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Introduction

Depuis 1’Antiquité, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a Ses besoins
basiques : la nourriture, le logement, I'habillement, ainsi que ses besoins médicaux.

Aujourd'hui, l'utilisation des plantes médicinales dans le traitement des pathologies est
devenue l'un des principaux moyens d'accés aux soins (Nasri, 2016). L'efficacité de ces
derniers est due aux produits synthétisés par le métabolisme secondaire naturel qui se fait au
niveau des cellules et des tissus de ces plantes (Ababsa, 2009).

Deux groupes de métabolites ont été distingués, primaires et secondaires (Hartmann,
2007). Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes
les cellules de I'organisme d'une plante pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés en
quatre principaux groupes : les glucides, les proteines, les lipides et les acides nucléiques.
Quant aux métabolites secondaires, ce sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme de la plante. Ils sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures.

Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante. Les produits du
métabolisme secondaire qui sont émis en tres faible quantité, sont d'une grande variété
structurale (plus de 200000 structures définies). Les métabolites secondaires font l'objet de
nombreuses recherches, ils ont un interét multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans
I'industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. lls sont largement utilisés en thérapie
et constituent un groupe de produits naturels qu'il convient d'explorer pour leurs propriétes
anti oxydantes, antifongiques, anti-inflammatoires et/ou mutagénes (Epifano et al., 2007).

Les ressources végétales spontanées constituent jusqu’a ce jour une source d'intérét
primordial pour I'homme et ses besoins. Elles représentent aussi un phytomédicament
appréciable par la population de certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement. En Afrique, la médecine traditionnelle contribue a la satisfaction des besoins
en matiere de santé de plus de 80% de la population. Ces ressources comptent environ
500.000 especes de plantes sur terre, dont 80.000 possédent des propriétés medicinales
(Bouallala et al., 2014).

La richesse verte et vierge de notre pays I'Algérie, avec sa grande diversité, a poussé
les chercheurs algériens a les étudier et les analyser qualitativement et quantitativement, pour
explorer la grande flore algérienne. Les plantes du genre Centaurea ont été le but de plusieurs
études phytochimiques, qui ont abouti a la séparation de différents produits, comme : les

hydrocarbures non saturés (Bohlmann et al., 1988) (Aclinou et al., 1982), les graisses
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(Viguera et al., 1996), et parmi les produits du métabolisme secondaire de ce genre qui ont
été separés on trouve : les Flavonoides (Riberan gayon,1968) et les sesquiterpénes (gonzalez
et al., 1971) (Skaltsa et al., 2000

Le choix de I’espece est basé sur des criteres chimiques et biologiques ; sur le plan
chimique, le genre Centaurea est riche en composés Flavonoiques, et une diversité en
Lactones sesquiterpénes. Sur le plan biologique ; ce genre est connu par ses propriétés
médicales et pharmaceutiques pour lesquelles, il est utilisé pour faire guérir différentes
maladies (KH. M. Alimov, 1973).

De ce fait, I’objectif de notre étude est de mettre en évidence l'activité antibactérienne
des extraits de plantes appartenant a la famille des Asteraceae et au genre Centaurea dans la
perspective de développer de nouveaux antibiotiques naturels qui sont sans effets néfastes sur
la santé humaine par rapport a leurs homologues synthétiques.

Notre travail a caractere phytochimique est constitué de deux parties. La premiére
partie est une revue bibliographique qui se rapporte aux notions générales sur les Asteraceae
et le genre Centaurea ainsi que les métabolites secondaires et l'activité antibactérienne. La
deuxiéme partie expérimentale est consacrée a 1’étude de I’effet antibactérien des extraits n-
butanol et acétate d’éthyle de la plante Centaurea dimorpha. Enfin, une conclusion qui
nécessite de dégager les perspectives necessaires pour mieux se plonger dans ce travail est

donnée.



Chapitre | :
Synthese
bibliographique



Chapitre | : Synthése bibliographique

Depuis fort longtemps, les ressources naturelles constituent la source principale de
remede pour soigner différentes maladies et infections, et demeure jusqu'a présent la source

principale pour ’obtention des nouvelles molécules actives dans le domaine pharmaceutique.

En effet, de nombreux travaux notoires ont pu démontrer l'activité biologique et les
modes d'action thérapeutiques des métabolites extraits a partir des plantes. (Schawenbrgc P.
et Paris F., 1977 ; Bezanger-Beauquesne L., Pinkas, M., Torck, M. 1996).

1. Présentation de la plante étudiée
1.1. La Famille des Astéracées

1.1.1. Généralités

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur (Charles
Dorniet al, 2017). La famille Asteraceae est la plus vaste du groupe des dicotylédones.
Plusieurs plantes de cette famille sont cultivees pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le
topinambour, la laitue, la chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les
dahlias, les asters, les rudbeckies, les gaillardes, etc.). Dans cette famille on y retrouve un
grand nombre d'espéces trées communes dans les champs et les villes. Elles possédent des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti-inflammatoires (Matsudaet et
al, 2002).

La famille des Astéracées est la plus étendue du monde veégétal, avec environ 25000
especes réparties en 1300 genres, dispersees sur toute la Terre (Bremer et Anderberg Arne,
1994). Les genres les plus importants du point de vue du nombre d’espéces sont : Senecio
(1500 especes), Vernonia (1000 espéces), Cousinia (600 especes) et Centaurea (600 espéces).
D’apres Quezel et Santa, en Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes. Ce qui représente

environ 8 a 10 % de toutes les plantes a fleurs (Quezel et Santa, 1963).

1.1.2. Caracteres botaniques de la famille

Concernant la morphologie générale des Astéracées, ces derniéres ont la caractéristique
commune d’avoir des fleurs réunies en capitules, sans pédoncules, placées sur I’extrémité
d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette

structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre (Barkely et al, 2006).
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» Appareil végétatif

e Les racines : sont généralement pivotantes et parfois fibreuses.

e Les tiges : sont généralement droites, mais tombent quelque fois au fait de s'élever.
Quelgues especes ont des tiges souterraines sous forme des rhizomes, ceux-ci peuvent étre
charnus ou boisée selon les espéces.

e Les feuilles: sont alternes, quelque fois opposées, simples, pennatinervées ou
palmatinerveés, sessiles découpées, laciniées, et parfois elles peuvent étre succulentes.

» Appareil producteur

e Les fleurs ou les fleurons : sont groupées en capitule, comprennent un réceptacle plan ou
plus ou moins bombé sur lequel sont insérés de la base au sommet, en ordre spiral : d'abord
des bractées stériles vertes (parfois écailleuses, a crochets ou eépineuses formant un involucre).
Ensuite des petites bractées fertiles non vertes ou paillettes, axillant chacune une fleur.
L’ensemble forme une <« fleur composée >, d’ou I’ancien nom de la famille. Les capitules
élémentaires sont genéralement a leurs tours diversement groupés en grappe, cyme, ou encore
en corymbe.

e Les fruits : sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus

qui favorise la dispersion des graines par le vent.

e Les graines : Elles sont exalbumineées.

1.1.3. Classification des astéracées
Suivants le type de fleur composant le capitule, on a les inflorescences suivantes :
Tubuliflores : composées uniquement de fleurs actinomorphes, tubuleuses (Centaurea) ; dont

la corolle est en forme de tube droit ou courbe et terminée, en général, par 5 dents ou lobes

plus ou moins prononcés, égaux ou inégaux.

Liguliflores : composées uniquement de fleurs zygomorphes, ligulées a cing dents (Lactuca),
dont la corolle est déjetée en majeure partie, sur le cdté en une lame aplatie qui se termine par
3 ou 5 dents.

