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Résumé L’objectif de ce travail est d’évaluer les activités
antioxydante et antibactérienne des extraits d’Helichry-
sum stoechas issues de deux méthodes d’extraction : d’une
part, macération et décoction, d’autre part, I’eau et I’éthanol
comme solvants. Les extraits contiennent une quantité consi-
dérable en métabolites phénoliques, déterminées par la
méthode de Folin-Ciocalteu, comprise entre 310,337 et
188,742 pg/ml. Les activités antioxydantes de la plante ont
été évaluées sur les extraits par la réduction de DPPH avec
de I’hydroxytoluéne butylé comme antioxydant standard.
Les résultats de ce test ont montré que les extraits éthanoli-
ques isolés par décoction ont de trés bonnes activités antio-
xydantes par rapport aux extraits obtenus par macération
(27,132 pg/ml). De plus, il existe une corrélation positive
([R*= 0,679], [R*> = 0,673]) entre ces activités et les teneurs
en polyphénols totaux et flavonoides respectivement. Les
tests antibactériens ont été réalisés sur des souches bactérien-
nes de référence ATCC (American Type Culture Collection)
dans un milieu solide en utilisant la méthode des puits, mon-
trant que certaines bactéries testées sont sensibles aux
extraits éthanoliques telles que Staphylococcus aureus, Ente-
rococcus faecalis, Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae,
avec des valeurs de diamétre d’inhibition comparables a
celles des antibiotiques testés. Par contre, d’autres sont résis-
tantes comme Escherichia coli. Les extraits aqueux obtenus
par les deux méthodes d’extraction (décoction, macération)
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sont inefficaces pour la majorité des bactéries étudiées, sauf
Klebsiella pneumoniae.

Mots clés Helichrysum stoechas (L.) Moench - Macération
- Décoction - Activité antioxydante  Activité
antibactérienne

Abstract The objective of this work was to evaluate the antio-
xidant and antibacterial activities of the extracts of Helichry-
sum stoechas from two extraction methods (maceration and
decoction) using two solvents, water and ethanol. The extracts
contain a considerable amount of phenolic metabolites bet-
ween 310.337 and 188.742 pg/ml determined by the Folin-
Ciocalteu method. The antioxidant activity of this plant was
evaluated using the extracts by reducing DPPH (2.2 Diphenyl
1 picryl hydrazylhydrate) radical scavenging with butylated
hydroxytoluene (BHT) as standard antioxidant. The results
of this test showed that ethanolic after decoction extracts have
very good antioxidant properties compared with extracts
obtained by maceration (27.132 pg/ml). In addition, there is
a positive correlation ([R* = 0.679], [R® = 0.673]] between
these activities and the contents of total polyphenols and fla-
vonoids, respectively. Antibacterial tests were determined
using ATCC reference bacterial strains according to the
Agar-well diffusion method, showing that certain bacteria tes-
ted are sensitive to ethanol extracts as Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, and Klebsiella pneu-
moniae with diameter of inhibition values comparable
with the antibiotics tested. There are other bacteria which
are insensitive to different extracts of Helichrysumstoechas
such as Escherichia coli. The aqueous extracts obtained
by the two extraction methods (decoction and maceration)
are ineffective for the majority of bacteria tested, except
Klebsiella pneumoniae.

Keywords Helichrysum stoechas (L.) Moench - Maceration -
Decoction - Antioxidant activity - Antibacterial activity
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Introduction

Le genre Helichrysum renferme environ 500-600 espéces
herbacées et arbustives largement distribuées en Europe du
Sud, en Afrique (y compris Madagascar), en Asie du Sud, en
Inde du Sud, au Sri Lanka et en Australie. Malgré le grand
intérét de ce genre, on en sait peu sur ’espéce Helichry-
sum stoechas qui est généralement aromatique, vivace, ayant
des feuilles denses avec des tétes de fleurs rustiques. L’im-
mortelle a été utilisée pour traiter les plaies, les infections
topiques et les affections respiratoires [1]. L’objectif de la
présente étude est la détermination des métabolites secondai-
res d’Helichrysum stoechas et leurs activités antioxydante et
antibactérienne.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Les parties aériennes de la plante ont été collectées pendant
la saison de floraison en 2014 dans les montagnes de Dirah
(Bouira) situées dans I’Est de 1’Algérie a une altitude de
250 m. Un spécimen a été identifié par K. Rebbas. Les
parties de la plante ont été découpées en petits mor-
ceaux et séchées a 1’abri du soleil, a la température du
laboratoire pendant environ une semaine, et stockées dans
un récipient stérile pour la préparation des extraits aqueux
et éthanolique.

