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INTRODUCTION

RESUME

Introduction. Vernonia conferta est une espéce utilisée par les populations
camerounaises dans la prise en charge des plaies. L’objectif de ce travail était de
déterminer la composition chimique et d’évaluer les propriétés antimicrobiennes de
cette plante. Méthodologie. L’étude était de type expérimental. Le matériel végétal était
constitué d’écorces de tronc de V. conferta. L’extraction a été réalisée par macération
dans le MeOH. 1l s’en est suivi le criblage phytochimique qualitatif, ’isolement et la
caractérisation des molécules et I’évaluation des propriétés antimicrobiennes de
I’extrait. Résultats. Le rendement d’extraction a été de 2,66%, les composés
phénoliques et terpénoides ont été révélés. Un mélange de B-sitostérol et de stigmastérol,
ainsi que I’acide bétulinique, ont été isolés. L’extrait méthanolique a montré une forte
activité antibactérienne sur les souches de S. aureus et E. coli avec une CMI de 1.25 pg
/ ml et une trés forte activité antifongique sur la souche de C. albicans avec une CMI de
0,78 ng / ml, de plus ’activité a été bactéricide et fongistatique. Conclusion. Ces
résultats démontrent que I’extrait d’écorces de V. conferta peut étre utilisé pour la
formulation d’une solution antiseptique.

ABSTRACT

Introduction. Vernonia conferta is a species used by the Cameroonian populations for
the management of wounds. The aim of this work was to determine the chemical
composition and evaluate the antimicrobial properties of this plant. Methodology. The
study was experimental. The plant material consisted of trunk bark of V. conferta. The
extraction was carried out by maceration in MeOH, followed by qualitative
phytochemical screening, the isolation and characterization of the molecules and the
evaluation of the antimicrobial properties of the extract. Results. The extraction yield
was 2.66%, the phenolic and terpenoid compounds were revealed. A mixture of (-
sitosterol and stigmaterol and also betulinic acid, were isolated. The methanolic extract
showed high antibacterial activity against the S. aureus and E. coli strains with a MIC
of 1.25 pg/ml and very high antifungal activity against the C. albicans strain with a MIC
of 0.78 ug / ml, in addition the activity was bactericidal and fungistatic. Conclusion.
These results demonstrate that V. conferta bark extract can be used for the formulation
of an antiseptic solution.

médicinales de certaines especes ont été réalisées ; cent
trois composés bioactifs isolés de diverses espéces de

Le genre Vernonia compte environ un millier d’espéces et
les membres du genre sont largement utilisés comme
aliment et comme médicament. Cent neuf (109) espéces
de Vernonia ont été signalées dans la littérature comme
ayant des propriétés médicinales, cent cing (105) plantes
gtaient liées au traitement ou a la gestion de 44 maladies
ou problémes de santé humains. Des études de recherche
in vitro et in vivo rapportant la validation des propriétés
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Vernonia ont également été identifiés [1]. Vernonia
conferta est un arbuste de la famille des Asteraceae, du
genre Vernonia retrouvé dans la zone tropicale de
I’Afrique, notamment au Cameroun, Congo, Nigeria,
Sierra Leone, Cote d’ivoire, Ghana etc.
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POINTS SAILLANTS

Ce qui est connu du sujet

Vernonia conferta de la famille des Asteraceae est retrouvé

dans la zone tropicale de 1’Afrique. La décoction des

écorces et tiges est utilisée en massage et pour la
désinfection des lésions.

La question abordée dans cette étude

Composition chimique et propriétés antimicrobiennes des

écorces de Vernonia conferta.

Ce que cette étude apporte de nouveau

1. Les composés phénoliques et terpénoides ont été
révélés. Un mélange de B-sitostérol et de stigmastérol,
ainsi que I’acide bétulinique, ont été isolés.

2. L’extrait méthanolique a montré une forte activité
antibactérienne sur les souches de S. aureus et E. coli
et une tres forte activité antifongique sur la souche de
C. albicans.

3. L activité a été bactéricide et fongistatique

Les implications pour la pratique, les politiques ou les

recherches futures.

L’extrait de V. conferta peut constituer une matiére

premiére pour la formulation d’un médicament utilisé dans

la prise en charge des plaies.