Labiatiflores : composées uniquement de fleurs zygomorphes bilabiées (Mutisia).

Radiées : composé par des fleurs zygomorphes ligulées a trois dents a la périphérie entourée
des fleurs (Senecio) (Spichiger et al, 2004). Quelques types des fleurs des plantes

d'Astéracées représentent par (Fig.01)
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(Centaurea) (Senecio) (Mutisia) (Laitue)

Figure 1 : Types des fleurs des plantes d'Astéraceae.

1.1.4. Utilisation des astéracées en médecine traditionnelle

Les plantes Astareceae sont largement utilisées en médecine populaire pour guérir un
bon nombre de maladies (Bellakhdar, J., 1997). A ce jour, certain nombre d’espéces sont

utilisées en médecine traditionnelle. On citera :

e Centaurea maroccana Ball et C. calcitrapa L : Les sommités fleuries, en décoction,
sont employees contre les palpitations.

e Centaurea chamaerhaponticum Bail : Les racines, fraiches ou seches, en décoction,
sont utilisées dans le traitement des maladies du foie de I’estomac et des intestins.

e Centaurea pungens Pomel : La plante entiere, réduite en poudre, est utilisée par voie
orale pour combattre les refroidissements.

e Centaurea montana L : Cette plante est utilisée contre les dyspepsies. Employée en
collyre ou compresse, elle soigne les affections des yeux aussi, elle est connue comme
diurétique (Quezel, P., Santa, S., 1963).

1.2. Le genre Centaurea

Le genre Centaurea appartenant a la famille des Astéracées, est répandu aussi bien sur le

territoire algérien qu’en Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen a I’ouest de 1’ Asie
et sur le continent américain (Quezel P et al.,1963 ; Trease G et al.,1983).
Les centaurées sont des plantes a résine ou a essence sans latex, elles se multiplient par
touffes ou par semis, généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types
d’habitats tels que, les déserts et les semi-deserts, les pentes raides, les hautes montagnes, les
terres arables, les zones a inondations périodiques, les zones seches et partiellement exposées
au soleil (Hellwig, 2004).
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Le genre Centaurea comprend plus de 500 espéces, dont 45 se développent
spontanément en Algérie, dont 7 sont localisées dans le désert du Sahara (Labedet al., 2019).
Les investigations phytochimiques réalisées sur ce genre de plantes montrent que les
centaurées sont trés riches en métabolites secondaires: notamment les lactones
sesquiterpéniques (Fortuna et al., 2001), les flavonoides (Flamini, 2000), les alcaloides et les
stéroides (Ahmed et al., 1970).

1.2.1. Caractéristique botanique

Les plantes du genre Centaurea sont des herbacées annuelles, vivaces et arbrisseaux.
Possédant des feuilles a épines faibles et peu piquantes. Les fleurs sont toutes tubulées, les
externes souvent plus grandes stériles et étalées. Les aigrettes des fleurs centrales a soi ou
dents courtes. Les bractées involucrales terminees par une formation différenciee qui porte

une épine pectinée (Asterales- J. et E., 2014).

1.2.2. Composition chimique du genre Centaurea

Le genre Centaurea est connu pour produire des lactones sesquiterpéniques du groupe
des germacranolides et des guignolades, du type du solsticiale et de la Repine (Bellakhder.,
1997).

Les flavonoides ont été signalés dans de nombreuses espéces Centaurea et prés de 80
taxons ont éte étudiés pour leur contenu en flavonoides, isolés a partir des feuilles, des parties
aériennes et parfois des racines de nombreuses especes de Centaurea, et identifiés comme des
flavones, des flavonols, 6-deoxyflavones, et leurs O-et C-glycosides (Mishio et al., 2006). Le
tableau suivant représente la composition chimique de quelques espéces du genre Centaurea
(tableau 1).
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Tableau 1 : Composition chimique de quelques espéces du genre Centaurea.

Nom commun Nom scientifique Composition Références
chimique

Nagour Centaurea calcitrapa | Lactones (Bentameéne et al.,
L. sesquiterpeniques 2005)

comme la
costunolide et la
zaluzanine
germacranolides,
eudesmanolides
et guaianolides.

Centaurea cyanus L. | Substance ~ amére, | (Bellakhder, 1997)
I'acide calcitrapique,

un glucoside ; la
cnicine
Centaurea montana L. | Principe amére : la | (Schauenberg et
cnicine ou | Paris ,2006)
centaurine, les fleurs
renferment un
glucoside, la
cyanidine.
Centaurée des | Centaurea acaulis L. | Substance  amére, | (Bellakhder, 1997)
montagnes centaurine, quelques

traces d'hétérosides,
de la cichoriine, des
tanins, des cyanines
sensibles a la
lumiére et du
potassium.

10, 5% de protéines
par rapport au poids
sec, et deux lactones
sesquitérpeniques.

1.2.3. Propriétés pharmacologiques du genre Centaurea

Depuis I'Antiquité de nombreuses especes du genre Centaurea sont utilisées en
médecine traditionnelle pour soigner et pour traiter différentes maladies. Les Centaurea ont
plusieurs effets pharmacologiques tels que : anticancéreux, antiinflammatoire, anti-affection
urogénitale, anti-nociceptif, antipyrétique, anti-artérioscléreux, antinéoplasique et anti-

infection microbienne. Elles sont aussi utilisées contre les douleurs rhumatismales, les
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problémes cardiovasculaires, les maux de téte, les symptébmes gastrointestinaux, les
parasitaires et comme soulageant de la fiévre, ce sont aussi des remedes stimulant et
cicatrisant des plaies (Labed et al., 2019 ; Belkacem et al., 2014 ;Baharfar et al., 2009 ; Kilic,
2013 ; Koca et al., 2009 ; Leonardi et al., 2011). Elles présentent une activité élevée dans les
systemes vivants, avec un fort intérét pharmacologique ce qui explique leurs utilisations a

long terme dans la médecine traditionnelle.

Le tableau ci-dessous présente quelques effets thérapeutiques déja étudiés du genre

Centaurea.

Tableau 2 : Effets thérapeutiques des Centaurea.

Espéces Propriétes thérapeutiques Réferences
C. Amaena et C. Aksoyi Antioxydants, antibactériens (Albayrak et al., 2017)
Centaurea albonitens Agent anticancéreux potentiel | (Bahmani et al., 2018)

et un activateur de la sensibilité

chimiothérapeutique.

Centaurea pungens L'activité antimicrobienne (Albayrak et al., 2017)

Centaurea maroccana Protecteur contre (Schauenberg, 2006)

I’hépatotoxicité

C. Drabifolia et C. Antioxydants, anti (Zengin et al., 2018)
Lycopifolia microbienne, anti alzheimer,

anti diabétique

Activités antimicrobienne, (Toribio et al., 2004)

antivirale, antifongique, (Berrin et al., 2007)

cytotoxique, anticancéreuse,
. o (Skaltsa et al., 2000)
Autres Effet analgésique, diurétique et
combat le refroidissement. (Medjroubi et al., 2005)

(Shoeb et al., 2007)
(Djeddi et al., 2008).
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1.3. L'espéce Centaurea dimorpha

1.3.1. Description botanique de la plante

Plante désertique, épine centrale des bractées moyennes ne dépassent pas 15mm de
longueur, accompagnée par 4-6 épine basilaires, épines plus foncées que le corps de la bractée
plante a aspect de C. sphaerophala, tiges pubescentes , ailées a ailes faiblement épineuses, de
20-30cm, souvent couchées et naissant alors sous un capital central su sessile dans une rosette
de feuilles. Akenes de 4mm sur 2, tachetés a aizrette plus courte ou subégale est a hile trés

gros lieux sablonneux (Fig.02) (Quezelet al., 1963).