Extraction a froid
Macération

L’extrait hydroalcoolique et I’extrait aqueux des parties
aériennes (tiges feuilletées et fleurs) ont été préparés selon
la méthode décrite par Coulibaly et al. [2] avec une 1égére
modification : 50 g du matériel végétal broyé est mis & macé-
rer dans 500 ml d’un mélange éthanol/eau (80/20 v/v) ou
500 ml d’eau distillée sous agitation magnétique et a une
température ambiante [2]. Cette macération est répétée trois
fois successivement avec renouvellement du solvant chaque
24 heures. Les macérats aqueux et hydroalcoolique obtenus
sont soumis a la double filtration sur coton hydrophile et sur
papier-filtre Whatman n° 1.

Les filtrats obtenus sont concentrés a 1’évaporateur rota-
tif de type (Biichi R-114) a la température de 45 et 50 °C
respectivement. Apres séchage a I’étuve (45 °C) pendant
24 heures, les extraits obtenus ont été nommés EtOH
et Aquu) et utilisés pour les tests phytochimiques et
biologiques.
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Extraction a chaud
Décoction

L’extraction par décoction a été effectuée selon le protocole
décrit par Chavan et al. [3]. Une quantité de 50 g du matériel
végétal broyé est mise a bouillir pendant 15 minutes dans
500 ml d’un mélange éthanol/eau (80/20 v/v) ou 500 ml
d’eau distillée. Aprés filtration sur Biichner, les filtrats ont
été ensuite concentrés et séchés dans 1’étuve et nommés
EtOHp) et Aq(p) puis conservés a 4 °C pour les travaux
ultérieurs.

Criblage phytochimique de P’extrait de la plante
Réactions de caractérisation

L’analyse phytochimique a été réalisée respectivement sur
I’extrait obtenu par I’infusion des tiges feuillues et des fleurs
en utilisant des procédures standard pour identifier les
constituants comme décrit par Aiyegoro et Okoh [4], Sheikh
et al. [5] et Tamilselvi et al. [6].

La révélation de certaines familles chimiques de la plante
a été réalisée grace aux tests de détection chimique tels que :
les alcaloides (test de Mayer et réactif de Dragendorff), les
composés phénoliques et les tanins (réaction au chlorure fer-
rique), les flavonoides (réaction a la cyanidine), les sapono-
sides (indice de mousse), les stérols et triterpénes (réaction
de Liebermann-Buchard), coumarines (test de confirmation).

Criblage qualitatif par CCM

Dix microgrammes par litre de chaque extrait organique sont
analysés sur chromatoplaque (silica gel 60 F254, support
rigide en aluminium, Merck) par les gradients de solvant
de migration. Aprés séchage, les chromatogrammes sont
révélés soit dans le visible, soit sous UV/254/366 nm avec
ou sans révélateurs appropriés. Les spots ont été marqués a
I’aide d’un crayon, et le facteur de rétention (Ry) a été calculé
en utilisant la formule suivante :

R¢ = hauteur de migration/hauteur du front de solvant.

Les chromatogrammes des extraits ont été obtenus avec
un gradient : acétate d’éthyle—acide acétique glacial-acide
formique—eau distillée (100:11:11:26 v/v) [7].

Détermination des composés phénoliques totaux

La teneur totale en polyphénol des extraits a ét¢ déterminée
par colorimétrie par la méthode de Folin-Ciocalteu (un
mélange de phosphomolybdate et de phosphotungstate)
mentionnée par Albayrak et al. [8§-10].

Dans un tube a essais, 20 pl de I’extrait de plante (1 mg/
ml) ont été mélangés avec 1,2 ml d’eau distillée, puis 100 pl
de réactif de Folin-Ciocalteu dilué avec 1’eau distillée
(1:10 v/v) ont été ajoutés, et le contenu a été mélangé
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soigneusement. Apres trois minutes, 300 pl de carbonate de
sodium (Na,COs a 7,5 %) ont été ajoutés, et le volume a été
porté a 2,0 ml avec de I’eau distillée. Aprés deux heures
d’incubation a température ambiante, 1’absorbance a été
mesurée a 765 nm et comparée a une courbe d’étalonnage
de I’acide gallique (0—200 pg/ml). Les résultats sont présen-
tés comme la moyenne des trois exemplaires et exprimés en
milligrammes d’équivalents d’acide gallique (mg EAG) par
gramme d’extrait sec (g d’extrait sec).

Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les extraits d’Helichry-
sum stoechas [11]. A 1 ml d’échantillon ou standard (préparé
dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AlCl; (2 %
dans le méthanol). Aprés dix minutes de réaction, 1’absor-
bance est lue a 430 nm. La teneur en flavonoides a été cal-
culée a partir d’une courbe d’étalonnage (y = ax + b) réalisée
par la quercétine a différentes concentrations (0—40 pg/ml)
dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats
sont exprimés en milligrammes d’équivalents de quercétine
(mg EQ) par gramme d’extrait sec (g d’extrait sec).

Activité antioxydante

Dans ce test, les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un composé
jaune, la diphénylpicrylhydrazine, dont I’intensité de la cou-
leur est inversement proportionnelle a la capacité des anti-
oxydants présents dans le milieu.

Cinquante microlitres de chaque échantillon ou de stan-
dard a différentes concentrations sont ajoutés a 1,95 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,025 g/1). En paralléle, un
controle négatif est préparé en mélangeant 50 pl de méthanol
avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH. La lec-
ture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour
chaque concentration a 515 nm aprés 30 minutes d’incuba-
tion a ’obscurité et a la température ambiante. Le controle
positif est représenté par des solutions d’antioxydant stan-
dard ; le butylhydroxytoluéne (BHT) dont 1’absorbance a
été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons
tests [12—-14].

Expression des résultats
Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est
exprimé par la formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs ¢ — Abs t) / Abs c¢] x 100

Abs ¢ : absorbance du controle, Abs t : absorbance de
I’échantillon testé.

La capacité de piégeage des extraits a été exprimée en
ECso obtenue a partir du graphe de ’activité de piégeage
(en %) tracé en fonction de la concentration d’échantillons,
elle est nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH. Pour
mieux caractériser le pouvoir antioxydant, deux autres para-
meétres ont été calculés :

— pouvoir antiradicalaire (APR) [APR = 1/ECs] ;
— indice d’activité antioxydante (AAI) [AAI = concentra-
tion de DPPH (pg/ml)/ECs)].

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois
mesures.

Etude de Pactivité antibactérienne des extraits
Micro-organismes étudiés

Les souches de référence sont sous forme de lots ATCC
et sont : Staphylococcus aureus ATCC6538, Klebsiella
pneumoniae ATCC4352, Escherichia coli ATCC25922,
Bacillus cereus (ATCC10876) et Enterococcus faecalis
ATCC2035. Ces souches sont entretenues par repiquage
sur gélose nutritive.

Tests de ’activité antibactérienne

Les tests de I’activité antibactérienne des différents extraits
ont été réalisés en utilisant la méthode de diffusion suivant la
procédure décrite par Manasa et al., avec une 1égére modifi-
cation [15].

Aprés 30 minutes de diffusion a la température du labo-
ratoire, les boites de Pétri ont été incubées a 37 °C pendant
18 a 24 heures.

La lecture a été faite par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour de chaque puits et des disques a 1’aide
d’un pied a coulisse. L’activité antimicrobienne a été expri-
mée par le diameétre de la zone d’inhibition des souches vis-
a-vis de D’extrait et interprétée selon Celikel et Kavas,
Moreira et al. [16,17] (résistante : diamétre inférieur a
8 mm ; sensible : diamétre compris entre 9 et 14 mm ; trés
sensible : diameétre compris entre 15 et 19 mm ; extrémement
sensible : diamétre supérieur a 20 mm).

Analyse statistique des résultats

Les données statistiques sont exprimées en erreur standard
moyenne (m = SEM) a partir de n expériences séparées. La
signification des différences observées simultanément entre
les concentrations a été faite a 1’aide de 1’analyse des varian-
ces (Anova) du test de comparaison multiple, p < 0,05 est
considéré comme significatif.

Eavoisier
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Résultats et discussion
Rendement d’extraction éthanolique et aqueux

Les deux méthodes d’extraction ont permis d’obtenir quatre
extraits bruts ; deux extraits éthanoliques EtOH.p, et
EtOH ), et deux extraits aqueux, Aqpy et Aqa.