Dans la région du centre Cameroun, son nom vernaculaire
est « Abayak » et dans le littoral, « Bopolo polo » ; la
décoction des écorces et tiges est utilisée en massage et
pour la désinfection des Iésions [2]. Au Bénin, les feuilles
infusées sont prises oralement ou appliquées localement
dans le traitement des ulcéres [3]. L’administration orale
des feuilles macérées permet de lutter contre le mal
d’estomac et les crampes [4]. Occasionnellement plantée
au Ghana comme haie ou clbture, la cendre de la tige
brllée est utilisée dans la préparation du savon ou comme
sel de cuisine ; I'écorce est médicinale. Les feuilles sont
utilisées dans les bains de vapeur comme reméde contre
I’orchite a gonocoque. Macérés dans le vin de palme, ils
sont un excellent aphrodisiaque. La décoction est laxative,
antipyrétique et expectorante. Les jeunes pousses sont
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gue 1: plantentiere (gauhe) écorces de tronc (droite)[6]

galactogenes. La poudre d'écorce est utilisée comme
vermifuge pour les enfants. Le cortex utilisé pour les
problémes oculaires, pour réduire les abces et s'applique
directement sur les blessures. La décoction est
galactogene. L'écorce, les racines et les branches sont
astringentes et s'utilisent contre la fiévre et la diarrhée Les
racines sont cardiotoniques en raison de la présence du
glucoside nonina, d’action similaire a la digitaline, mais
beaucoup moins toxique. Du savon est fabriqué avec les
cendres des tiges brilées [5]. La présente étude avait pour
objectif de déterminer la composition chimique et
d’évaluer les propriétés antimicrobiennes de V. conferta.

MATERIEL ET METHODES

Récolte du matériel végétal

Les écorces de tronc de V. conferta ont été récoltées dans
la région du Centre, département de la Mefou et Afamba,
localité de Nkolafamba, L’identification du spécimen a
été¢ effectuée a 1’Herbier National du Cameroun en
comparaison avec 1’échantillon n® 11111/HNC, sous le n°
10046. Le matériel a été nettoyé, séché durant 14 jours a
I’abri du soleil, puis pulvérisé dans un broyeur mécanique.

Microorganismes

Trois (3) souches cliniques fraichement isolées des sujets
camerounais ont été utilisées : Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Candida albicans.

Extraction

Elle a été faite par double macération de 72h dans 11 L de
MeOH de la poudre d’écorces de V. conferta. Le mélange
a été filtré sur du papier filtre Whatman N°3, le filtrat
concentré a 1’évaporateur rotatif Heidolph® (Hei-VAP
ML/G3). L’extrait sec a été conservé a température
ambiante a I’abri du soleil.

Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule
ci-dessous :

R

__ (masse del'extrait brut)

x 100

masse de la poudre
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Criblage phytochimique qualitatif
Il a été réalisé en utilisant les protocoles standards
d’Harbonne de 1998 [7].

Tableau |: méthodes usuelles de criblage phytochimique
qualitatif
Classes de Familles de Réactifs
métabolites métabolites
secondaires secondaires
Composés Azotés Alcaloides Dragendorff
Terpénes et  Triterpenes et Libermann-
Stéroides stéroides Buchardt
Saponines
Composés Phénols et FeCl; 10%
Phénoliques polyphénols
Flavonoides Shinoda
Anthocyanines H,S0, 1%
Anthraquinones Bornstrager
Tanins catéchiques FeCl33%

Isolement et caractérisation des molécules bioactives
L’extrait brut a été dissout dans du MeOH et fixé sur une
quantité équivalente de silice (de granulométrie 60 —
200pm / 60A) puis séché a température ambiante. Le
mélange a été ensuite séparé sur une colonne
chromatographique ouverte éluée au systéme de solvants
n-hexane/AcOEt a des polarités croissantes. La
composition qualitative des fractions recueillies a été
déterminée a D'aide de la CCM. L’élucidation des
structures des composés isolés a été faite grace aux
méthodes de RMN *H et °C.

Activité antimicrobienne

Préparation de l'inoculum microbien

Les suspensions de ’inoculum de bactéries ou de fungi
ont été préparées selon la technique décrite par ’'OMS
dans son manuel de laboratoire. La turbidité de la
suspension microbienne a été ajustée a un standard de 0,5
Mc Farland. Cette suspension a été diluée au centiéme,
constituant ainsi I’inoculum standard [8].

