origine hospitalière, montre que l'extrait brut aqueux n'est 

actif qu'à partir de la concentration de 80mgIml vis-à-vis de A.niger et à partir de 30 mg/ml 

- 	vis-à-vis de F.oxysporum (Muhammad et Muhammad, 2005). 

A partir du tableau 19 et la littérature (Wichtl, 1999 ; Khare, 2007), on peut penser 'au 

- 	rôle probable des polyphénols dans l'activité antifongique divulguée par l'extrait brut 

éthanolique. Cette activité qui persiste très intéressante jusqu'à la concentration de 1,84 

- mg/ml lors de l'étude de la CMI de l'extrait par l'éthanol vis-à-vis de la souche F.oxysporum 

(tableau 14). 

Tableau 19. CM  de l'extrait brut éthanolique vis-à-vis de F.oxysporum 

- 	 en nig/ml 	14,72 	7,36 	3,7 	1,84 	0,9 	0,46 

% d'inhibition 	89,01 	89,01 à 	 72,72 	55,75 	25,45 	09,90 

Ces résultats, nous permettent de conclure que l'extrait éthanolique de plante 

L.inermis possède une activité antifongique intéressante vis-à-vis de la souche 

F oxysporum et que la Lawsone joue un rôle dans cette activité. Il serait intéressant 

par la suite de tester les extraits de la plante sur d'autres souches telles que les 

dermatophytes ou les mycoses systémiques. 

Photo 28. 	. l'activité antifongique de l'extrait par l'éthanol 
vis-à-vis de F.oxysporum 
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- 	 Conclusion & perspectives 

-, 

L'objectif de ce travail est d'évaluer l'actvt antn 	ûbiiîi 	çriei1 	et 

- 	antifongique) de quelques produits de synthèses dérivées naphtoquinoniqUes et de quelques 

- 	extraits bruts de la plante Lawsonia inermis (le Henné) puis de comparer ces activités à ceux 

de la Lawsone (principale colorant des feuilles de Henné). 

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps à évaluer l'activité 

antimicrobienne de la Lawsone pure obtenue commercialement (molécule 1) et de quelques 

produits de synthèse (molécule 2) obtenus par greffage de groupements acétonitriles sur la 

position 4 du noyau 1,4 naphtoquinone de la Lawsone. 

011 

M. 

Y 	X 

Molecule 1. La Lawsone 1 Molecule2. Dérivés de la Lawsonc 

La modification du noyau naphtoquinone nous a permis d'obtenir huit produits qui 

ont été testés sur différentes souches: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escheric/iia 

col! (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Enterococcusfaecal!s (ATCC 

29212), C.albicans (ATCC 10231), Aspergillus flavus, Aspergillus figer, Fusarium 

oxysporum, Rhizopus stoiinfer elpeniciiium sp. 

Deux méthodes ont été suivies pour réaliser les tests: 

- La technique de diffusion sur disques, nous a permis de mettre en évidence une 

- 	activité intéressante pour la Lawsone vis-à-vis d 'E. cou, S. aureus et E.faecalis et pour les 

produits nommés PO4, P05 et P06 vis-à-vis de S.aureus. 

- L'étude de la concentration minimale inhibitrice (CMI) nous a permis de révéler 

des CMI intéressantes pour deux produits P06 (0,032mW ml vis-à-vis de S.aureus) et P05 
'• (k 	 ...I ­­  '. 	A 'l' 
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Annexe I.: Milieux de culture 
Bouillon Nutritif (BN, Fluka, BioChemika) 

Formule (en gIl) 
Extrait de viande 	3,0 
Peptone 	 5,0 
Chlorure de sodium 	5,0 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH= 7,2 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 13g de la poudre dans un litre d'eau distillée, en suite stériliser par autoclavage à 
121°C pendant 15min. 

Gélose Nutritive (GIS, Fluka, BioChemika, 70148) 
Formule (en g/l) 

- 	Extrait de viande de boeuf 1,0 
Extrait de levure 	2,0 
Peptone 	 5,0 
Chlorure de sodium 	5,0 
Agar 	 15,0 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH = 7,2 (±0,2) à 37°C 
Suspendre 28g de la poudre dans un litre d'eau distillée ensuite chauffer sous agitation jusqu'à 
ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121°C pendant 15min 

Gélose Mueller Hinton (Fluka BioChernika, 70191) 
Formule (en g/1) 
Infusion de viande de boeuf 4,0 
Hydrolysat de caseine 	17,5 
Amidon 	 1,5 
Agar 	 15,0 

- 	Eau Distillée 	 qsp IL 
pH= 7,4 (±0,2) à 37 0C. 
Suspendre 38g de la poudre dans un litre d'eau distillée ensuite chauffer sous agitation jusqu'à 
ébullition pour la dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121°C pendant 
l5min. 
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Bouillon au coeur cerveau (BfflB, INSTITUT PASTEUR D'ALGERIE) 
Formule (en g/l) 
Extrait de cerveau 	 7,8 
Extrait de coeur 	 9,7 
Peptone 	 10,0 
NaCI 	 5,0 
di-sodium Phosphate 	 2,5 
Dextrose 	 2,0 

- 	Eau Distillée 	 qsp IL 
pH= 7,4 (±0,2) à 37°C. 
Suspendre 37g de la poudre dans un litre d'eau distillée, chauffer si c'est nécessaire pour la 
dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121°C pendant 1 Smin. 