Du point de vue de la rentabilité, I’extrait hydroalcoolique
a donné la proportion la plus élevée avec une moyenne de
9,716 %, alors que I’extrait aqueux a présenté une moyenne
de 8,948 % (Tableau 1).

Criblage phytochimique
Réactions de caractérisation

Les résultats de 1’étude triphytochimique réalisée sur la
plante indiquent la présence de flavonoides, de tanins, de
coumarines et de saponines, ainsi que des alcaloides
(Tableau 2). Cette richesse en principes actifs confere a la
plante des propriétés remarquables qui pourraient justifier
son utilisation en médecine traditionnelle.

Criblage qualitatif par CCM

C’est la chromatographie sur couche mince (CCM) qui
nous a permis de confirmer les résultats des réactions de
caractérisation et de séparer les constituants chimiques
contenus dans les extraits. Chaque constituant est caracté-
risé par son Ry Le Tableau 3 rapporte les informations sur
les R, I’observation a I’'UV (254 et 366 nm) et les différen-
tes colorations apres la révélation par le réactif de Godin.

Les mémes taches observées avec le décocté éthanolique
se retrouvent au niveau du macéré éthanolique. A 254 nm,
la plupart des constituants de nos extraits aqueux et alcoo-
lique sont visibles et apparaissent sous forme de taches noi-
res. A 366 nm, les taches apparaissent en bleu indiquant la
présence de coumarines. Aprés révélation avec le réactif de
Godin, les taches noires et blanches sont colorées en brun,
gris noiratre et jaune.

Tableau 1 Aspect, couleur et rendement de différents extraits
d’Helichrysum stoechas
Méthode Solvant Aspect Couleur Rendement
d’extraction (%)
Décoction Ethanol Visqueux Vert 10,776
foncé
Eau Visqueux Marron 9,837
Macération  Ethanol Visqueux Vert 8,656
foncé
Eau Visqueux Marron 8,06

I!avoisier

Tableau 2 Criblage phytochimique de 1’extrait d’Helichry-
sum stoechas (réactions en tube)
Helichry- Tiges feuillues Fleurs
sum stoechas
Flavonoides Rose Orange-rouge
++ +++
Tanins Vert Bleu-noir
+++ ++
Alcaloides Trouble et précipité Trouble et précipité
Mayer +++ +++
Dragendorff Trouble et précipité Trouble et précipité
+++ +++
Stérols Vert-violet Verte-bleu
et triterpénes ++ ++
Hétérosides Hétérosides
terpéniques Stéroidiques
Saponosides +++ ++
Coumarines +++ ++
+++ : réaction fortement positive ; ++ : réaction moyennement
positive

Les taches de couleur grise nous orientent vers la présence
de tanins. Les colorations jaunes obtenues au R 0,98, 0,90 et
0,86 peuvent étre celles des flavonoides. Par calcul des rap-
ports frontaux des différents extraits et leur comparaison
avec ceux des témoins, les composés suivants ont été identi-
fiés : I’acide gallique, la quercétine dans les extraits EtOH p,
et EtOHy) et I’acide ascorbique dans I’extrait Aqp).

Analyses quantitatives de polyphénols totaux
et de flavonoides

La teneur en polyphénols totaux de chaque extrait a été
déterminée a partir d’une droite d’étalonnage tracée en utili-
sant comme standard ’acide gallique y = 0,001 x —0,009 et
R? = 0,995 et exprimée en microgrammes d’équivalent
d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg
d’extrait) (Fig. 1, Tableau 4).

La teneur en flavonoides a été calculée a partir d’une
courbe d’étalonnage (y = 0,039 x +0,037) et R* = 0,995 et
réalisée par la quercétine a différentes concentrations
(040 pg/ml) (Fig. 2).

L’étude statistique des teneurs en polyphénols totaux
obtenus par les deux méthodes d’extraction, présentées sur
la Figure 3 et dans Tableau 4, révéle une différence signifi-
cative (p < 0,05) pour la majorité des extraits. Toutefois, la
décoction semble étre la meilleure méthode d’extraction des
polyphénols totaux, soit en moyenne 262,220 contre
188,742 pg EAG/mg d’extrait sec pour la macération.
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Tableau 3 Valeurs des Ry des échantillons de différents extraits d’Helichrysum stoechas
Extraits/témoins Ry Observation a 254 nm Fluorescence a 366 nm Godin
Quercétine 0,98 - Jaune Jaune
Acide gallique 0,94 - Brune Brune
Acide ascorbique 0,71 Visible Brune Brune
EtOHp)/EtOH ) 0,98 - Jaune Jaune
0,94 — - Brune
0,90 — Jaune -
0,86 Visible Jaune -
0,82 Visible Blanche -
0,78 Visible Brune Brune
0,74 Visible Bleue -
0,64 - Bleu-vert -
0,51 - Bleue Grise
0,37 - - Grise
Aqp) 0,86 — Jaune -
0,78 — Brune -
0,71 Visible Brune -
0,63 - Jaune -
Aqmy/Aq, 0,82 Visible Blanche -
0,74 Visible Bleue -