Préparation de [’extrait et des molécules de référence

La solution mére a été préparée en dissolvant 1mg
d’extrait sec dans 100 pL de DMSO puis additionnée de
1900 pL de milieu de culture, pour une concentration de
500 pg / mL. Les molécules de référence Ceftriaxone et
Fluconazole ont été préparées a la méme concentration.
Trois témoins ont été utilisés. Le premier a été constitué
uniquement du milieu de culture pour la stérilité du
milieu. Le second, de 200 pL de DMSO et 100 pL de
I’inoculum pour la viabilit¢ des germes vis-a-vis du
DMSO. Le troisiéme, du milieu de culture, de I’inoculum
et de la substance de référence.

Détermination des concentrations minimales inhibitrices
L’évaluation de ’activité antimicrobienne a été réalisée en
triplicate dans les microplaques stériles de 96 puits. Cing
dilutions d’ordre 2 ont été réalisées (de 50 pg /mL a 1,56
pg/mL). L’incubation a été faite pendant 24 h a 37 °C
(bactéries) et a 28 °C (fungi). La croissance des
microorganismes a été observée grace a un indicateur
coloré 1’iodonitrotétrazolium qui virait au rose en
présence de bactéries viables. La concentration minimale
inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration a laquelle
I’extrait a empéché la croissance visible des bactéries et
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fungi [9]. L’activité de I’extrait a été classé en : i) trés
forte, CMI < 5 pg/mL ; ii) forte, 5 pg/mL < CMI < 50
pg/mL ; iii) modérée, 50 pg/mL < CMI < 325 pg/mL et
iv) faible, CMI> 325 pg/mL [10].

Détermination des concentrations minimales
bactéricides (fongicides)
L’ensemencement a été effectué a partir des puits de CMI,
sur les géloses Muller Hinton e et Sabouraud et
I’incubation s’est faite a 37 °C pendant 24 h (bactéries) et
28 °C (champignons). La CMB/CMF est la plus petite
concentration a laquelle I’extrait a empéché la croissance
visible des microorganisemes aprés repiquage [9]. L effet
de D’extrait a été déterminé par le rapport CMB ou
CMF/CMI : < 1, «bactéricide/fongicide absolu», < 4,
«bactéricide/fongicide», > 4,  «bactériostatique
[fongistatique» [11,12].

i Considérations éthiques
Pour réaliser cette étude, une clairance éthique N°276 du
Comité Institutionnel d’Ethique et de la Recherche de la
FMSB/UY1 a été obtenue.

Analyses des données

Elle est réalisée par 1’analyse de la variance ANOVA
suivie du test de comparaison de Dunnett’s afin de
déterminer la CMI de chaque dilution (comparaison avec
le témoin 1). L’outil statistique utilisé est Minitab V19.
Les valeurs sont exprimées en moyenne, avec un seuil de
signification statistique fixé a 5%.

RESULTATS

Extraction

La double macération de 72h dans le MeOH (11 L) d’une
masse de 2, 25 Kg de poudre d’écorces de V. conferta a
permis d’obtenir un extrait brut de 60,25g, soit un
rendement de 2, 66%.

Criblage phytochimique qualitatif

Nous notons la présence des composés phénoliques, des
triterpénes et stéroides et 1’absence des alcaloides. Le
tableau II résume la composition de I’extrait en
métabolites secondaires.

Tableau Il : résultats du criblage phytochimique qualitatif
Classes de Familles de Extrait d’écorces de
métabolites métabolites tronc de V. conferta
secondaires secondaires

Composés Azotés  Alcaloides -

Terpenes et  Triterpénes +
Stéroides P
Stéroides +
Saponines +
Composés Phénols +
Phénoliques
Polyphénols +
Flavonoides +
Anthocyanines +/-
Anthraquinones -
Tanins catéchiques +
+:présence - :absence  +/-:faible présence
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Isolement et caractérisation des molécules bioactives
Le fractionnement sur colonne chromatographique de
I’extrait méthanolique de V. conferta a permis d’isoler
deux composés (1 et 2)

Le composé 1 (B-sitostérol et stigmastérol) a été obtenu
sous forme de paillettes blanches dans le systeme de
solvants n-hexane — AcOEt (95 : 5). Sa caractérisation a
été faite par comparaison CCM avec un échantillon
authentique disponible au laboratoire [13].

o\

23

HO HO
(1) B-sitostérol et stigmastérol [13]

