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Abstrac

Helianthus annuus L. is a plant belonging to the Asteraceae family. It is widely used in
traditional medicine. The objective of this work was to determine the polyphenol and flavonoid
contents of the methanolic ME and aqueous AQE extracts of this plant and to evaluate their
antioxidant and antibacterial activities. The yield for the methanol extraction of leaves by
maceration was about 10% (w/w). The aqueous extraction of the leaves by decoction gave
yielded in about 28.08% (w/w). The polyphenol and flavonoid contents of ME and AqE
determined by Folin-Ciocalteu and aluminium chloride methods were 77.61+ 0.85; 44.44+0.81
mg GAE/g of extract and 45.81 + 0.62 ; 8.53+0.19 mg QE/g extract, respectively. The
antioxidant activity was carried out by the DPPH method, and the 1Cs, of the ME and AgE were
278.70 = 3.21 pug/ml and 77.61 £ 0.08 pg/ml, respectively. The antimicrobial activity against 4
bacterial strains (Gram+ and Gram-) and 05 fungi was evaluated by the well diffusion method.
ME from Helianthus annuus appears to have higher antimicrobial activity than AqE from the
same plant. As with fungi, H. annuus ME had a significant inhibitory effect on the tested fungi,
with inhibition rates ranging from 33.30 £+ 1.71 % to 14.27 + 2.05 %.

Key words: Helianthus annuus, antioxidant activity, antibacterial activity,



Résumé

Helianthus annuus L est une plante de la famille des Asteraceae. Elle est largement utilisée en
médecine traditionnelle. L'objectif de ce travail était de déterminer la teneur en polyphénols et
flavonoides dans I’extrait méthanolique (EM) et I’extrait aqueux (EAqQ) de cette plante et
d'évaluer leur activités antioxydante et antibactérienne. Le rendement des feuilles pour
I'extraction methanolique par macération est d'environ 10 % (w\w). L'extraction aqueuse des
feuilles par décoction a donné un rendement d'environ 28,08 % (w/w). Les teneurs en
polyphénols et flavonoides de I'EM et de I'EAq déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu et
la méthode du trichlorure d'aluminium étaient de 77,61+ 0,85 ; 44,44+0,81 mg EAG/g d'extrait et
45,81+ 0,62; 8,535+0,19 mg EQ/g d'extrait, respectivement. L'activité antioxydante a été
réalisée par la méthode DPPH, et I'ICsp d' EM et EAQ était de 278,7043,21 pg/ml et 77,61+0,08
pg/ml, respectivement. L'activité antimicrobienne contre 4 souches bactériennes (Gram+ et
Gram-) et 05 champignons a été évaluée par la méthode de puits de diffusion et de microdilution.
L'EM de H. annuus semble avoir une activité antimicrobienne plus élevée que I'EAQ de la méme
plante. Comme pour les champignons, I'EM du H. annuus a eu un effet inhibiteur significatif sur
les champignons testés, avec des taux d'inhibition allant de 33.30 £ 1.71 % a 14.27 + 2.05 %

Les mots clés : H. Annuus, Activité antioxydant, activité antibactériennes,
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Introduction

L'utilisation des plantes médicinales est connue depuis longtemps pour améliorer et guérir
la santé humaine. Actuellement, les plantes médicinales sont utilisées a tous les niveaux,
notamment thérapeutiques. Au cours des derniéres décennies, la recherche scientifique n'a fait
que confirmer I'efficacité des propriétés curatives de la plupart des plantes médicinales utilisées
de maniére empirique depuis des milliers d'années. Aujourd'hui, malgré le développement de la
chimie de synthese, l'utilisation des plantes médicinales a toujours sa place en raison de leur
efficacité dans divers procédés thérapeutiques. 1l s'agit d'un énorme groupe numérique contenant
des ingrédients actifs utilisés pour traiter diverses affections. En plus d'étre utilisés comme
remedes directs, ils sont également utilisés dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques

(Lazli et al., 2019)

Au cours des derniéres décennies, la découverte abondante de composés organiques
polyphénoliques dans les plantes est devenue un domaine de la nutrition préoccupant. Un
nombre croissant de recherches suggerent que I'apport en polyphénols peut jouer un réle vital
dans la santé en régulant le métabolisme, le poids corporel, les maladies chroniques et la
prolifération cellulaire. A ce jour, plus de 8000 polyphénols ont été identifiés, bien que leurs
effets sur la santé a court et a long terme ne soient pas entierement établis. Des études animales,
humaines et épidémiologiques ont montré que divers polyphénols posseédent des propriétés
antioxydants et anti-inflammatoires pouvant avoir des effets préventifs et/ou thérapeutiques sur
les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le cancer et I'obésité (Cory et

al., 2018)

La plupart de flavonoides présents dans les aliments sont liés aux acides, aux alcools ou
aux sucres. Les non-flavonoides comprennent les acides phénoliques, en particulier les acides
hydroxybenzoiques (c'est-a-dire les acides vanillique et gallique) et les acides cinnamiques (c'est-
a-dire les acides férulique et caféique). Toutes ces molécules se sont avérées biologiquement
actives. Cependant, la plupart d'entre elles ont été démontrées a lI'aide de modéles in vitro et de
composeés purs, dans lesquels les effets métaboliques et matriciels ne sont pas pris en compte. En
effet, les méthodes in vitro peuvent identifier le mécanisme d'action spécifique de chaque

molécule/groupe de molécules a un codt relativement faible. Malheureusement, les études in
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vitro n'ont pas pris en compte la transformation métabolique et les concentrations physiologiques

(Di Lorenzo et al., 2021)

Les extraits botaniques, d'épices et d’herbes jouent un réle important dans la promotion de
la santé humaine gréce a leur propriétés anticancéreuse, antioxydantes, anti-inflammatoires, ainsi
gu'en tant que conservateurs dans le secteur alimentaire. La plupart des huiles essentielles
d'origine végétale sont connues pour avoir des activités insecticide, antifongique, acaricide |,
antibactérienne et cytotoxique. Par consequent, elles sont largement sélectionnées et appliquees
dans les domaines de la pharmacologie, de la botanique médicinale, de la phytopathologie et de

la conservation des aliments (Hendel et al., 2019).