Figure 2 : Photographie représente I’espéce de genre Centaurea dimorpha .

e Habitat : Dépressions rocailleuses, hamada et lits d'oueds a fond rocailleux.
e Répartition : Sahara septentrional.

e Période de végétation : Floraison en avril — mai.

e Nom arabe : (Belala) Quezel-Santa (1963), Lebrun (1998).

1.3.2. Place dans la systematique

e Reégne : Plantae

e Embranchement : Angiospermes
e Sous-Embranchement : Spermaphytes
e Classe : Dicotylédones

e Ordre : Asterales

10
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e Famille : Composées
e Tribu : Cynarées
e Genre : Centaurea

e Espece : Centaurea dimorpha

1.3.3. Synonyme de la plante Centaurea dimorpha

e Centaurea eriocephala Boiss.

e Centaurea polyacantha Coss. Non Willd.

1.3.4. Utilisation de la plante
e Elle est utilisée pour le tannage (plante entiere écrasée et étalée sur la peau).
e Pharmacopée : Les sommités fleuries et des feuilles par décoction sont utilisées

comme désinfectant.

e Intérét pastoral : Peu broutée par les dromadaires Ozenda (1991).

11
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2. Métabolites secondaires

2.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophes (Boudjouref, 2011). Ces métabolites sont généralement caractérisés
par leurs faibles concentrations dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du
carbone total) (Newman et Cragg, 2012). Ces derniers n’exercent donc pas de fonction
directe au niveau des activités fondamentales de la plante. Leur absence n’entraine pas une
mort immeédiate mais peut cependant limiter la survie, la fécondit¢ ou I’apparence d’un
organisme (Guignard, 1996).

Les métabolites secondaires sont biosynthétisés a partir de métabolites primaires et
jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant
ainsi a la survie de I’organisme dans son écosystéme. IIs ont essentiellement pour rdle
d’accroitre la compétitivité de ’organisme qui les biosynthétise en lui conférant un avantage

sur d’autres organismes (Coffi et al., 2012).

Les plantes produisent plus de 200.000 métabolites secondaires. Les plus grands
groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques. lls
représentent une immense valeur économique, en particulier pour I’industrie pharmaceutique

et cosmétique (Crozier et al., 2006).

2.2. Classification
Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiées, ils
appartiennent a trois grandes familles :
e Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,
banthocyanidines, tanins) et les quinones.
e Lesterpénoides et leurs dérivés.
e Lesalcaloides (Merghem, 2009).

Les CP peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se différencient d’abord,
par la complexité du squelette de base ensuite, par les degrés de modification de ce squelette
(degrés d’oxydation, d’hydrolation, de méthylation...) et enfin, par les liaisons possibles de

ces molécules de base avec d’autres molécules : glucides, lipides, protéines, autres

12
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métabolites secondaires pouvant étre ou non des CP (Fig.03) (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006).

r -
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
- | | — 1 B
Hydroxybenzoic acid  Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others
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Figure 3 : Les différentes classes des composes phénoliques.

2.3. Les composés phénoliques
Les composeés phénoliques sont des molécules organiques de différentes structures

chimiques et roles physiologiques trouves essentiellement chez les végétaux. Les polyphénols
sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux et sont présents dans toutes les

parties de la plante (Bruneton, 1999).

2.3.1. Les acides phénoliques simples
Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions

phénols Ils sont incolores et plutdt rares dans la nature (Haslam, 1994). lls se divisent en
deux classes : les dérivés de I'acide benzoigue (les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés

de l'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).

2.3.2. Les Flavonoides
Le nom flavonoide provient du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces

d'orange (Karaali et al., 2004 ; Malesev et Kunti¢, 2007). Cependant d'autres auteurs

supposaient que le terme flavonoeid (de flavus, jaune en latin) désigne une trés large gamme

13
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de composés naturels appartenant a la classe des polyphénols. Prés de 6500 de flavonoides
sont repartis en 12 classes connues. (Nijveldt et al., 2001).

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes. Ce sont des pigments
responsables de la coloration des végétaux qui sont susceptibles d’assurer la protection des
tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultra-violet (UV).

Les espéces du genre Centaurea sont riches en flavonoides, plus de 160 flavonoides ont été
isolés de 74 espéces du genre Centaurea (Tableau 03).

Tableau 3 : Quelques composés flavoniques isolés des espéces du genre Centaurea.

Compose Plante Tyvpe  de | Références
composé
cvanidmn 3-0-(6-0 | C. Cyanus (Eosalm ef al 2003)
succinvlghicoside)-5-0-
ghicozide
cenfaurocyanin, apigenin /-0 flav
elucuronide-4-0-(6- avones
Cmalonvlglucoside)
Apigenin (Gousiadoun et
flavones al ;2003)
Cirsimaritin
C. Orphanidea
Luteolin flavonol
3-Methoxylkaempferol
(Mohammad et
Montanoside C. Montana flavone al..2006)
(Ramdane et al.2009)
algerianin C. Africana Flavonols
4’ -methylgossypetin

2.3.3. Les tannins
Tanins (ou tanins) sont des composées d’origine végétale qui appartiennent a la famille

des polyphénol (Berthod et al., 1999) solubles dans I’eau (Akiyama et al., 2001), selon
(Cowan, 1999), leurs poids moléculaires s’étendent de 500 a 3000 Da. Les tanins présentent
aussi des propriétés antiseptiques, antibiotiques, astringentes, anti-inflammatoires, anti

diarrhéiques, hémostatiques et vasoconstrictrices (Ali-dellile, 2013).

14
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D’aprés (Tondi et al., 2013) les tannins jouent également un réle dans la protection des
plantes contre la lumiere UV et les radicaux libres, la défense contre les agents pathogenes
(animaux, insectes, champignons et bactéries). Sur le plan structurel les tanins sont divisés en
2 catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Haslam, 1994 ; Clifford et
Scalbert, 2000 ; Santos-Buelga et Scalbert, 2000).

2.3.4. Les anthocyanes

Le terme "anthocyanes™ provient du (grec anthos = fleur et kianos = bleu) (Amrani
Joutei et Gloris, 1994). Les anthocyanes sont des pigments issus du métabolisme des
flavonoides. lls sont responsables de la couleur des feuilles et fruits auxquels ils donnent leur
teinte bleu, violet et pourpre (Bruneton, 1993). lIs sont localisés dans les vacuoles de cellules
de I’épiderme. Les antioxydants connus comme anthocyanes jouent un important réle dans

I'élimination des radicaux libres de 1’organisme (Fig.04) (Jackman et Smith, 1996).

Cyanidine -R =OH, R.=H
on Malvidine -R =R, =0CH

Pélargonidine -R =R =H

Péonidine -R =0CH., R.=H

Pétunidine -R =0CH,, R =0OH
Ra Delphinidine -R =R_=0H

QH

Figure 4 : Structure de base des anthocyanes.

2.3.5. Les coumarines
Les coumarines sont le plus souvent englobées dans 1’étude des flavonoides. La

coumarine (1,2-benzopyrone) est un composé d'origine naturelle, qui peut étre trouvé dans

une large gamme de plantes notamment dans les racines (Constanze et al, 2015).

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché (Fig.9). A I’exception des
algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal chlorophyllien.

Les familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuse, Rutacées, Apiécées et

15
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Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines (Deina et al, 2003 et Booth et al, 2004). Ils sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et peuvent capter les radicaux
hydroxyles, superoxydes et pyroxyles (Igor, 2002).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon I’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylée (Hofmann, 2003). Cette glycosylation est une forme de
stockage permettant d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées
comme des phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande
quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries. Les
coumarines peuvent également se trouver dans le regne animal (les glandes a secrétion

odoriférante du castor) et chez certains microorganismes (Fig.05) (Hofmann, 2003).