Le composé 2 a été obtenu sous forme de poudre blanche
dans le systéme de solvants n-hexane — AcOEt (85 :15)
Son spectre RMN 'H met en évidence un ensemble de
signaux, parmi lesquels deux singulets d’un proton chacun
a on 4,62 et 450 ppm correspondants aux protons
oléfiniques d’un méthyléne terminal ; puis un singulet de
trois protons a 6n 1,72 ppm attribuable & un méthyle
probablement lié & un carbone sp2. Ces trois signaux sont
caractéristiques d’un groupement propényle. On observe
également sur ce spectre un multiplet d’un proton a on
3,12 ppm attribuable au proton d’un hydroxyméthine et
cinq singulets de trois protons chacun entre 1 0,75-0,97
ppm correspondant a cing groupements méthyles
angulaires.[14].

Son spectre RMN 13C présente trente signaux
correspondant a trente atomes de carbones. Parmi ces
signaux, on distingue un signal a oc 177,6 ppm
caractéristique du carbonyle des acides carboxyliques ;

par la suite, on distingue deux signaux a dc 150, 0 et 109,4
ppm correspondants aux carbones sp2 de la double liaison
terminale C-20 et C-29 ; et un signal a d¢c 79,2 ppm
caractéristique de I’hydroxyméthine en C-3 des
triterpénes. Le reste des signaux apparaissant dans les
champs forts entre 6c 56,2 et 15,1 ppm correspondants aux
carbones hybridés sp3.

L’ensemble des données spectrales comparées a celles de
la littérature nous a permis d’attribuer au composé 2 la
structure de I’acide bétulinique, le tableau III montre cette
comparaison [15].

(2) acide bétulinique [15]

Activité antimicrobienne

Des CMI de 12,5 pour S. aureus et E. coli et de 0,78 pour
C albicans ont été obtenues, ces valeurs nous ont permis
de catégoriser ’activité de notre extrait en forte activité
antibactérienne, et trés forte activité antifongique. La
concentration de 2,5 pg/ml est celle pour laquelle aucune
population bactérienne n’a été observée pour les souches
de S. aureus et E. coli. Pour C. albicans, cette
concentration était de 6,25 pug/ml. Ceci nous a permis de
classer les effets de notre extrait en bactéricide et
fongistatique. Le tableau IV résume les différentes
valeurs de CMI et CMB.

Tableau 111 : données spectrales comparatives RMN **C du composé 2 et I'acide bétulinique[15]
Composé 2 Acide bétulinique Composé 2 Acide bétulinique Composé 2 Acide bétulinique [15]
[15] [15]
N° Joc N° dc N° oc N° Joc N° dc N° dc
1 38,3 1 38,7 11 20,7 11 20,8 21 29,5 21 29,7
2 27,3 2 27,4 12 25,2 12 25,5 22 36,9 22 37,0
3 78,2 & 78,9 13 38,2 13 384 23 27,7 23 27,9
4 38,7 4 38,8 14 42,3 14 42,4 24 151 24 15,3
5 55,2 5) 5583 15 306 15 30,5 25 15,9 25 16,0
6 18,2 6 18,3 16 32,0 16 32,1 26 16,0 26 16,1
7 34,2 7 34,3 17 56,2 17 56,3 27 14,6 27 14,7
8 40,5 8 40,7 18 46,7 18 46,8 28 177,6 28 180,5
9 50,3 9 50,5 19 49,1 19 49,2 29 109,4 29 109,6
10 37,1 10 37,2 20 150,0 20 150,3 30 19,2 30 19,4
Tableau IV : concentrations minimales inhibitrices et bactéricides (fongicides)
Microorganismes CMI Activité CMB CMB/CMI Effet
(Hg/ml) moy. (Hg/ml)
Extrait Cef Flu
S. aureus 12,5 0,39 Forte 25 2 Bactéricide
E. coli 12,5 0,39 Forte 2,5 2 Bactéricide
C.albicans 0,78 0,195 Tres forte 6,25 8 Fongistatique

Cef : Ceftriaxone
Flu : Fluconazole
Moy : moyenne
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DISCUSSION

La présente étude avait pour objectif d’évaluer les
propriétés antimicrobiennes de V. conferta et déterminer
sa composition chimique.