Le but de notre travail était d'évaluer certaines activités biologiques de la plante
Helianethus annuus L. de la famille des Asteraceae. Cette étude cible la teneur en polyphénols et
en flavonoides des extraits méthanolique et aqueux de cette plante et leur activités, antioxydante

par la méthode du 2,2-diphényl-1picrylehydrazile (DPPH), antibactérienne et antifongique.
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1.1 Les activités biologiques

Le regne vegetal contient une large gamme de composés aux activités biologique variées.
Les polyphénols sont considérés parmi les grands antioxydants naturels. Ils sont largement
distribués dans les végétaux et peuvent étre considérés comme des métabolites secondaires

bioactifs les plus abondants, avec un large éventail de structure et d'activités (Saidi, 2019).
1.2 Activités antioxydantes

1.2.1 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la formation d'especes radicalaires (ou

réactives) de I'oxygene (ERO) et la capacité anti-oxydante cellulaire (Migdal & Serres, 2011)

Le stress oxydatif a été lié au vieillissement et a la physiopathologie de diverses maladies,
notamment, les maladies cardiovasculaires (dues a des dommages aux parois des vaisseaux
sanguins), le cancer et le diabete. Les organismes ont développé un arsenal d'antioxydants pour
se protéger contre le stress oxydatif comprennent (super oxyde dismutase , glutathion peroxydase

et catalase) des vitamines (A,E et C ) (Baudin, 2020).
1.2.2 Antioxydants

Les antioxydants sont un groupe de composes capables de neutraliser les radicaux libres,
évitant ainsi l'apparition de maladies liées au stress oxydatif. Les plantes médicinales
traditionnelles et une alimentation équilibrée étaient les principales sources d'antioxydants qui
protégeaient nos ancétres des dommages des radicaux libres. Les antioxydants peuvent étre de
nature enzymatique ou non enzymatique. Les antioxydants enzymatique comprennent les
caroténoides, les vitamines, les composés phenoliques, les minéraux et les composés

organosoufres (Sarr et al., 2015).
1.2.3 Radicaux libres

Un radical libre est un ensemble d'atomes ou un atome avec un ou plusieurs électrons qui
n‘apparaissent pas sous forme libre. Les radicaux libres sont produits par une variété de

processus, y compris les réactions hétérolytiques homolytiques et redox (Zeb, 2021).
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1.3 Activité anti-inflammatoire

La réponse naturelle des organismes supérieurs face aux agressions extérieures (infection,
dommage) est I'inflammation (agression mécanique, etc.). Sa premiere fonction est d'éliminer
I'agent pathogene et de cicatriser les tissus lésés. L'augmentation du flux sanguin, l'augmentation
de la perméabilité capillaire permettant aux nutriments, aux anticorps et aux cytokines de
franchir la barriére endothéliale et la migration des leucocytes vers les tissus endommagés pour
la réparation des lésions présentent quatre signes cardinaux d'inflammation (rougeur, cedéme,
chaleur, douleur). De nombreuses enzymes sont impliquées dans la réponse inflammatoire,
notamment les lipoxygénases et les cycloxygénases (COX | et COX 2), qui produisent des

médiateurs pro-inflammatoires dont les leucotrienes (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).
1.4 Activite anticancéreuses

Le cancer est une tumeur maligne définie comme une prolifération cellulaire
excessivement élevée dans un tissu normal du corps qui conduit a l'invasion des tissus voisins
par une croissance, une invasion et des métastases sans restriction. Le cancer est la cause la plus

fréguente de déceés dans le monde (Bayala et al., 2014).

La protection contre le cancer est l'une des caractéristiques biologiques intrigantes des
polyphénols. Des études épidemiologiques ont montré qu'une alimentation riche en fruits et
Iégumes réduisait I'incidence de certaines tumeurs malignes. Les polyphénols naturels ont été
blamés pour certains des effets. Les polyphénols naturels se sont révélés efficaces dans la

prévention et le traitement du cancer dans diverses études in vitro et in vivo (Stagos et al., 2012).

Les polyphénols peuvent bloguer ou inverser la progression du cancer en agissant sur les
molécules du réseau de signalisation intracellulaire impliquées dans le déclenchement et/ou la
promotion du cancer. lls peuvent également induire I'apoptose dans les cellules cancéreuses en

influencant diverses molécules de signalisation cellulaire importantes (Link et al., 2010).
1.5 Activites antimicrobiennes

Un microbe est un organisme, infiniment petit, visible uniquement au microscope.” Les
microbes sont tres répandus dans la nature, ils existent non seulement dans les organismes,
I'environnement qui nous entoure, dans l'air, I'eau, le sol. Ils prospérent lorsqu'ils trouvent les

conditions vitales favorables (Camille, 2014)
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1.5.1 Activité antifongique