Par ailleurs, les extraits éthanoliques enregistrent des teneurs
moyennes en polyphénols totaux plus élevées (265,786 g
EAG/mg d’extrait sec) que les extraits aqueux (185,17 ug
EAG/mg d’extrait). Les résultats de la teneur en flavonoides
des décoctés et des macérats par les deux solvants (Fig. 3) mon-
trent que la décoction est préférable pour extraire les flavonoi-
des, a savoir une moyenne de 63,428 pg EQ/mg d’extrait contre
40,350 pg EQ/mg d’extrait en moyenne pour la macération.

En ce qui concerne le solvant d’extraction, quel que soit le
mode d’extraction, 1’éthanol reste le meilleur extracteur des
flavonoides, soit en moyenne 71,957 pg EQ/mg d’extrait
contre 31,821 pg EQ/mg d’extrait pour 1’eau. Statistique-
ment, la différence entre les teneurs en flavonoides en fonc-
tion de la méthode d’extraction utilisée est hautement signi-
ficative (p < 0,05).

Activité antioxydante

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus ont été testés
par la méthode du DPPH, les valeurs d’ECs, ont été obte-
nues a partir du graphe tracé en fonction du pourcentage de
I’inhibition de piégeage de DPPH et de la concentration
d’échantillon, cette valeur est nécessaire pour réduire 50 %
de radical DPPH (Figs 4, 5).

Les valeurs d’ECsq révélent que les extraits de Helichry-
sum stoechas possédent une activité antiradicalaire dose-
dépendante (Tableau 4). Tous les extraits de la plante présen-

tent des activités antioxydantes nettement supérieures a celle
du produit de référence BHT.

Les extraits hydroalcooliques ont une activité élevée dans
tous les essais in vitro d’ECs entre (27,132 et 39,697 pg/ml)
par rapport aux extraits aqueux (valeurs d’ECs, allant de
39,697 a 63,194 pg/ml). Cela est en accord avec les compo-
sés phénoliques de concentration élevée (265,786 mg/g) pré-
sents dans I’extrait hydroalcoolique par rapport aux
extraits aqueux (185,17 mg/g). Ces corrélations ont été ana-
lysées par le test de Pearson. Un résultat de corrélation posi-
tive a été observé pour les polyphénols et les flavonoides

0,3 +
y=0,001x - 0,009
g 0,25 R?=0,995
[
8 02 -
~
«T
g 0,15 o ¢ Acide
N gallique
§ Uil A
-
< (0,05
0 e T T T 7
0 50 100 150 200
concentration (ug/ml)

Fig. 1 Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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et standards

Tableau 4 Teneurs en polyphénols, en flavonoides et activité antiradicalaire des différents extraits d’Helichrysum stoechas

Méthode Solvant/extraits Polyphénols Flavonoides (ng ECs (ng/ml) APR (ml/pg) AAI
d’extraction (ug EAG/mg EQ/mg d’extrait)
d’extrait)
Décoction Ethanol 310,337 £10,239° 84,941 + 1,54° 27,132 +0,423™ 0,037 + 0,001 0,922 £ 0,014
EtOHp,
Eaux 214,103 £ 11,046 41,914 + 0,296° 32,313 +0,429™ 0,031 £ 0,0007 0,774 £ 0,010
lf“CI(D)
Macération  Ethanol 221,23 £ 9,966° 58,974 £ 0,571° 39,697 £ 0,636° 0,025 £ 0,001 0,630 £ 0,014
EtOH )
Eaux 164,744 + 4,249* 21,726 £ 0,267° 63,194 + 6,807° 0,016 + 0,001 0,397 £ 0,019
Adow
Moyenne £  EtOHpy-Aqpy 262,220 +39,287° 63,428 +21,513° 29,723 +2,590° 0,034 + 0,003 0,848 + 0,074
SEM
(décoction)
Moyenne £  EtOHa—Aqany 188,742 + 26,530° 40,350 + 18,624° 51,446 £ 11,749° 0,021 + 0,005 0,514 £ 0,117
SEM
(Macération)
BHT 45,41 + 0,642° 0,0220 + 0,0003 0,551 + 0,004