- 	 Bouillon Sabouraud 

Formule (en g/fl 
Peptone pepsique 	 10 
Glucose 	 20 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH= 5,8(±0,2)à37°C. 	 . 	 J 

Suspendre 30g de la poudre dans un litre d'eau distillée, chauffer si c'est nécessaire pour la 
dissolution totale du milieu et stériliser par autoclavage à 121°C pendant I 5min. 

Gélose Sabouraud 

Formule (en g/fl 
Peptone pepsique 	 10 
Glucose 	 20 
Agar 	 15 
Eau Distillée 	 qsp IL 
pH=5,8 (±0,2) à 37°C. 
Suspendre 45g de la poudre dans un litre d'eau distillée ensuite chauffé sous agitation jusqu'à 
ébullition pour la dissolution totale du milieu et la stérilisation par autoclavage à 121°C pendant 
1 Smin. 
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Annexe H Tableaux 

Tableau 21. Les rendements obtenus avec les différents solvants. 

Solvants DMSO Ethanol Acétate Chloroforme 	Ether di- 	Eau 

d'éthyle 	 éthylique 

Rdt en % 	 - 	8,03 	4,75 	3.25 	1,25 	- 

Tableau 21: Limites inférieurs des diamètres d'inhibitions des produits de synthèse 

vis-à-vis F. oxysporum 

Concentrations mg/ml 0,200 0,150 0,100 0,050 0,025 0,0125 

Lawsone 88,95 69.30 42,35 17,12 7,36 5,34 

p01 50,35  43,64 44,75 41,06  

p 02 52,63 - - - - - 

p 03 50,00  29,46 23,92 7,85 - 

p05 56,13 - - - - - 

p06  37,54 33,36 30,25 21,36 17,12 12,85 

Tableau 22. Limites inférieurs des diamètres d'inhibitions des produits de synthèse 

vis-à-vis A.flavus 

Concentrations mg/ml 0,200 0,150 0,100 0,050 0,025 0,0125 

Lawsone 91,42 61,32 35,28 00,00 00,00 00,00 

P  09 51,1 08,21 00,00 00,00 00,00 00,00 

P 11 50,00 00,00 00,00 00,00 00,00 00,00 

p 12 44,19 00,00 00,00 00,00 00,00 1  00,00 
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Annexe III : Structures chimiques 
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Figure29. Structure chimiques des dérivés 1,4 naphtoquinones 
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Dans notre travail, nous nous sommes intéressés à évaluer l'activité antibactérienne et antifongique de: 

- La Lawsone pure: ou hydroxynaphtoquinone (principal colorant des feuilles de Henné). 

- Huits produits de synthèses, obtenus par modification du noyau naphtoquinone de la Lawsone. 

• Extraits naturels obtenus par macération des feuilles de Henné dans divers solvants. 

Deux types de méthodes ont été mis en oeuvre: 

- la technique de diffusion sur disques, nous a permis de mettre en évidence une bonne activité pour la Lawsone vis à 
vis d'E.coli, Saureus et Efeacalis et une activité moyenne des deux produits nommés 2i (5) et 2h (6) vis-à-vis de S.aureus. 

- L'étude de la concentration minimale inhibitrice, a été effectuée sur les trois produits qui ont montré les activités les 
plus intéressantes. Les CMI obtenues sont considérées dans ce travail comme étant intéressantes (CMI du p06 =0,032mg/ ml 
vis-à-vis de S.aureus, CMI du p05 =0,064mg1 ml vis-à-vis de S.aureus). 

Les résultats obtenus vis-à-vis des champignons n'ont révélé aucune activité intéressante des dérivés de synthèse. Ce 
ce qui nous a ramener à conclure que la modification par voie de synthèse du noyau naphtoquinone n'augmenterait pas 
d'avantage l'activité antimicrobienne de la Lawsone. 

Les résultats des extraits naturels obtenus nous ont permit de conclure que les feuilles de Henné possèdent bien un 

pouvoir antimicrobien et que cette activité serait due à son principal colorant: la Lawsone. 

Mots clés: Lawsone, activité antibactérienne, Activité antifongique, Lawsonia inennis (Henné), Produits de synthèse. 

tict 

In our work, we were initially interested to evaluate the antimicrobial activity of - 
- Pure Lawsone or hydroxynaphtoquinone (principal colouring of Henna leaves). 

- Eight synthetic produets obtained by modification of the Lawsone naphtoquinone ring. 

- Natural extracts obtained by maceration ofHenna leaves in various solvents. 

Two types ofmethods have been implemented: 
- The diffusion disk technique, allowed us to demonstrate a good activity of Lawson against E. Cou, S.aureus and E.faecalis 
and an average activity of the two products named 2i (5) and 2h (6) against S.reus. 
- The study of minimum inhibitory concentration wgs carried out on three products that have shown the most interest qctivity. 
MICs obtained are considered in this work as interesting (MIC cf p06 = 0.032 mg (ml against S.aureus, CMI of p05 = 0064 
mg / ml against S.aureus). 
The results obtained against the flingi did net reveal any interesting activity ofsynthetic derivatives. This what we bring to 
conclude that the modification through synthesis of the naphtoquinone ring would not benefit the antimicrobial activity of 
Lawson. 
The results ofnatural extracts obtained permit us to conclude that the leaves ofhenna have much antiinicrobial power and that 
is due to lÉs major dyc: the Lawson. 

Key words: Lawsone, antibacterial activity, antifongic Activity, Lawsonia inerinis (Henna), synthesis product. 
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