Les mycoses sont définies comme des maladies infectieuses causées par le developpement
et la reproduction de champignons pathogénes dans différents tissus et organes de I'nomme et de
I'animal. Les molécules antifongiques actuellement disponibles ne répondent pas aux criteres
permettant de définir un agent antifongique idéal: toxicité spécifique vis-a-vis des champignons
pathogénes, bonne diffusion dans I'organisme, action a large spectre dans I'organisme, absence
de problémes liés a I'émergence de souches résistantes et effets secondaires. Compte tenu de la
gamme limitée de molécules utilisées en thérapie antifongique et avec I'émergence de la
multirésistance, lI'industrie pharmaceutique et les chercheurs se sont tournés vers la recherche de
nouvelles molécules antifongiques plus puissantes. Les plantes forment une source ancienne de
molécules actives, mais cela reste prometteur pour trouver et identifier de nouveaux

médicaments antifongiques (Merghache et al., 2012).
1.5.2 Résistance bactérienne

La résistance aux antimicrobiens est un terme relatif. En effet, I'expression « résistance
bactérienne aux antibiotiques » regroupe un grand nombre de définitions reposant sur des criteres
différents (génétiques, microbiologiques, biochimiques, et cliniques), qui ne se recoupent pas
nécessairement. Les définitions les plus couramment utilisées reposent sur des criteres
microbiologiques (résistance in vitro) et cliniques (résistance in vivo). Selon la définition
microbiologique du terme, une souche est considéree comme résistante lorsqu'elle est cultivée en
présence de concentrations plus élevées. Les antibiotiques sont plus liés phylogénétiquement que
les autres souches. L'une d'entre elles est une souche de référence, communément appelée souche
sauvage, qui est cultivée au laboratoire a partir de la méme espéce ou d'individus sauvages de la
méme espece dans les mémes conditions. De plus, dans des conditions in vivo, la sensibilité ou la
résistance d'une souche au traitement antibactérien administre dépendra de divers paramétres tels
que la localisation, le dosage et le mode d'action des antibactériens. Il existe de nombreuses
situations dans le systéme immunitaire d'un individu dans lesquelles les composés sont
incapables de pénétrer ou d'agir sur le site de l'infection, ce qui entraine des états cliniques
résistants aux medicaments, tels que des abces ou des conditions hidrotiques, pH ou pression

partielle d'oxygéne trop faible (Muylaert & Mainil, 2012).
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1.5.2.1 Mécanismes de résistance

Les mécanismes de résistance aux antibiotiques ont été largement étudies, et de
nombreuses cibles fonctionnelles cellulaires sont impliquées dans ces mécanismes. Les sites de
résistance varient d'une espece bactérienne a l'autre et appartiennent a plusieurs voies. Dans
certains cas, au sein d'une méme souche bactérienne, plusieurs mecanismes de resistance
différents peuvent étre retrouvés. Des mécanismes de résistance ont été decrits dans plusieurs
souches bactériennes, tels que I’inhibition par les antibiotiques, I’empéchent de I'entrée
d'antibiotiques, basé génétiqguement de résistance, modification des cibles des antibiotiques,

mutation chromosomiques, hypermutation et transfére des genes (Bouyahya et al., 2017).
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Figure 1 Mécanisme de résistance (Duval & Cossart, 2019)

1.6 Plante étudiée

Le genre Helianthus contient 66 especes dont 14 hybrides, de la famille Astéraceae sont
originaires d’Amérique du Nord ; principalement de ce qui est aujourd'hui les Etats-Unis (mais
certaines espéces vivent dans le sud du Canada, tandis que d'autres dans le climat tropical (du

nord du Mexique). Certaines especes ont été naturalisées dans diverses parties du monde, y
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compris en France. Les deux tournesols les plus connus sont Helianthus annuus et le

topinambour Helianthus tuberosus (Couplan, 2012).

Figure 2 Helianthusannuus (Braden,2017)

1.6.1 Classification

Selon ITIS "Integrated Taxonomic Information System" (ITIS, 2022), la taxonomie de la

plante étudiée est comme suit :

Régne Plantae
Sous-réegne  Viridiplantae

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsider
Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Helianthus L
Espece Helianthus Annuus
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1.6.2 Nom commun
Selon Lim (2014), la plante prends les noms suivants:
Anglais: sunflower, Annual sunflower, hopi sunflower, common sunflower.
Arabe: Abbadeshshams, Azriyun, Azaryun.
Francais: Tournesol, soleil, Hélianthe Annuel, Grand soleil.
1.6.3 Description

Helianthus annuus L. est une plante annuelle commune dure et succulente, de 1 a 3 m. Elle
a initialement des racines pivotantes, mais a mesure que la plante mdrit, elle développe de
grandes racines latérales fibreuses. Les tiges de cette plante mesurent de 1 a 6 pieds de haut, sont
hirsutes, rondes et non ramifiées. La longueur de la tige est déterminée par le nombre d'entre-
neuds. Les feuilles sont disposées de maniére a ce que les feuilles inférieures soient
généralement opposées le long de la tige et que les feuilles supérieures alternent le long de la
tige. Les feuilles sont pour la plupart ovales, de 4 a 20 cm de long et de 3 a 15de large. Les fleurs
des rayons sont stériles, de 0,6 a 1,6 pouces de long, avec des ligules jaunes. Fleurons en forme
de disque parfaits, corolle a 5 lobes, de 0,2 a 0,3 pouce de long, tubulaires, brun violet a jaune.
Le pappus est 2 et caduc et I'ovaire est inférieur en fleur de disque. Le fruit de H. annuus est un

akene. Les akenes mesurent 7 a 25 mm de long et 14 a 3 mm de large (Bashir et al., 2021).
1.6.4 Utilisation