Figure 5 : Structure de base des coumarines (Harkati, 2011).

2.3.6. Les Lignines

Les lignines sont des substances naturelles végétales constituées principalement par
deux unités de phenylpropane. On les trouve dans les graines de céréales, les fruits et les
vegétaux. Les études phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Centaurea ont

montré la présence de ces substances dans de nombreuses espéeces.

Les lignines sont réparties en huit groupes structuraux (Fig06), classés selon le mode
d’incorporation du (ou des) atome (s) d’oxygene dans le squelette carboné et selon le type de

cyclisation (Umezawa, 2003).

Les lignines exhibent plusieurs activités biologiques telles que : antiviral,
anticancéreux, antimicrobien et antioxydant (Mcrae et Towers, 1984 ; Cos et al, 2008 ; Pan
et al, 2008).
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Figure 6 : Les huit groupes structuraux de lignines (Sullivan, 2011).

2.4. Les Saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycolyses comme ils
peuvent aussi se trouver sous forme aglycones, ils ont un godt amer et acre (Hopkins, 2003).

Ils existent sous deux formes, les stéroides et les terpénoides (Fig 07) (Iserin et al, 2001).

CH-
H
3 CH,
Glucosyl _ o
CH,; COOH

Figure 7 : Structure des saponosides.

2.5. Les Terpénes

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure
moléculaire construite d’un monomere & 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont
majoritairement d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes, organismes

marins, les champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011). L’exploitation de ces
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composés s’effectuait sous forme d’huiles extraites de plantes (huiles essentielles) par le

moyen de la distillation (Malecky, 2005).

De nombreux terpenoides ont la particularité de dégager de fortes odeurs comme le
menthol et le limonéne qui permettent la fabrication d’huiles essentielles. 1ls sont utilisés
comme antiseptiques et dans certains domaines comme la cosmétique (parfum). Elles sont

utilisées aussi pour traiter les maladies de la respiration (Valnet, 2003).

2.6. Les Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés complexes, a caractére basique (Lamnaouer,
2002), provenant essentiellement des plantes et qui contiennent au moins un atome d’azote
dans leur structure chimique, avec un degré variable de caractére basique. Depuis
I’identification du premier alcaloide en 1806, plus de dix mille alcaloides sont isolés des

plantes (Boutaghane, 2013).

A D’état naturel, on les retrouve sous forme de sels (tartrates et malates) ou combinés
avec les tanins. Apres extraction, ils sont détectés par des réactions générales de précipitation
fondées sur leur capacité de se combiner avec des metaux (Merghem, 2009). La
caractérisation de la présence d'alcaloide peut se faire par précipitation a l'aide de plusieurs
Reactifs (Kansole, 2009).

Les alcaloides sont parmi les composés les plus importants en raison de leurs propriétés
pharmacologiques et médicinales. En 1803, DEROSNE a isolé le premier semi alcaloide
(Papaver somniferum), une drogue qui a été utilisée pour des siecles pour sa propriété
analgésique et narcotique. En 1805, SERTURNER a caractérisé cet alcaloide et I'a nommé
morphine (Walton et Brown, 1999).

Le terme d’alcaloide est di au pharmacien MEISSMER (1792-1853), pour désigner les
substances naturelles réagissant comme des bases (Salle, 1991). D'aprés (Relouzat et
Thiollet 2002), un alcaloide est une substance organique azotée d'origine végétale a caractére
alcalin, présentant une structure complexe. Leur atome d'azote est inclus dans un systeme

hétérocyclique. Ils ont une activité pharmacologique significative.

Selon (Ngobum et al 2009), ils sont généralement insolubles ou trés peu solubles dans 1’eau,

par contre ils sont solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires.
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3. Activité antibactérienne

3.1. Genéralités

Les antibiotiques sont des substances d’origine biologique ou synthétique capables
d’inhiber la multiplication des bactéries. Ce sont des médicaments d’usage courant qui
constituent un arsenal thérapeutique important pour traiter les infections bactériennes. Leur
¢valuation se fait par le biais de méthode d’étude de trois sortes, in-vitro, in-vivo et clinique
(Benabdallah, 2012).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une sources d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherman,1998), sous forme de métabolites
secondaires dont les composés phénoliques, sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire

et cosmetique et comme agents antimicrobiens en médecine populaire (Cowan,1999).

3.2. Les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes vivants unicellulaires procaryotes. Elles
mesurent quelques micrométres de long (0,5 a 5 um de longueur) et peuvent présenter
différentes formes : des formes sphériques (coques), des formes allongées ou en batonnets

(bacille) et des formes plus ou moins spiralées (spirilles).

Les bactéries sont ubiquitaires et sont présentes dans tous les types de biotopes : sol, air,
eau, sur les végétaux et les animaux... etc. Cependant, ces nombreuses especes bactériennes
sont pathogeénes et sont responsables de maladies infectieuses comme le choléra, la syphilis et
la tuberculose (Hahn, M. W. et al).

On peut classer les bactéries grace a la coloration de gram, qui distingue deux types de

bactéries :

e Les bactéries a gram positif : Les bactéries a gram positif apparaissent mauves sous
microscope.

e Les bactéries a gram négatif : Les bactéries a gram négatif apparaissent roses sous
microscope. (fig 08).
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Figure 8 : Structure de la paroi bactérienne.

3.3. Les antibiotiques

Du grec anti, "contre” et bios, " la vie” les antibiotiques sont des composés chimiques
ayant la propriété de tuer ou d’empécher la prolifération des micro-organismes pathogenes.
Ce sont des substances produites naturellement par certaines moisissures et bactéries
(Brigitte, 2006).

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur ['usage des
antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans
exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les

distingue des antiseptiques.

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques de la bactérie. Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthese des acides
nucléigues (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire et les

ribosomes bactériens (Labiod, 2016).

3.3.1. Mode d'action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent habituellement soit comme bactéricides (ils tuent les bactéries)
essentiellement les béta-lactamines, les aminosides, les polypeptides, soit comme
bactériostatiques (ils inhibent la croissance bactérienne et détruisent les bactéries)

essentiellement les tétracyclines, phénicols, macrolides (Chetley, 2000).
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Ainsi, les antibiotiques ont €té classés selon leur mode d’action en (Dupont et Drouhet,

1987

; Leminor et Veron, 1989):

Antibiotiques inhibiteurs des syntheses du peptidoglycane.
Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires.
Antibiotiques inhibiteurs des syntheses protéiques.
Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques.

3.3.2. Mode d’action des antibiotiques des plantes contre les bactéries

Les extraits de plantes possedent plusieurs modes d’action sur les différentes souches

bactériennes, ils sont efficaces contre un large spectre de microorganismes pathogénes et non

pathogenes mais d’une maniere générale leur action se déroule en trois phases (Dorman,
2000) :

Attaque de la paroi bactérienne par I’extrait végétal, provoquant une augmentation
de la permeabilité puis la perte des constituants cellulaires.

Acidification de Dlintérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie
cellulaire et la synthese des composants de structure.

Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

3.4. La nature de Pactivité antibactérienne

Lorsque I’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets :

Une activité létale (bactéricide), c’est la propriété de tuer les bactéries dans des
conditions définies.
Une inhibition de la croissance (bactériostatique), c’est I’inhibition momentanée de

la multiplication d’une population (Hammer, 1999).