? Peu significative

b Significative

¢ Trés significative

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + SEM (n = 3)

EAG : équivalent d’acide gallique ; EQ : équivalent de quercétine. APR : pouvoir antiradicalaire ; AAI : indice d’activité antioxydante
Selon les auteurs [14], lorsque I’AAI est inférieur a 0,5, I’échantillon posséde une faible activité antioxydante, entre 0,5 et 1,0 une forte
activité antioxydante et supérieur a 1,0 une trés forte activité antioxydante. Dans ce travail la majorité des extraits ont une activité
antioxydante forte. Les valeurs de probabilité p inférieur a 0,05 ont été considérées comme significatives. ns : non significative

2,5 y=0,039x- 0,050

R?2=0,994

£ 2 4 2

S 4 Quercetine

s

w 15

@

o

c

g

3

£ |

= 0,5

0 T T
0 20 40 60
concentration (ug/ml)

Fig. 2 Courbe d’étalonnage de la quercétine
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respectivement R = 0,679 et R? = 0,673 (Fig. 6). Ainsi, les
composés phénoliques pourraient étre parmi les composants
principaux responsables de l’inhibition par les radicaux
libres dans les extraits de plantes analysés [18].

Activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antibactérienne in vitro ont montré
que les extraits possédent une activité large contre les micro-
organismes testés en comparaison aux antibiotiques témoins
(Figs 7-9, Tableau 5).

La zone d’inhibition augmente considérablement avec la
concentration des extraits. Les bactéries & Gram positif sont
les plus sensibles a 1’effet de 1’extrait éthanolique décocté,
avec des diamétres allant jusqu’a 20,333 mm pour Staphylo-
coccus aureus, 18,333 mm pour Enterococcus faecalis et
18 mm pour Bacillus cereus. La souche Escherichia coli
est non sensible aux différents extraits. Par contre, Kleb-
siella pneumoniae est sensible aux extraits de différents
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Fig. 5 Les valeurs ECso (ng/ml) pour les extraits d’Helichry-
sum stoechas et les standards

solvants et de différentes méthodes, avec un diamétre qui
varie entre 16,167 et 14,667 mm pour les extraits ethanoli-
ques (EtOH(D), EtOH(M)) et de 14,333 & 13 mm pour les
extraits aqueux (Aq(D), Aq(M)). Ces derniers sont actifs
seulement sur Klebsiella pneumoniae. Nos résultats permet-
tent de classer les bactéries selon leur sensibilité comme suit :
Staphylococcus aureus > Enterococcus faecalis > Bacil-
lus cereus > Klebsiella pneumonia.

L’analyse statistique a été faite a partir de I’analyse de la
variance Anova One-Way suivie du test Tukey pour la com-
paraison entre ’activité des extraits aqueux et alcoolique a
150 mg/ml, celle d’antibiotique et le témoin. Tous les résultats
obtenus ont été exprimés sous forme de moyenne + SEM. Les
histogrammes avec des exposants différents (a et c) sont signi-
ficativement différents (p < 0,05). Les valeurs ont été consi-
dérées comme significatives (a : non significative ; ¢ : trés
significative). Tous les résultats ont été analysés en utilisant
le logiciel d’analyse statistique GraphPad Prism 5.
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Fig. 6 Corrélation entre les polyphénols, les flavonoides et 1’activité
antioxydante
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Fig. 8 Activité antibactérienne des antibiotiques et des extraits
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Discussion

Les espeéces d’Helichrysum ont été étudiées par certains
chercheurs sur le contenu phénolique et I’activité antioxy-
dante. Leurs résultats montrent la richesse de ces espéces
en polyphénols antioxydants.

Concernant 1’espéce Helichrysum stoechas étudiée, le
résultat en polyphénols pour les extraits éthanoliques est trés
élevé (265,786 mg/g) par rapport a celui trouvé par Barroso
et al. [19] (135,61 mg/g) et par Albayrak et al. [89]
(94,16 mg/g). Le choix du systéme de solvant d’extraction
est trés important dans la détermination des teneurs en poly-
phénols totaux. En effet, la décoction éthanolique semble
étre convenable pour I’extraction des polyphénols totaux.
Cela s’expliquerait par le fait que les rendements d’extrac-
tion en polyphénols sont plus €levés avec les solvants de
polarité inférieure a celle de I’eau, et la méme observation
a été faite par Barroso et al. [19].