Aujourd'hui, c'est I'une des cultures oléagineuses les plus importantes de Russie. En tant
que plante oléagineuse, le tournesol occupe la troisieme place apres le soja et I'huile de palme
(Krist, 2020). Les tournesols sont cultivés comme plantes ornementales ou de jardin, les fleurs
sont appréciées pour leur beauté et les graines sont comestibles pour les humains et la faune:
oiseaux et rongeurs. Les usages médicinaux du tournesol utilises par les Européens incluent
comme remeéde contre les maladies pulmonaires ; les préparations a base de graines sont
largement utilisées contre le rhume et la toux, dans le Caucase, les graines sont utilisées comme
substitut de la quinine pour le traitement du paludisme, et les graines de tournesol sont utilisées

comme diurétiques et expectorants ainsi comme pommade pour les bralures (Stevens, 2000).
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2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel végétal

Les plante étudiée a été récoltée en 2022 dans la zone de M'sila (figure 3). Elle a été séchée
dans un endroit sec et aéré pendant 10 a 15 jours. Les parties aériennes ont été stockées dans des

sacs en papier et conservees a l'abri de la lumiére et de la chaleur jusqu'a leur utilisation.

Figure 3 Helianthus annuus au site de récolte.

2.2. Procédés d’extraction

2.2.1. Extraction par macération au méthanol

La macération a été réalisée a température ambiante par immersion de 50g des feuilles
d’H. annuus dans 500ml de méthanol pendant 24 heures avec agitation continue (figure 4).
L'extrait obtenu dans le méthanol a été filtré a travers du papier filtre Whatman N°1, puis
concentré par évaporation sous vide. L’extrait sec a été stocké a 4°C pour une utilisation

ultérieure (Bouabid et al., 2020).
2.2.2. Extraction par décoction a I’eau distillée

L’obtention de I’extrait aqueux a été effectuée par décoction en ajoutant 50mg de poudre

de feuilles de H. annuus a 100 ml d'eau distillée puis les faire bouillir pendant 20 minutes sous
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agitation. Apres refroidissement, le mélange a eté filtré a travers du papier filtre Whatman N°1.
Le filtrat obtenu a été concentré et séché a 40°C dans une étuve. L’extrait sec a été récupéré et

stocké a 4°C a I’obscurité jusqu’a son utilisation (yougbaré-ziébrou et al., 2016).

Le rendement est calculé selon la formule :

Rendement gyto, = Mgyt /Mgcn x 100
ou

Mex:: Masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en g.
Mecn: Masse de 1’échantillon végétal en g.

Figure 4 Montage de I’extraction : a) macération au méthanol, b) filtration.

2.3. Dosage des composés phénoliques

2.3.1. Dosage des flavonoides totaux (TFT)

La détermination des flavonoides totaux comprends la formation de complexes entre les
flavonoides et le chlorure d'aluminium. Le procédé consiste en 1’ajout de 600 pl d'AICI; (2%,
w/v) & 600 pl de I'extrait méthanolique (EM) ou I'extrait aqueux (EAQ). Le mélange est incubé
dans l'obscurité a température ambiante pendant 10 minutes, I'absorbance est lue a 415nm. Une
série du standard quercétrine est préparée et soumise aux mémes conditions, pour réaliser une
courbe étalon (figure 5). La teneur de I’extrait en flavonoides est exprimée en ug équivalent de

querceétine par mg d’extrait (g EQ/mg d’extrait) (Ghazghazia et al., 2013).
10
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Figure 5 Série de quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.

2.3.2. Dosage des polyphénols totaux (TPT)

Le test de Folin—Ciocalteu (FC) est la méthode adoptée pour I’estimation des composés
phénoliques totaux. En bref, a 0.6 ml (Img/ml) de I’échantillon, 0.6 ml du réactif FC (10 fois
dilué dans de I’eau distillée) a été ajouté et le mélange résultant a été vortexé. Aprés 5 minutes de
repos, 0.48 ml d'une solution a 7% (w/v) de Na,CO3 a été ensuite ajouté. La solution a été
incubée pendant 120 min a la température ambiante, aprés quoi 1’absorbance est lue vis-a-vis
d’un contrble contenant le solvant a 760nm. Le dosage des polyphénols totaux est fait par la
préparation d’une courbe étalon de 1’acide gallique (figure 6). Les résultats obtenus sont
exprimes en pg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Mahmoudi
etal., 2013).

Figure 6 Série d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

2.4. Evaluation de ’activité Antioxydante

2.4.1. Testau DPPH

Briévement, une solution 0.004% de DPPH (2,2-diphényl-1picrylehydrazile) a été préparée

dans méthanol. Un volume de 50 pl d' extraits (de concentrations croissantes) ou de solutions
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standard (BHT) est ajouter a 1.95ml de DPPH. Le mélange est incuber & I'obscurité pendant 30
min (figure 7). L’absorbance a 517nm est ensuite mesurée contre un controle a 1’aide d’un

spectrophotometre. Le pourcentage d’inhibition du DPPH est calculé par la formule :

1(%0) = [(Ac— A)/ Ac] x 100

Ou

1(%0) est le pourcentage d’inhibition; A est I’absorbance du contréle; et A; est I’absorbance de
I’échantillon. La concentration de 1’échantillon fournissant 50% d’inhibition (ICsp) est calculée a
partir du graphique représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de

I’EM ou de ’EAQ (Ghedadba et al., 2015)

Figure 7 Série du test au DPPH aprés 30 min d’incubation.