L’activité biologique d’un extrait végétal est liée a sa composition chimique, aux

groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et

cétoniques) et a leurs effets synergiques (Dorman, 2000).
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3.5. Les différentes méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

3.5.1. La méthode par diffusion
Plusieurs méthodes sont utilisées pour I’évaluation du pouvoir antibactérien d’extraits

de plantes, parmi elles :

e La méthode de diffusion a partir de disques imprégnés (méthode de Kirby — bauer)
Cette méthode consiste a imprégner des disques de papier en une quantité définie d’agent

antibactérien, puis a les placer sur un milieu de gélose uniformément ensemencé avec
I’organisme d’essai. Un gradient de concentration des antibiotiques se forme par diffusion a
partir du disque. La croissance de I’organisme d’essai est inhibée a une distance du disque qui

est liée a la sensibilité de I’organisme.

e La méthode de diffusion a partir des puits

Le principe de cette méthode est similaire a celui de la méthode des disques : il consiste a
réaliser des puits dans la gélose de 2.5 mm de profondeur, qui sont par la suite remplis

d’extraits ou d’antibiotique a tester (Carbonnelle, B. ; Collins., Lync. ; Vandepitte, J. et al).

3.5.2. Méthode de dilution

Les techniques de dilution sont utilisées en milieu solide ou liquide. Le principe de ces
méthodes consiste & mettre en contact un inoculum bactérien standardisé avec des
concentrations croissantes de la substance antibactérienne testée selon une progression bien

définie afin de déterminer la CMI de cette derniére (Burnichon, N., Texier A. 2003).
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La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie
et Biotechnologie Végétales, Université Freres Mentouri Constantine 1.

Les travaux actuels ont consisté a étudier I’activité antibactérienne de deux extraits de la
plante Centaurea dimorpha. Le but est de développer de nouveaux antibiotiques naturels qui

n’ont pas d’effets nocifs sur ’homme par rapport a leurs homologues synthétiques.

Cette plante médicinale a été choisie parmi tant d’autres pour son caractére médicinal, sa

grande utilisation par la population et ses vertus thérapeutiques intéressantes.

1. Préparation du matériel vegétal

1.1 Séchage et broyage

La matiere végétale a été récoltée durant le mois de mai 2022 des environs de la ville de
Constantine, nous n'avons pris en consideration que les parties aériennes de la plante. Une fois
les plantes récoltées, leurs parties aériennes (feuilles) ont eté séchées dans un endroit sec et
bien ventilé, a I’abri de la lumieére, du soleil et de I’humidité pendant 15 jours.

Le matériel végétal a ¢té ensuite broyé a 1’aide d’un broyeur mécanique. Apres broyage
la poudre obtenue a été soumise a une extraction afin de récupérer les différentes classes de
composeés chimiques contenus dans la partie aérienne de la plante pour des tests

phytochimiques et biologiques.

1.2. Extraction des métabolites secondaires

Les feuilles et les fleurs des plantes (100 g de matériel végétal sec) utilisées ont été
macerées a froid avec du méthanol a 80% dans un erlenmeyer. Le mélange a été mis sous
agitation continue pendant 24h. Apres les 24 heures de macération, on a procédé a une
filtration en utilisant le coton. Le filtrat a été concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatoire afin

d’obtenir un extrait sec.

2. Etude de I’activité antibactérienne

Dans les boites de pétri contenant le milieu de culture Mueller Hinton refroidies, nous
avons inoculé les boftes avec six souches bactériennes, 6 boites pour le premier extrait N-
butanolique, et 6 boites pour le deuxieme extrait d’acétate d’éthyle, de fagcon a recouvrir toute

la surface de la gélose. Aprés 20 minutes, nous avons déposé 04 disques stériles, dans chaque
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bofte sur lesquels nous avons appliqué 10ul d'extrait a tester et a différentes concentrations.

Les boites ont été placées a 4°C pendant 1h puis a l'incubation a 37 °C pendant 24h.

L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition qui

a été obtenue par les différents extraits autour des disques avec une regle.

2.1. Les souches bactériennes testées

Le choix des microorganismes a été porté sur cing souches fréquentes en pathologie
humaine, nous avons sélectionné deux groups de bactéries : les bactéries Gram positif et les

bactéries Gram négatif.

2.1.1. Bactéries Gram (+)

e Staphylococcus aureus

C'est un coccus a Gram positif de 0,5 a 1 mm de diamétre, non sporulé, ubiquitaire
présente dans tous les milieux naturels (air, poussiére, sol, eau, égouts, vétements) mais
également chez les animaux et chez les hommes (Clave, 2013). Ce sont des coques
immobiles, isolés ou groupés en diplocoques ou, le plus souvent, en amas, diametre moyen
0,8 a 1um (Le Loir et Gantier, 2009). La présence de S. aureus dans les aliments pose un
risque pour la santé humaine, car certaines souches peuvent produire des entérotoxines, dont
I'ingestion entraine une intoxication. Les entérotoxines agissent sur les nerfs de l'appareil
digestif qui stimulent le centre des vomissements ; douleurs abdominales ; diarrhée ; crampes
(fig 09) (Green, 2012).

Figure 9 : Staphylococcus aureus.

25



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

e Enterococcus faecalis

E.faecalis est I’espéce du genre Enterococcus, immobiles en bouillon et acapsulés et a
Gram +. il fait partie de la flore digestive de I'nomme et des animaux. Il peut, par
contamination de voisinage, coloniser la peau, notamment la région périnéale et le vagin.
Comme les entérocoques, cette espece peut se rencontrer dans I’environnement : (eaux usees,
eau douce, sol), et contaminer les aliments.

E.faecalis est principalement responsable d'infections urinaires le plus souvent
secondaires apres explorations urologiques, d'endocardites évoluant sur un mode subaigu, sur
valves natives ou sur prothéses, et survenant apres explorations digestives ou urologiques,
d'infections intra abdominales (biliaires,...) de suppurations diverses. Le caractere
polymicrobien des surinfections a Entérocoques est frequent (entérobactéries et anaérobies).
(Archambaud ,2007).

2.1.2. Bactéries Gram (-)

o Escherichia coli

Escherichia coli (appelée également E.coli) est un bacille a coloration de Gram
négative, mobile, aérobie qui appartient a la famille des Entérobactéries. Cette bactérie
présente la caractéristique unique d’étre a la fois un germe commensal de la flore intestinale
présent chez tous les individus a des taux de 106 a 109 ufc/g de selles et le premier germe
pathogeéne responsable d’infection communautaire. Cette bactérie est utile parce qu’elle
favorise la production de certaines vitamines et dégrade certains aliments qui seraient
autrement impossible a digérer. Certaines souches peuvent étre pathogénes et a 1’origine de
gastroentérites, infection urinaires, méningites ou septicémies. Les souches non pathogénes

constituent la flore bactérienne dominante des intestins de leur héte (Fig.10) (Zeyons, 2008).
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Figure 10 : Escherichia coli.

e Pseudomonas aeruginosa

Les espéces P.aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries fines sont de
1,5 a 3um de long et 0,5 a 0,8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type
polaire monotriche, ce type de bactéries possede un aspect de vol moucheron. P.aeruginosa
ne forme ni des spores ni spheroplastes. Elles sont responsables de 10 % de ’ensemble des
infections nosocomiales, occupant le 3éme range aprés E.coli et S.aureus, mais le 1ér rang
pour les infections pulmonaires basses et le 3¢éme rang pour les infections urinaires (Fig.11)

(Richard et Kiredjian, 1995).