En ce qui concerne I’activité de piégeage des radicaux
utilisant le test DPPH, les extraits éthanoliques ont montré
une activité plus faible (27,132 pg/ml) que les extraits de
méthanol d’Helichrysum stoechas subsp. barellieri de Tur-
quie (la valeur d’ECs est de 7,95 pg/ml [8]) et plus forte que
les extraits de méthanol d’Helichrysum stoechas du Portugal
(la valeur d’ECs est de 36,62 pg/ml [19]).

Dans une étude concernant d’autres espéces de mémes
genres menée par Albayrak et al. [20] sur la réduction du
DPPH par les extraits méthanoliques, il a ét¢ noté que
I’extrait méthanolique de Helichrysum sanguineum donne
une capacité maximale antiradicalaire (IC50 = 12,90 pg/
ml) et que la capacité antiradicalaire minimale a été observée
pour D’extrait d’Helichrysum chasmolycicum (IC50 = 25,33
pg/ ml). Lourens et al. [21] ont également montré que des
extraits acétoniques d’Helichrysum dasyanthum étaient les
plus actifs piégeurs de radicaux libres (ICso = 9,53 pg/ml)
par rapport aux autres Helichrysum étudiés.

Le screening chimique des parties aériennes d’Helichry-
sum stoechas déterminé par CCM montre que la plante
contient en particulier de la quercétine, de I’acide gallique
et de la coumarine. Albayrak et al. [8,9] ont déterminé a
partir des extraits méthanoliques d’Helichrysum stoechas
subsp. barrelieri par HPLC plusieurs composés phénoliques
(acide chlorogénique, acide caféique, acide férulique, acide
p-coumarique, apigénine, apigénine-7-glucoside, épicaté-
chine, hespéridine la naringénine et la quercétine). Ces deux
derniers composés se trouvent dans la majorité des extraits
de plusieurs espéces d’Helichrysum étudiées par le méme
auteur.

L’analyse chimique de I’extrait éthanolique obtenu a par-
tir de I’ Helichrysum stoechas par Sobhy et El-Feky a révélé
I’identification de dix constituants dans 1’extrait, y compris
la quercétine, la naringénine et I’apigénine [22].
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Tableau 5 Diametre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne par les différents extraits d’Helichrysum stoechas
Bactéries testées Concentration Diameétres de zone d’inhibition + SD (mm) Contrdle antibiotique Témoins
(ng/ml) Décoction Macération
EtOHyp,  Aqp, EtOHpy  Aquw NET10/C
10/30 pg/disque
Escherichia coli 50 6+£0,00-) 60,00 6+0,00(-) 6=+0,00 21+ 0,000(+++) 6 + 0,00
(ATCC25922) -) -) 17,667 + 0,167 )
100 6 £0,00-) 6+0,00 6=+0,00-) 6+0,00
) )
150 6 £0,00-) 6+0,00 6=+0,00-) 6+0,00
) )
Klebsiella pneumonia 50 10,667 = 10,167 + 6 +0,00(-) 6 £0,00 27,16 + 0,167(+++) 6 £+ 0,00
(ATCC4352) 0,333(+) 0,333(+) &) 25,333 £ 0,167(+++)  (-)
100 13,667 + 11,833 + 12,333+ 6+ 0,00
0441(+)  0,167(+) 0,833(H) ()
150 16,167 £ 14,333 + 14,667 + 13,000 +
0,167(++) 0,333 0,333(+) 0,289(+)
Staphylococcus aureus 50 14,500 + 6+0,00 11,333 + 6 +£0,00 18+ 0,000(++) 6 + 0,00
(ATCC6538) 0,500(+) (&) 0,167(+) (&) 14 £ 0,000(++) &)
100 17,167+ 6 +0,00 13,667+ 6+ 0,00
0,333(+) () 0,441(+) &)
150 20,333+  6+0,00 17,667+ 6+ 0,00
0,333(+++) (-) 0,441(+t) (-
Bacillus cereus 50 6 +0,00-) 60,00 13,167 + 6 +0,00 17,333 +0,167(++) 6 + 0,00
(ATCC10876) -) 0,333(+) ) 17,333 £ 0,167(++) &)
100 15500+ 6 +0,00 15500+ 6+ 0,00
0,764(++) (- 0,289(++) ()
150 18 £ 0,764 6 +0,00 17 £0,289 6 + 0,00
) +H )
Enterococcus faecalis 50 13,000 + 6 +0,00 13,500 = 6 0,00 21,333 £0,167(+++) 6 + 0,00
(ATCC2035) 0,289(+) 0,289(+) 20 + 000(+++) &)
100 15,167+ 6 +0,00 16,000+ 6+ 0,00
0,333(++) 0,289(++)
150 18,333+ 6 +0,00 17,000+ 6=+ 0,00
0,928(++) 0,577(++)
Le diamétre des puits 6 mm est inclus. Témoin : I’eau distillée et DMSO. NET : nétilmicine, C : chloramphénicol. Les valeurs + et —
représentent le degré de sensibilité des souches : non sensible ou résistante (—) : diamétre < 8 mm ; sensible (+) : 9 mm < diamétre <
14 mm ; trés sensible (++) : 15 mm < diamétre < 19 mm ; extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm. Tous les résultats obtenus
ont été exprimés sous forme de moyenne + SEM