2.5. Evaluation de P’activité antimicrobienne

2.5.1. Microorganismes testés

Il s'agit des bactéries de référence Staphylococcus aureus ATCC25923 ; Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853 ; Bacillus cereus ATCC108776 ; Escherichia coli
ATCC25922 disponibles au laboratoire de microbiologie du département de Microbiologie et
Biochimie; et les moisissures Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium culmorum et Alternaria

alternata fournis par Dr HENDEL.
2.5.2. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24h, pour optimiser leur croissance. A 1’aide d’une anse de platine quelques colonies

bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester sont prélevées. L’anse est
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déchargée dans 9ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est bien

homogénéisée et son opacité est ajustée a 0.5 de 1’échelle de McFarland.

Les champignons sont cultives sur le milieu nutritif PDA (Potato Dextrose Agar) pendant 7
jours, a 25°C. A partir de ces cultures sont prélevés des disques (I’inoculum) pour effectuer les

tests d’activité antifongique.
2.5.3. Activité antibactérienne
2.5.3.1.  Test des puits de diffusion

Des volumes de 15ul de chaque concentration (300mg/ml) de ’EM ou EAQ (dans le
diméthyle sulfoxyde (DMSO)) sont ajoutés aux puits de 6mm de diamétre effectués dans le
milieu de gélose nutritive (GN) ensemencé préalablement avec 100ul de suspension bactérienne.
Chaque boite sert d’un triplicata. Le témoin est supplémenté de 15ul de DMSO dans chaque
puits. Le diamétre d’halo d’inhibition autour de chaque puits est mesuré aprés 1’incubation des
boites a 37°C pendant 24h. Les zones d’inhibition aux diametres inférieurs a 8mm indiquent que
les souches testées sont résistantes ; entre 9 et 14mm sont sensibles, entre 15 et 19 mm sont trés

sensibles et supérieurs a 20 mm sont extrémement sensibles (Ouattara et al., 2017).
2.5.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI se définie comme étant la concentration la plus faible d'un échantillon qui inhibe
la croissance visible des microorganismes. La méthode des microdilutions dans le bouillon
nutritif (BN) a été adoptée. Dans chaque puits 95 pul de BN et 5 pL d'inoculum sont déposés.
Dans les premiers puits, on a ajouté des aliquotes de 100ul de chaque extrait (dissout dans le BN
a 10% de DMSO). Ensuite, 100 ul de leurs dilutions en série ont été transférés dans les huit puits
consécutifs. Le dernier puits contenant 195ul de bouillon nutritif sans extrait et 5 pl d'inoculum a
été utilisé comme témoin négatif. La plaque était recouverte et scellée, puis incubée a 37°C
pendant 24 h. Les puits présentant un trouble due a la croissance microbienne ont été considérés

comme positifs (Diatta et al., 2022).
2.5.3.3.  Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB correspond a la plus faible concentration en EM capable de tuer plus de 99.9 %
de I’inoculum bactérien initial (soit moins de 0.01 % de survivants). Afin de déterminer cette
concentration, 0.1ml de chaque puits dans lequel aucune croissance n’est observée est

ensemencé sur gélose nutritive puis incubé a 37°C pendant 24h. Les concentrations, dans les
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boites qui ne présentent aucune croissance, sont considérées comme CMB (Bouharb et al.,
2014).

2.5.4. Activité antifongique

Le procedé consiste a transférer des disques (@6mm) de champignons &gés de 7 jours aux
centres de boites de Pétri contenant le PDA et 3 puits (@6mm) (a trois points équidistants du
centre et des bords de la boite) contenant I’EM ou L’EAQ et a incuber les boites a 25°C pendant

07 jours. L’extrait a été remplacé par le DMSO dans les témoins.

La lecture des résultats a été faite aprés 5 a 7jours d’incubation a 25°C par mesure des
diameétre de la colonie en croissance et le taux d’inhibition est mesuré selon la formule suivante

(Yaici et al., 2019)
1% = [(Dc-Dt) / Dc] x 100

Ou

1%: Taux d’inhibition de la croissance du champignon en pourcentage.
Dc: Diametre de la colonie témoin du champignon (mm).

Dt: Diamétre de la colonie fongique traitée par ’EM ou L’EAQ (mm).

2.6. Analyse statistique

Toutes les analyses de 1’activité antioxydante sont faites en trois répétitions et la
comparaison des moyennes est réalisée par Analyse de la Variance (ANOVA), permettant de
calculer les moyennes et les écarts types. Les comparaisons statistiques ont été faites au moyen
du test de Tukey. Pour I’ensemble des données, la significativité a été admise avec une erreur de

5% (P < 0.05)
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3. Résultats et discussion

3.1 Rendement de la plante

L'opération de I'extraction par décoction de Helianthus annuus dans I'eau distillée a permis
d'obtenir une matiére seche d'extrait brute qui montre un aspect poudreux a faible odeur, une
couleur marron foncé et un rendement de 14.04% par contre, le rendement en extrait
méthanolique par macération était de 6.25 % avec un aspect visqueux de couleur vert foncé et
une forte odeur. Le rendement en extrait aqueux est supérieur que le rendement en extrait

méthanolique.

Le rendement est dépendant de la méthode d’extraction utilisée, les conditions dans
lesquelles l'extraction est réalisée (outils imprécis d’extraction, température, le choix des
solvants...). Ces conditions peuvent affecter le rendement d’une part, et avoir un impact sur les

activités biologique de I’extrait d’autre part (Cheurfa et al., 2017).
3.2 Dosage des polyphénols et flavonoides

Les composés polyphénoliques standards utilisés pour le dosage polyphénols totaux et
flavonoides totaux étaient I'acide gallique et la quercétine respectivement. L’évaluation des
teneurs en composés polyphénoliques s’est basée sur la méthode colorimétrique et la
détermination des teneurs des extraits ME et EAQ s’est faite au moyen de courbes étalons des
composés standards(figure 8). Les résultats obtenus montrent que la TPT et TFT de I'extrait

méthanolique sont plus élevé que ceux de I'extrait aqueux (tableau 1).