Figure 11 : Pseudomonas aeruginosa.
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e Kilebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est un pathogene opportuniste fréqguemment impliqué dans des
infections séveres notamment des infections urinaires (IU), des pneumonies et des
bactériemies (Berrazeg, M., et al, 2013 ). Elle est responsable de plus de 10% des infections
nosocomiales (Hennequin,C,et al, 2007 ). Elle est impliquée surtout dans les unités de soins
intensifs (USI) (Boukadida J., et al, 2002).

Les Klebsiella sont des bactéries trés répandues dans la nature (I’eau, le sol, les végétaux, la
flore fécale des animaux), sur la peau, les muqueuses et surtout les voies respiratoires
supérieures de 1’homme provoquant ainsi des pneumonies mortelles c’est pourquoi

Friedlander les a appelés pneumobacilles (Leon Le Minor,et al, 1989).

Les bactéries appartenant a I’espéce Klebsiella pneumoniae sont des bacilles a Gram
négatif, immobiles, diplobacilles généralement capsulées, non sporulées, anaérobies
facultatives (Figl2) (El Fertas-Aissani R., el al, 2012).

Figure 12 : Klebsiella pneumoniae.

e Salmonella

Les salmonelles font partie de la famille des entérobactéries, bacilles a Gram négatif.
La détermination des nombreux sérotypes est antigénique. Chaque sérotype possede une
mosaique d’antigenes : somatique O, capsulaire Vi, flagellaire H. L’identification précise
de chaque sérotype s’effectue par séro-agglutination en présence de divers antisérums
mono-spécifiques O et H. S. enteritidis a une formule antigénique proche de S. typhi, S.
typhimurium a une formule proche de S. paratyphi B. Or, ces deux salmonelles non
typhiques sont celles qui sont le plus souvent isolées actuellement chez les sujets infectés
par le VIH.
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Les salmonelloses recouvrent deux principaux types d'infections : d'une part, la fiévre
typhoide et les fievres paratyphoides et d'autre part les salmonelloses non typhiques (ou
non typhoidiques) (Fig 13) (Aubry P., et all , 2021).

Figure 13 : Salmonella.

2.2. Méthode de diffusion des disques

La méthode de diffusion des disques est généralement employée comme une analyse
préliminaire pour étudier l'activité antibactérienne ensuite viennent des méthodes plus
détaillées. Dans cette méthode, les paramétres tels que le volume placé sur les disques de
papier, I'épaisseur de la couche de gélose et si un dissolvant est employé varient
considérablement entre les études (Manou et al., 1998; Burt, 2004). L’activité
antibactérienne de nos extraits est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition (mm)
autour des disques contenant I'extrait a tester contre les germes pathogenes apres 24 h heures
d'incubation a une température convenable de 37°C. Les valeurs indiquées sont les moyennes
des trois mesures de chaque concentration.

¢ Principe

Le principe de cette méthode se résume en un disque de papier imprégné de I’extrait a
différentes concentrations, déposé directement sur la gélose, uniformément ensemencée avec
le germe a tester. La croissance du germe est inhibée a une distance du disque par rapport a sa
sensibilité a I’extrait diffusé. La limite de la zone d’inhibition est détectée a I’oeil nu et
s’accorde a ’endroit ou la croissance bactérienne commence (Massiaen, C.M., et al.,1981).

L’interprétation de la zone d’inhibition se fait a I’aide d’une régle en fonction des diametres
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donnés dans un tableau, ainsi les germes sont classés en « sensibles », « intermédiaires » ou «
résistants » (Biondi,D., et al., 1993).

Cette méthode est reconnue comme fiable et reproductible, en plus de ¢a, elle constitue

surtout une étape préliminaire a des études plus approfondies, car elle permet d’accéder a des

résultats essentiellement qualitatifs (Dima, 2016). Elle permet également de mettre en

évidence 1’effet antimicrobien des composées phénoliques et de déduire la résistance et la

sensibilité des souches microbiennes (Amara et al., 2017).

2.3. Mode opeératoire

Revivification des souches
Dans le milieu gélose nutritive pendant 24h

Préparation des disques
On utilise dans cette methode, le papier filtre découpé sous forme de disques
circulaires environ de 6 mm de diameétre, afin d’obtenir une zone d’inhibition facile a

mesurer.

Sterilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés dans la preparation des solutions bactériennes ont été
stérilisés en premier a sec dans un four pasteur, les disques en papier Wattman (6 mm
de diameétre) et la gélose nutritive ont été stérilisés a I'autoclave a 121°C pendant 15

minutes.

Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu : Muller-Hinton. Dans un
bain marie, il faut faire bouillir la gélose jusqu’a dissolution totale. Puis une
stérilisation a ’autoclave est nécessaire avant utilisation. Enfin couler le milieu dans

les boites de pétri et laisser refroidir (fig 14).
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Figure 14 : Préparation de milieu de culture.

Pour les solvants nous avons utilisé :

- L’eau physiologique stérile : NaCL (9g/L), pour préparer et diluer les suspensions

bactériennes

- DMSO : pour solubiliser I’extrait de (n-butanol et acétate d’éthyle)

- L’eau distillée stérile.

Préparation des dilutions des extraits de la plante

Les extraits de la plante obtenus ont été dissouts dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO)
et ont été filtrés en utilisant des micro-filtres de 0,22 um, pour préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives, sachant que la concentration de la
solution mere de chaque extrait est de 100 mg/ml.

Préparation d’inoculum

Les souches bactériennes ont été mises en culture dans les bouillons nutritifs et
incubées a 37 °C pendant 24h, leur densité doit étre équivalente a 0.5Mc Ferland.
L’inoculum peut étre donc ajusté, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau
physiologique stérile s’il est trop fort.

Ensemencement et dép6t des disques

Les suspensions bactériennes ont été étalées a la surface de la gélose M.H a I’aide des
écouvillons. Les disques imprégnés des extraits sont déposés délicatement sur la
surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince stérile. De méme les disques

imprégnés de DMSO (témoin négatif) ont été déposés. Les boites de pétri sont
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incubée °C, I
s pendant 24 heures a 37°C, I’expérience est répétée deux fois pour chaque

extrait et pour chaque espéce bactérienne (fig 15) et (fig 16).
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Figure 16 : Dép6t des disques.
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e Lecture
La lecture des résultats s’est faite 24 heures aprés I’incubation, par la mesure des
diametres des zones d’inhibition autour de chaque disque (fig.17) a ’aide d’une regle

en (mm). Le diametre détermine 1’efficacité de la matiére active.

Apres mesure de la zone d’inhibition, les souches sont classées en :

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre moins de 8 mm.

- Sensible (+) : diametre entre 9 a 14 mm.

- Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre plus de 20 mm. (Ponce et al., 2003).

Zone ol les bacteries Zone ol la croissance
se développent normalement  des bactéries est inhibée

—
boite de Pétri

..
disque @
d'antibiotique ‘e
gélose avec @
culture bactérienne —

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactéries

Figure 17 : Détermination de la zone d’inhibition par la méthode de diffusion des disques
(Zaiki, 1988).
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1. Activité antibactérienne des extraits concentrés et dilués (Centaurea
dimorpha)

Concernant les extraits concentrés et dilués, des zones d’inhibition sont observées. Les

résultats notés sont les moyennes des ensembles des diamétres du méme essaie.