Lavault et Richomme [23] ont séparé par chromatogra-
phie sur colonne et par CCM et identifié 18 composés phé-
noliques (les a-pyrones, les phloroglucinols, les acides phé-
noliques, les flavonoides et la coumarine) a partir des parties
aériennes d’Helichrysum stoechas var. olonnense.

Carini et al. [24] ont identifié dans des échantillons d’He-
lichrysum stoechas en provenance d’Italie cinq a sept acides
phénoliques et flavonoides, parmi eux la flavone, 1’apigé-
nine et de la naringénine.

Concernant I’activité antibactérienne des extraits d’He-
lichrysum stoechas, cette étude a révélé que les extraits
éthanoliques sont trés efficaces sur les bactéries Gram
positif testées. Parmi elles, le Staphylococcus aureus, alors
qu’il n’a eu aucun effet sur Escherichia coli (Gram néga-
tif). Ces résultats étaient similaires a ceux rapportés par
Aslan et al. [25] et Giovannini et al. [26] sur les extraits
éthanoliques d’Helichrysum stoechas normal et régénéré
par transgenése. Par contre, Sobhy et El-Feky [22] et
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Albayrak et al. [8] ont constaté que les extraits hydroal-
cooliques sont trés actifs sur Staphylococcus aureus et
Escherichia coli. Pour d’autres germes tels que Mycobac-
terium tuberculosis, Buzayan et El-Garbulli [27] ont cons-
taté que l’extrait aqueux d’Helichrysum stoechas n’a
aucun effet sur le germe testé [27]. Quant aux propriétés
antibactériennes des espéces différentes d’Helichrysum,
elles ont révélé que les extraits de quatre plantes étudiées
(Helichrysum arenarium subsp. erzincanicum Helichry-
sum arenarium subsp. rubicundum, Helichrysum arme-
nium subsp. araxinum, Helichrysum plicatum subsp. pseu-
doplicatum) sont actifs contre Staphylococcus aureus et
inactifs contre Escherichia coli. Les mémes résultats ont
été déterminés sur les extraits de trois Helichrysum (Heli-
chrysum pamphylicum, Helichrysum sanguineum, Heli-
chrysum chasmolycicum) [8,20].

Conclusion

Afin d’isoler de nouvelles substances naturelles permettant
de mettre au point de nouvelles voies d’application tant dans
les domaines de la pharmacie, du cosmétique que de I’agroa-
limentaire, le présent travail a mis en évidence la richesse
d’Helichrysum stoechas en composés polyphénoliques,
notamment en flavonoides. Ces composés ayant des proprié-
tés antimicrobiennes connues, leur présence pourrait donc
expliquer les propriétés antibactériennes observées. Par ail-
leurs, il apparait que cette plante détient un potentiel antira-
dicalaire significatif, ces résultats justifient certains usages
ethnopharmacologiques. Il serait par conséquent intéressant
d’entreprendre des études de purification et de toxicité des
extraits de cette plante et d’envisager la mise au point de
médicaments traditionnels.

Liens d’intéréts Les auteurs déclarent ne pas avoir de liens
d’intéréts.
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