1,20 A 1,60 =
y = 0,0082x + 0,0009 A B
1,00 - R? =0,9998 1,40 ~ y = 0,0316x + 0,0113
1,20 o R? =0,9998
¢ 080 1 € 1,00 -
3 ]
50,60 - 3 0,80 4
A
8 g 0,60
0,40 - S 0,60 1
0,40 A
0,20 A
2 0,20 4
0,00 T T T T T ] 0,00 T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 0 10 20 30 40 50
Concentration en acide gallique (pg/ml) Concentration en quercétine (pg/ml)

Figure 8 Courbes étalons des standards Acide gallique (A), et Quercétine (B).
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Tableau 1 Teneurs en TPT et en TFT de I’EM et ’EAQ de Helianthus annuus L.

EM EAQ
TPT (ug EAG/mg d’extrait) 77.61+£0.85 44.74+ 0.81
TFT (ug EQ/mg d’extrait) 45.81 £ 0.62 8.53+0.19

Les TPT obtenus dans notre étude sont inférieurs & ceux obtenus par Fatrcova-Sramkova et
al. (2013) qui étaient de I’ordre de 763.67 + 5.56. Les TFT obtenus sont proches a ceux obtenus
par Kim et al. (2013) qui étaient de 1’ordre de 49.4mg /g d’extrait. Plusieurs facteurs influent sur
la teneur en composés polyphénoliques de la plante : les facteurs géographiques , génétiques et
chimatiques , la maturation des espéces végeétales , des organes, des conditions de séchage et de
temps de stockage. En effet, la solubilité des polyphénols est liée aux propriétés du solvant

utilisé et les conditions gouvernat le procédé d’extraction (Bamba et al., 2021).

3.3 Activité antioxydante
3.3.1 Testau DPPH

La méthode de DPPH repose sur la décoloration; mesurable par spectrophotométrie;
indiguant la transformation de DPPH stable de couleur violette en sa forme réduite de DPPH-H
de couleur jaune. L’activité de piégeage du DPPH par les extraits ME et EAqQ de H. annuus ainsi
que par le BHT est exprimée en ICs (tableau ) et les résultats de la variation de I’inhibition en

fonction de la concentration de I’extrait sont illustrés dans la figure 9.
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Figure 9. Pourcentages d’inhibition du DPPHe en fonction des concentrations de :
(A) ’EM de H annuus, (B) ’EAq de H annuus et (C) le BHT.
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Les résultats montrent que I'EM des feuilles de H. annuus a une capacité de piégeage du

radical libre DPPH plus importante que celle de I’EAQ, mais faible par rapport au BHT (tableau
2).

Tableau 2. Les valeurs ICsy de I’EM, de I’EAqQ de H. annuus et du standard
BHT dans le test de DPPH.

BHT EM EAQ
IC50 pg/ml. 7.667 +0.10 77.614+0.8 278.701+3.21

Les propriétés biologiques des polyphénols ont été attribuées a leur propriétés
antioxydantes a travers plusieurs mécanismes possibles, y compris leur capacité a piéger les
radicaux libres, réduire directement les peroxydes et stimuler l'activité enzymatique dans les
défenses antioxydantes. L'extrait est constitué d'un certain nombre de molécules différentes avec
des quantités variables ; les faibles valeur d’1Csq indiquent un haut niveau d'activité antioxydante

(Bencheikh et al., 2021)
3.4 Activité antimicrobienne
3.4.1 Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de L’EM et I’EAQ des feuilles de H. annuus vis-a-vis 04 souches
bactériennes a été appliquée par la méthode des puits de diffusion en milieu GN. Elle est évaluée

en termes de diametre du halo formé autour du puits.

Tableau 3. Zones d’inhibition (mm) des extraits EM et EAq des feuilles
de H. annuus vis-a-vis des souches bactériennes.

Bactéries EM EAqQ
S. aureus 24 +1.63 *
E. coli 27.5+2.08 +
P. aeruginosa + +
B. cereus 27.25%2.75 +

+ : croissance totale
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Les résultats montrent que I'extrait méthanolique des feuilles de H. annuus a un effet
inhibiteur trés important sur les bactéries a Gram positif S. aureus, B. cereus et a Gram négatif
E. coli : la zone d’inhibition dépasse 20mm , ce qui qualifie que ces bactéries sont extrémement
sensibles (tableau 3 ; figure 10). Pseudomonas aeruginosa étant résistante. L'extrait aqueux de

la plante n’a présenté aucun effet inhibiteur a I’encontre de toutes les bactéries testées.

Figure 10. Zones d’inhibition provoquées par Effet de ’'EM de H annuus sur les
différentes souche testées (A) E. coli (B) B. cereus (C) S. aureus

L’extrait méthanolique des feuilles de notre plante a présenté une trés bonne activité
antibactérienne par rapport a I’extrait méthanolique des fleurs de la méme plante dans une étude
menée par Al-Shukaili & Hossain (2019) ; les diamétres des zones d’inhibition des bactéries

testées varient entre 9 mm et 15 mm mais a la concentration de 500pg/ml d’extrait.