Les diamétres des zones d’inhibition (mm) obtenus sont représentés dans les tableaux

suivants :

Tableau 4 : Activité antibactérienne de I’extrait N-butanol (Centaurea dimorpha) mesurée en

mm.
N- | Escherichia. | Staphylocoques | Pseudomonas | Salmonella | Enterococcus | Klebsiella
but Coli aureus aeruginosa pneumonia
SM 7 8 8 8 10 7.5

Y 6.5 7 7 7 8 7

Ya 6.5 7 7 6.5 7 6.5

Tableau 5 : Activité antibactérienne de 1’extrait acétate d’éthyle (Centaurea dimorpha)
mesurée en mm.

acétate | Escherichia. | Staphylocoques | Pseudomonas | Salmonella | Enterococcus | Klebsiella
Coli aureus aeruginosa pneumonia

SM 10 7 8 8 8 7

Y 8 6.5 7.5 7 7 6.5

Ya 7 6.5 7 7 6.5 6
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Concernant les extraits concentrés, des zones d’inhibition sont observées indiquant que

tous les extraits concentrés ont une activité antibactérienne.

Les diamétres d'inhibition obtenus se trouvent entre 6,0 a 10 mm, les extraits sont actifs a
différents degrés sur I'ensemble des bactéries testées.

La plus grande zone d’inhibition est celle de I’extrait N-butanol envers la souche
bactérienne Enterococcus avec un diamétre de 10 mm et aussi pour l'extrait acétate d’éthyle

envers la souche bactérienne Escherichia Coli avec un diamétre de 10 mm.

La plus petite zone d’inhibition est celle de I’extrait acétate d’éthyle vis-a-vis de la souche

Klebsielle pneumonia avec 6.0 mm de diamétre.

2. Activité antibactérienne de ’extrait Acétate- d’éthyle (Centaurea
dimorpha)

L’activité antibactérienne de 1’extrait Acétate- d’éthyle de ’espeéce Centaurea dimorpha est

représentée dans la figure suivante :

36



Chapitre 111 : Résultats et discussion

Activité antibactérienne de |'extrait acétate d’éthyle

Escherichia Coli Staphylocoque Pseudomonas Salmonella Enterococcus Klebsiella
aureus aeruginosa pneumonia
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10

=)

=

o]

ESM m1/2 m1/4

Figure 18 : Activité antibactérienne de de I’extrait Acétate- d’éthyle (Centaurea dimorpha).

Les résultats concernant les extraits non concentrés ou dilués (1/2, 1/4,) montrent que ces
derniers n’ont aucun effet envers les souches testées E-Coli , Staph, .Klebsiella , Pseudo ,

Salmonella et Eenterococcus.

On observe un effet antibactérien envers toutes les souches avec la concentration initiale
(SM) de I’extrait (>=8 mm) sauf chez les souches Staph et Klebsiella qui montrent une
résistance car le diametre est inférieur a 8 mm. Egalement un effet antibactérien est positif

avec la dilution 1/2 contre la souche E-Coli.

Diameétre des zones d’inhibition (mm) de I’extrait Acétate d’éthyle (Centaurea dimorpha )

Selon les résultats obtenus, les souches bactériennes testées sont apparues de résistantes a
sensibles vis-a-vis de I'extrait Acétate d’éthyle. Cela montre clairement que cet extrait exerce
une activité antibactérienne sur une seule souche parmi les six souches qu’on a étudié ;
Escherichia Coli présentant une zone d’inhibition de 10 mm indique quel est sensible,

Enterococcus, Pseudomonas aeroginosa et Salmonella avec une zone d’inhibition de 8 mm,
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Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumonia avec une zone d’inhibition de 7 mm se sont

montrées résistantes au méme extrait.

Cela peut étre expliqué par le fait que l'activité antibactérienne de I’extrait de la plante
Centaurea dimorpha est due aux différents agents chimiques présents dans cet extrait y
compris les flavonoides, les tannins et les tri terpenes principalement les saponosides.
D’autres chercheurs ont montré que I’activité antibactérienne est due a la nature des bactéries
de Gram- ou Gram+ qui est liée a la différenciation dans la structure membranaire de ces

bactéries et aussi au mode d’extraction et la concentration du principe actif.

L’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné d’extrait brut
étudié traduit P’action bactériostatique. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une
bactérie a une autre et d’un extrait a un autre. Comme cela a été rapporté dans la littérature,
nous avons considéré qu’un extrait a une action bactériostatique si son diamétre d’inhibition

est supérieur a 8 mm (Marjorie, 1999 ).

3. Activité antibactérienne de I’extrait N-butanol (Centaurea dimorpha)

L’activité antibactérienne de D’extrait N-butanol de I’espéce Centaurea dimorpha est

représentee dans la figure suivante :
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Activité antibactérienne de |'extrait N-butanol

Escherichia coli  staphylocoque Pseudomonas Salmonella Enterococcus Klebsiella
aureus aeruginosa pneumonia
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Figure 19 : Activité antibactérienne de de I’extrait N-butanol (Centaurea dimorpha).

Les résultats concernant les extraits non concentrés ou dilués (1/2 , 1/4 ) montrent que ces

derniers n’ont aucun effet antibactérien envers les souches testées.

On observe un meilleur effet antibactérien envers la souche Enterococcus avec la

concentration initiale (SM) de ’extrait qui présente l'effet maximal d'inhibition.

Les autres dilutions du méme extrait pour les mémes souches ne possédent pas une
activité car le diametre est inférieur a 8 mm ; seuil a partir duquel on peut parler d’une activité
antibactérienne ; sauf chez la souche Enterococcus qui montre une activité avec la

concentration ¥z (figurel2).

Diamétre des zones d’inhibition (mm) de I’extrait N-butanol ( Centaurea dimorpha )

Selon les résultats obtenus, les souches bactériennes testées sont apparues de résistante a
sensibles vis-a-vis de l'extrait butanolique de I’espéce Centaurea dimorpha. Cela montre

clairement que cet extrait exerce une activité antibactérienne sur une seule souche parmi les
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six souches qu’on a étudié ; avec un diamétre d’inhibition vis-a-vis de la bactérie Gram (+) :
Enterococcus, avec une zone d’inhibition pour la concentration initiale (SM) de 10 mm. En

revanche, aucune activité n’a été montrée contre Esherichia coli.

Les souches Staphylococcus Aureus, Pseudomonas Auginosa, Salmonella, Klebsiella
Pneumonia ont montré résistance contre l'extrait n-butanol, avec un diamétre d’inhibition de 8

mm , 8 mm, 8mm , 7.5 mm respectivement.

Selon les résultats précédents, on peut déduire que I’extrait n-butanol présente une activité
antibactérienne comme celle de I’acétate d’éthyle, surtout pour la bactérie Enterococcus avec

I'extrait n-butanol.

L’hypersensibilit¢ de la bactérie Enterococcus vis-a-vis de D’extrait butanolique est
probablement due a la sensibilité des bactéries Gram+ aux changements environnementaux
externes tels que la température, le pH et les extraits naturels, due a I’absence de la membrane
externe (Balentine et al., 2006). Alors que, Esherichia coli a montré une résistance contre

I'extrait butanolique .

D’autres chercheurs, Benyagoub et al., 2016 ont montré que I’activité antibactérienne est
due a la nature des bactéries Gram (+) ou Gram (-), qui est liée a la différenciation dans la
structure membranaire de ces bactéries et aussi au mode d’extraction et la concentration du

principe actif.

L’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné d’extrait brut
étudié traduit I’action bactériostatique. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une
bactérie a une autre et d’un extrait a un autre. Comme cela a été rapporté dans la littérature,
nous avons considéré qu’un extrait a une action bactériostatique si son diamétre d’inhibition

est supérieur a 12 mm (Sagdig, 2003).