Un rendement d’extraction de 2,66% a été obtenu.
Mvondo et al ont obtenu une valeur similaire (2,97%) lors
de D’extraction hydroéthanolique des écorces de V.
conferta [16]. Le criblage phytochimique qualitatif de
Iextrait méthanolique de V. conferta a révélé la présence
des composés phénoliques et des composés terpénoides.
Orabueze et al. au Nigéria et Mvondo et al. au Cameroun
ont, lors de leurs études, révélé la présence de ces classes
de métabolites secondaires [16,17]. lls ont obtenu en plus
des alcaloides, ceci pourrait s’expliquer par la différence
du lieu et de la période de la récolte. De plus, des études
menées sur d’autres espéces du genre Vernonia ont
démontré la présence de composés terpénoides [18,19].
L’isolement et la purification nous ont permis d’obtenir
les composés 1 (B-sitostérol et stigmastérol) et 2 (Acide
bétulinique). Ce résultat corrobore celui de Erasto et al en
Afrique du Sud qui ont isolé deux sesquiterpénes lactones
de l'extrait éthanolique des feuilles de Vernonia
amygdalina(le vernolide et le vernodalol). Umoh et al au
Nigéria, ont isolé pour la premiére fois B-sitostérol des
feuilles de Vernonia conferta [20]. La majorité des
triterpénes obtenus était de la classe des lupanes. Dans une
revue sur les activités biologiques et les triterpénaides des
especes du genre Vernonia, sept classes de triterpénoides
ont été isolées et signalées dont cing sont étroitement liés
et possedent cinq cycles dans leur squelette de base
(oléanane, ursane, taraxaréne, friedelane et friedoursane),
les deux autres classes étant les lupanes (quatre cycles et
un a cing cycle) et un triterpénoide tétracyclique [18].
Concernant 1’activité antimicrobienne, les valeurs de CMI
obtenues étaient de 2,5 pg/ml pour les bactéries avec un
rapport CMB/CMI égal a 2. Ce résultat se rapproche de
ceux de Mvondo et collaborateurs qui ont obtenu des
rapports CMB/CMI de 1 pour E. coli et 2 pour S. aureus
avec l’extrait hyroéthanolique d’écorces de V.c. Ceci
confirme I’effet bactéricide de 1’extrait méthanolique des
écorces de notre spécimen [16]. Cette équipe, lors du
screening phytochimique, a révélé la présence de
composés phénoliques, terpénoides et azotés. Ces
métabolites secondaires ont été retrouvés lors de nos
travaux, en dehors des composés azotés. Ceci proposerait
que les métabolites détectés soient responsables de
I’activité antibactérienne. En effet les données de la
littérature rapportent que les triterpénes et les stéroides
sont des composés bioactifs reconnus comme possédant
des propriétés antimicrobiennes, les triterpenes du groupe
des lupanes quant & eux ont révélé des propriétés
antibactériennes contre E. coli et P. aeruginosa,
[3,4,16,20,21]. Cependant des scientifiques ont constaté
que l'activité antimicrobienne la plus élevée était liée a la
présence de groupes hydroxyles (composés phénoliques et
alcooliques), alors que les hydrocarbures entrainaient une
activité moindre [22]. S’agissant des molécules bioactives
isolées de V. c., il a été noté que le stigmastérol et -
sitostérol possédent une activité anti-oxydante, ils seraient
efficaces dans le traitement des cancers. Le f-sitostérol
serait également efficace dans le traitement des troubles
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neuro-dégénératifs tels que la maladie d'Alzheimer ; il
serait un excellent antidiabétique, antiinflammatoire,
antihelminthique...[23].

CONCLUSION

L’étude chimique des écorces de Vernonia conferta
(Asteraceae) nous a permis d’une part de révéler la
présence de composés phénoliques et terpénoides, d’autre
part d’isoler et de caractériser 2 phytostérols (le B-
sitostérol et le stigmastérol) et 1 triterpéne de la classe des
lupanes (I’acide bétulinique). L’activité antimicrobienne
de I’extrait a été démontrée sur les souches de S. aureus,
E. coli et C. albicans : bactéricide et fongistatique. Cette
étude a permis de valoriser les activités décrites sur cette
plante car, elle vient corroborer les propriétés
ethnopharmacologiques décrites sur [’utilisation des
écorces de Vernonia conferta au Cameroun. Cette étude
ouvre une piste de recherche pour la mise au point d’une
solution antiseptique répondant aux exigences de stabilite,
d’efficacité et d’innocuité.
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