De nombreuses études ont rapporté que les plantes médicinales sont la source de plusieurs
composés actifs antibactériens, tels que les huiles essentielles, les flavonoides, les composés
phénoliques et les terpenes, qui sont classés comme composés antibactériens actifs. L'analyse
phytochimique des extraits vegétaux a montré la présence d'un ou plusieurs groupes de
composants botaniques tels que les phénols, les tanins, les flavonoides, les glycosides, les
saponines, etc. , qui sont responsables de I'activité antimicrobienne seuls ou en combinaison. Le
mécanisme antimicrobien implique l'inhibition de la synthese des acides nucléiques et des

protéines, des parois cellulaire et des membranes cellulaires (Benslama et al., 2018).
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3.5 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les valeurs des CMI et CMB de I’extrait méthanolique des feuilles de H. annuus sont
déterminées par exposition des bactéries aux concentrations croissantes de I’EM. Les CMI
correspondent a I’absence de croissance visuelle des bactéries, alors que les CMB correspondent
aux concentrations de I’EM dont 1’absence totale de croissance est enregistrée apres transfert
d’un volume du bouillon, ou les CMI sont observées, a un bouillon exempt d’extrait et

incubation pour une seconde période. Les résultats des CMI et CMB sont présentés au tableau 4.

Tableau 4. CMI et CMB (mg/ml) de I’EM des feuilles de H. annuus vis-
a-vis des souches bactériennes testées.

Bactéries CMI CMB
S. aureus 0.0725 1.17
E. coli 0.0725 0.29
P. aeruginosa 0.0725 0.58
B. cereus 1.17 2.34

+ : croissance totale

Les reésultats montrent que I'EM a une activité antimicrobienne contre I'ensemble des bactéries
testées dans le milieu liquide. La CMI est comprise entre 1.17 mg/ml et 0.0725 mg/ml. Les
souches S. aureus, B. cereus, E. coli sont les plus sensibles a I'extrait méthanolique avec une
CMI de 0,0725 mg/ml, alors que la CMI de P. aeruginosa est de 1.17 mg/ml. La CMB de P.
aeruginosa, S. aureus; B. cereus, et E. coli sont de 2.34 mg/ml, 1.17 mg/ml, 0.29 mg/ml, 0.58
mg/ml, respectivement. Alexandrino et al. (2021) a mentionné que la CMI de [I’extrait
éthanolique de la méme plante pour les bactéries P. aeruginosa, S. aureus, et B. subtilis est au-
dessus de 11.6 mg/ml ; E. coli étant la plus sensible avec (CMI = 11.6 mg/ml). La nature de la
paroi bactérienne joue un réle important dans la resistance de la cellule bactérienne. La paroi des
bactéries Gram+ est riche en protéines, alors que celle des Gram- est majoritairement assemblée
en lipopolysaccharide (LPS) dont la membrane externe constitue une barriére de perméabilité
efficace. Le LPS, du fait de sa charge de surface négative, empéche la diffusion des molécules

hydrophobes, tandis que les proteéines empéchent le passage des molécules hydrophiles de haut
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poids moléculaire. Les bactéries Gram+ sont moins protégées contre les antimicrobiens, le

peptidoglycane ne géne que la diffusion des molécules supérieures a 50000D (Basli et al., 2012).
3.6 Activités antifongiques

L'activité antifongique de I'EM et I’EAQ des feuillles de H. annuus a été étudiée vis-a-vis
04 champignons par la méthode de puits de diffusion en milieu PDA. Elle a été évaluée par le
calcul du diametre de la colonie du champignon soumis a 1’action de I’extrait par rapport son
témoin. Les résultats montrent que les extraits avaient un effet de faible a modéré ou important

selon le champignon et I’extrait testé (figure 11).

Controle

EAq

Figure 11. L’effet de I’'EM et de I’EAQ des feuilles de H. annuus sur les moisissures : (A)
A. flavus (B) Alt. alternata (C) F. culmorum (D) A. niger par la technique des
puits de diffusion.

Les résultats du taux d’inhibition montrent que I'extrait méthanolique de feuilles de H. annuus a
un effet inhibiteur significatif sur toutes les moisissures ; les valeurs sont comprises entre 14.27

% pour A. niger étant la plus résistante a 33.30 % étant la plus sensible. L'extrait aqueux avait un
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effet inhibiteur faible sur les souches d’Aspergillus (= 4%) voire important (= 30%) sur Alt.

Alternata et F. culmorum (figure 12).
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Figure 12. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des moisissures
causé par ’EM et I’EAq des feuilles de H. annuus L.

Le mode d'action de I'extrait dépend du type de microorganisme, du type d'extrait et de sa
concentration. La variabilité de I'efficacité des extraits des plantes peut également dépendre de
leur composition chimique . Elle peut étre liee a la polarité des substances biologiquement
actives ; par exemple les composés les moins polaires sans groupement hydroxyle sont plus
actifs contre les agents microbiens que ceux avec des groupements hydroxyles. L'effet de
I’extrait peut-étre d0 a la synergie entre les nombreux composants, dont chacun devient inactif

lorsque ces composants sont séparés (Fertout et al., 2016)
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Conclusion et prescriptives

Conclusion

Le regne végétal a fourni une grande variété de médicaments a travers I'histoire et a travers
le monde. Un grand nombre de plantes, aromatiques, medicinales, épices a base de plantes, etc. ,
ont des propriétés biologiques tres intéressantes, qui peuvent étre utilisées en médecine
pharmacie, cosmétologie et agriculture. Actuellement, la recherche sur les plantes médicinales
est basée sur des études des propriétés thérapeutiques des plantes tels que les antioxydants et les

antibactériens.