En prenant en compte les résultats obtenus auparavant, on trouve que les extraits (acétate
d’éthyle, n-butanol) de la plante, présentent plus au moins, la méme capacité (ou activité)
antibactérienne vis-a-vis des souches bactériennes :, Staphylococcus Aureus, Pseudomonas

Auginosa, Salmonella, Klebsiella Pneumonia.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

La différence, apparait dans I’action efficace de l'extrait acétate d’éthyle de la plante
Centaurea dimorpha contre la bactérie Esherichia coli, contrairement a I'extrait n-butanol qui

montre une activité antibactérienne contre la souche Enterococcus.
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Conclusion générale et perspectives

L'Algérie a un héritage végétal important en raison de sa richesse et de sa biodiversité
dans les régions cotiéres, les montagnes, les hauteurs, les steppes et les oasis sahariennes.
Cette richesse floristique est considérable et comporte des milliers des substances naturelles
qui offrent des potentialités considérables comme : des propriétés biologiques trés importantes
qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine, en
pharmacie en cosmétologie, en agriculture. Ce nouvel intérét est di en partie au fait que les
plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives, et en
revanche, les effets secondaires des médicaments préoccupent les consommateurs qui se
tournent vers des soins moins agressifs pour le corps.

A la fin de ce travail visant a étudier les activités antibactériennes des deux extraits

prépares a partir de la macération de la plante medicinale algérienne, appartenant a la famille
des Asteraceae et au genre Centaurea, parmi les familles les plus importantes de la flore
Algérienne et les plus utilisées en médecine traditionnelle, il semble que cette plante Centaure
dimorpha a des vertus qui peuvent justifier leur usage en médecine traditionnelle.
L’activité antibactérienne de I’extrait N-butanol et acétate d’éthyle est évaluée par la méthode
des disques contre six souches de Gram + et Gram - qui sont les suivantes Staphylococcus
Aureus, Pseudomonas Auginosa, Salmonella, Klebsiella Pneumonia , Escherichia coli ,
Enterococcus . Les résultats ont indiqué que les extraits N-butanol et acétate d’éthyle ont un
effet bactériostatique sur toutes les souches testées a des degrés differents ; cette action est
traduite par I’apparition des zones d’inhibition autour du disque imprégné.

La meilleure capacité de lactivité antibactérienne a été observée sur I’extrait n-
butanol contre la souche Enterococcus et dans I’action efficace de l'extrait acétate d’éthyle
contre la bactérie Esherichia col . Cela peut étre expliqué essentiellement par la nature des
composés qu’il contient comme ; les flavonoides, les tanines, les triterpenes les saponosides
ainsi que d’autres composées de nature phénolique, qui sont classifiés comme composés
antibiotiques tres actifs.

En général, nous pouvons conclure que cette plante est riche en métabolites
secondaires qui donnent une valeur thérapeutique et médicinale importante, mais cette étude
reste préliminaire et pas indicative sur le mécanisme réel par lequel agit cette plante, et elle ne
constitue qu’une premicre étape dans la recherche des substances de source naturelle

biologiquement actives.
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Conclusion générale et perspectives

Les résultats de la présente étude donnent un apercu général sur le potentiel antibactérien
des extraits de cette plante. Donc des études sur ces extraits méritent d’étre poursuivies et les
perspectives qui en résultent sont de :

- Poursuivre les études sur les activités biologiques des espéces du genre Centaurea afin
d’améliorer des antibiotiques a partir des extraits de ces plantes.

- Etudier d’autres activités de ce genre (anti-inflammatoire, anticancéreuse) afin de confirmer
ou d’infirmer I’activité biologique attribuée a cette espece.

- Déterminer le mode d’action de ces substances. Il serait aussi trés utile de tester leur toxicité
in vivo dans le but de mettre en place des traitements naturels de maladies infectieuses mieux

tolérés.
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Résumé

Reésumé

Centaurea sont des plantes endémiques appartenant a la famille des Astéracees, localisée au
niveau de toute I’ Algérie, leur richesse en métabolites secondaires nous a conduit a procéder a
leur extraction. a partir de feuilles par le méthanol ; puis I’extrait méthanolique est fractionné

en utilisant des solvants a polarité croissante.

L'objectif de cette étude est I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits : N-butanol
et Acétate d’éthyle de I’espéce Centaurea dimorpha, utilisant la méthode de diffusion a partir
des disques imprégnés avec différentes concentrations de I’extrait sur six souches a Gram- a
Gram+ (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella)..

Les résultats montrent que l'extrait Acétate d’éthyle exerce une activité antibactérienne sur
une seule souche parmi les six souches étudiées a savoir Escherichia Coli présentant une zone
d’inhibition de 10 mm qui est donc sensible. Alors que I’extrait n—butanol exerce aussi une
activité antibactérienne sur une seule souche Enterococcus, avec une zone d’inhibition pour la

concentration initiale (SM) de 10 mm.

L'activité antibactérienne est principalement attribuée a I'abondance de métabolites
secondaires dans ces plantes. Ces résultats pourraient justifier l'utilisation de cette plante pour
le traitement de certaines maladies d'origine bactérienne, et ses meétabolites secondaires

pourraient étre utilisés a des fins thérapeutiques, notamment antibactériennes.

Mots clés : activité antibactérienne, métabolites secondaires, Centaurea dimorpha



Résumé

Abstract

Centaurea are endemic plants belonging to the Asteraceae family, localized at the level of all
Algeria, their richness in secondary metabolites led us to proceed to their extraction from
leaves by methanol; then the methanolic extract is fractionated by using solvents with
increasing polarity

The objective of this study is the evaluation of the antibacterial activity of the extracts: N-
butanol and Ethyl acetate of Centaurea dimorpha species, using the diffusion method from
the disks impregnated with different concentrations of the extract on six Gram- to Gram+
strains (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella) .

The results show that the ethyl acetate extract exerts an antibacterial activity on only one
strain among the six strains studied, namely Escherichia coli with a 10 mm zone of inhibition
which is therefore sensitive. While the n-butanol extract also exerts antibacterial activity on a
single Enterococcus strain, with a zone of inhibition for the initial concentration (SM) of 10

mm.

The antibacterial activity is mainly attributed to the abundance of secondary metabolites in
these plants. These results could justify the use of this plant for the treatment of some diseases
of bacterial origin, and its secondary metabolites could be used for therapeutic purposes,

especially antibacterial.

Key words : antibacterial activity, secondary metabolites, Centaurea dimorpha
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Résumé

Centaurea sont des plantes endémiques appartenant a la famille des Astéracées, localisée au niveau de toute
I’ Algérie, leur richesse en métabolites secondaires nous a conduit a procéder a leur extraction. a partir de
feuilles par le méthanol ; puis I’extrait méthanolique est fractionné en utilisant des solvants a polarité
croissante.

L'objectif de cette étude est ’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits : N-butanol et Aceétate
d’éthyle de I’espéce Centaurea dimorpha, utilisant la méthode de diffusion a partir des disques imprégnés
avec différentes concentrations de I’extrait sur six souches a Gram- a Gram+ (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella).

Les résultats montrent que l'extrait Acétate d’éthyle exerce une activité antibactérienne sur une seule souche
parmi les six souches étudiées a savoir Escherichia Coli présentant une zone d’inhibition de 10 mm qui est
donc sensible. Alors que I’extrait n—butanol exerce aussi une activité antibactérienne sur une seule souche
Enterococcus, avec une zone d’inhibition pour la concentration initiale (SM) de 10 mm.

L'activité antibactérienne est principalement attribuée a I'abondance de métabolites secondaires dans ces plan
Ces résultats pourraient justifier I'utilisation de cette plante pour le traitement de certaines maladies d'orig
bactérienne, et ses métabolites secondaires pourraient étre utilisés a des fins thérapeutiques, notamm
antibactériennes

Mots-clefs : activité antibactérienne, métabolites secondaires, Centaurea dimorpha.
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