Dans cette étude, la teneur en polyphénols et en flavonoides, l'activité antioxydante et
I'activité antibactérienne de Helianthus annuus ont été évaluées. Les résultats ont montré que la
plante étudiée est riche en polyphénols. En revanche, la plante a un effet antiradicalaire modéré
sur le DPPH. Néanmoins, la plante a montré une forte activité antibactérienne contre les souches
bactériennes et une faible a intéressante activité antifongique contre les champignons, au moyen
de la technique des puits de diffusion. Les MI et les CMB des bactéries testées ont été

déterminées.

Cette étude a ciblé uniquement les feuilles de Helianthus annuus ; d'autres études peuvent
étre réalisées pour évaluer d'autres extraits ou huiles essentielles des fleurs, ainsi que pour
rechercher d'autres activités biologiques intéressantes telles que l'activité anticancéreuse, anti

inflammatoire, antidiabétique, etc.
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Matériels et produit chimiques

Appareillage Petits matériel et Verrerie  Solutions et réactifs

Clevenger

Agitateur

Autoclave

Bain marie

Balance de précision
Bec Bunsen

Etuve

Incubateur bactériologique
(25°C,37°C)
Réfrigérateur
Spectrophotometre UV
Vortex

- Anse de platine

- Tubes a essai

- Béchers

- Boites en verre

- Boites de pétri stériles de
90mm de diametre

- Ecouvillons stériles

- Eprouvettes

- Erlenmeyer

- Fioles

- Flacon avec bouchon

2,2-Diphényl-1-
picrylhydrazyl(DPPH)
Réactif de folin-ciocalteu
(FCR)

Carbonate de sodium
(Na,COy)

Trichlorure d’aluminium
(AICI)

Méthanol

Diméthyl sulfoxyde
(DMSO)

Chlorure ferrique(FeCls)
Acide chlorhydrique( HCI)
Acide sulfurique (H,SO,)
PDA

Muller Hinton

Eau distillée

Eau physiologique

Standards utilisés

BHT
Acide gallique
Quercétine
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Préparation des milieux de culture et solutions

= Bouillon nutritif (BN)(g/I)

Peptone 10¢g
Extrait de viande 50
Chlorure de sodium 5¢
Eau distillée 1000ml
pH 7.3
= Gélose nutritive (GN) (g/)

Peptone 109
Extrait de viande 39
Extrait de levure 30
Chlorure de sodium 5¢
Agar 189
Eau distillée 1000ml
pH 7.3
= Potato Dextrose Agar (PDA)(g/l)

Filtrat de pomme de terre 200g
Glucose 20¢g
Agar 209
Eau distillée 1000ml
pH 5.6

= Eau physiologique
Eau distillée 1000ml
NaCl 09¢g
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Abstrac

Helianthus annuus L. is a plant belonging to the Asteraceae family. It is widely used in traditional medicine. The
objective of this work was to determine the polyphenol and flavonoid contents of the methanolic ME and aqueous
AQE extracts of this plant and to evaluate their antioxidant and antibacterial activities. The yield for the methanol
extraction of leaves by maceration was about 10% (w/w). The aqueous extraction of the leaves by decoction gave
yielded in about 28.08% (w/w). The polyphenol and flavonoid contents of ME and AQE determined by Folin-
Ciocalteu and aluminium chloride methods were 77.61+ 0.85; 44.44+0.81 mg GAE/g of extract and 45.81 + 0.62 ;
8.53+0.19 mg QE/g extract, respectively. The antioxidant activity was carried out by the DPPH method, and the I1Cx
of the ME and AqE were 278.70 £ 3.21 pg/ml and 77.61 + 0.08 pg/ml, respectively. The antimicrobial activity
against 4 bacterial strains (Gram+ and Gram-) and 05 fungi was evaluated by the well diffusion method. ME from
Helianthus annuus appears to have higher antimicrobial activity than AQE from the same plant. As with fungi, H.
annuus ME had a significant inhibitory effect on the tested fungi, with inhibition rates ranging from 33.30 + 1.71 %
to 14.27 + 2.05 %.

Key words: Helianthus annuus, antioxidant activity, antibacterial activity,

Résumé

Helianthus annuus L est une plante de la famille des Asteraceae. Elle est largement utilisée en médecine
traditionnelle. L'objectif de ce travail était de déterminer la teneur en polyphénols et flavonoides dans 1’extrait
méthanolique (EM) et I’extrait aqueux (EAq) de cette plante et d'évaluer leur activités antioxydante et
antibactérienne. Le rendement des feuilles pour I'extraction methanolique par macération est d'environ 10 % (w\w).
L'extraction aqueuse des feuilles par décoction a donné un rendement d'environ 28,08 % (w/w). Les teneurs en
polyphénols et flavonoides de I'EM et de I'EAq déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu et la méthode du
trichlorure d'aluminium étaient de 77,61+ 0,85 ; 44,44+0,81 mg EAG/g d'extrait et 45,81+ 0,62 ; 8,535+0,19 mg
EQ/g d'extrait, respectivement. L'activité antioxydante a été réalisée par la méthode DPPH, et I'lCs, d' EM et EAq
était de 278,70+3,21 pg/ml et 77,61+£0,08 pg/ml, respectivement. L'activité antimicrobienne contre 4 souches
bactériennes (Gram+ et Gram-) et 05 champignons a été évaluée par la méthode de puits de diffusion et de
microdilution. L'EM de H. annuus semble avoir une activité antimicrobienne plus élevée que I'EAq de la méme
plante. Comme pour les champignons, I'EM du H. annuus a eu un effet inhibiteur significatif sur les champignons
testés, avec des taux d'inhibition allant de 33.30 £ 1.71 % & 14.27 + 2.05 %

Les mots clés : Helianthus annuus, Activité antioxydant, activité antibactériennes,



