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Résumé

Malva sylvestris connue sous le nom vernaculaire « Khobiz ou Amedjir » est une
plante médicinale de la famille des Malvaceae, largement utilisée en médecine traditionnelle a
I’échelle mondiale. Le but de ce travail est le dosage des composes phénoliques et
détermination de I’activité antioxydante de Malva sylvestris L. a partir des feuilles et des
(tiges + pétioles), en utilisant deux solvants de différentes polarités: 1’éthanol (70%) et
I’hexane (70%). Dans cette étude, il y’avait la mise en évidence de la détermination de la
teneur en eau, puis I’investigation des composés phytochimiques, qui a montré la présence des
composés phénoliques dans les extraits éthanoliques et leurs absences dans les extraits
héxaniques. Concernant les résultats de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux ont
constaté que I’extrait éthanolique des feuilles présente la teneur la plus importante (17,27 £
0,21 mg EAG/g de poudre, et 9,09 + 2,12 mg EQ/g de poudre). L’étude quantitative a prouvé
que D’extrait éthanolique des feuilles présente un pourcentage d’inhibition le plus efficace vis
a vis du radical DPPH. Alors que, dans le test B-caroténe/acide linoléique, la capacité
inhibitrice la plus élevée est enregistrée dans 1’extrait héxanique des tiges + pétioles qui est
égale a 71,70%. En conclusion, cette étude a prouvé une certaine supériorité des feuilles et de
I’extraction éthanolique, en polyphénols et flavonoides totaux et au piégeage du radical
DPPH, tandis que, I’extrait héxanique des tiges +pétioles a démontré une forte inhibition dans

le test de p-caroténe/acide linoléique.

Mots clés: Malva sylvestris, extrait éthanolique, extrait héxanique, polyphénols, DPPH, (-

caroténe.



Abstract

Malva sylvestris is known by the common name "Khobiz or Amedjir" which is a
medicinal plant from Malvaceae family, used widely in traditional medicine across the world.
The aim of this research is the determination of polyphenols and flavonoids content, and the
evaluation of the antioxidant activity of Malva sylvestris L. from leaves and (stems +
petioles), using two solvents with different polarity: the ethanol (70%) and hexane (70%). In
this work, the percentage of humidity was evaluated, then an investigation of the
phytoconstitutents, which provided the presence of phenolic compounds in the ethanolic
extracts and their absence in the hexane extracts. The results of the content of total
polyphenols and flavonoids showed that the ethanolic leaves extract had the highest content
(17.27 £ 0.21 mg EAG / g of powder, and 9.09 + 2.12 mg EQ / g powder). The quantitative
estimation revealed that the ethanolic leaves extract has the most effective percentage of
inhibition for the DPPH radical. Whereas, in the B-carotene / linoleic acid test, the highest
inhibitory capacity was recorded in the hexane extract of the stems + petioles which is equal
to 71.70%. In conclusion, this study proved some superiority of leaves and extraction by
ethanol for total polyphenols and flavonoids and DPPH scavenging; while, the hexane extract

of stems + petioles showed a strong inhibition in the B-carotene/linoleic acid test.

Key words:Malva sylvestris, ethanolic extract, hexanic extract, polyphenols, DPPH, p-

carotene.
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Introduction

Introduction

Les plantes ont ét¢ de tout temps les alliées de I’homme, d’abord pour se nourrir et
aussi pour soulager et guérir ses maux, En fait, les plantes constituaient la base de la
pharmacopée et de la thérapeutique des civilisations antiques, grace a la présence de
centaines, composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires (Bouguerra A.,
2011).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2008, plus de 80% de la
population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs besoins de soins de santé
primaires, en raison de la pauvreté et du manque d'accés a la médecine moderne (Pierangeli
G. etal., 2009).

La valeur thérapeutique de la plante est due a ses métabolites secondaires,
spécifiqguement les composes phénoliques. La concentration de ces molécules peut varier d’un
organe a 1’autre de la méme plante. Grace a leurs effets bénéfiques sur la santé, les études sur
les composés phénoliques connaissent une importance croissante. En effet, ils interviennent
dans la prévention et le traitement de maladies liées au stress oxydatif tels que les cancers,
I’athérosclérose, le diabéte, 1’hypertension artérielle, les maladies neurodégenératives,
I’arthrite. . .etc. (Suhaj M., 2006).

L'Algérie possede une flore riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert vegétal, se trouve la famille des Malvacées. De nombreuses especes de
cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs
molécules dotées d’effets thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Malva
sylvestris. Cette plante est largement utilisée pour traiter en générale les complications
hépatiques et digestifs (Hussain L. et al.,2014).

L'objectif de notre travail vise a :

La préparation des extraits a partir des feuilles et des (tiges + pétioles) de Malva sylvestris et
la comparaison entre eux dans les polyphénols et I’activité antioxydante.

Screening phytochimique des extraits.

Affirmer la richesse de notre plante en polyphénols et en flavonoides.

L’étude du pouvoir antioxydant des extraits de la plante par le test au DPPH, et le test de f3-

carotene/acide linoléique.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

I.1 Présentation de la plante
1.1.1 Généralité

Les Malvacées sont des plantes dicotylédones, dialypétales thalamiflores,
méristémones. C’est une famille cosmopolite mais présente surtout dans les régions chaudes
des tropiques, bien que I’on trouve aussi des représentants des Malvacées dans les régions
tempérées. Ainsi, le nombre de Malvacées diminue graduellement a mesure que 1’on va vers
le nord. Les Malvacées peuvent étre des herbes ou des arbustes (Flores M., 2011). Les genres
composant la famille des Malvacées sont nombreux (une centaine selon Delaveau, 2003; 85
selon Encyclopaedia universalis, 1999; 84 selon Echevin, 1964) (Flores M., 2011).

I.1.2 Caractéristique botanique

Malva sylvestris (Figure 1), est une plante bisannuelle vivace, herbacée de la famille
des Malvaceae. Elle a une racine pivotante et pulpeuse (Quezel P. et Santa S.,1963; Greuter
W. et al., 1989).

Les feuilles sont penta lobées, crénelées et dentelées sur les bords a pétiole souvent
plus court ressemblant un peu a celles du lierre avec une couleur verte foncée. La tige est
étalée de 30 a 60 cm de long et le fruit est une capsule de graines réniformes avec un mode de
dissémination barochore (Quezel P. et Santa S.,1963; Greuter W. et al., 1989).

La répartition des sexes des organes reproducteurs est hermaphrodite avec d'une part
un type d'inflorescence raceme de cymes unipares hélicoides et d'autre part un type de
pollinisation entomogame et autogame(Quezel P. et Santa S.,1963; Greuter W. et al., 1989).

Les fleurs présentent un calice soudé a 5 lobes pubescents, et doublé d’un calicule de 3
piéces libres. Les pétales, de couleur rose violacée, cunéiformes et échancrés sur leur bord
supérieur, possedent une pilosité basale blanche et sont parcourus de veines foncées. Les
étamines sont soudées par leur filet en un tube terminé par les anthéres libres (Salhi C., 2018)
.La floraison de Malva sylvestris se produit entre Mai-Juin et Septembre (Flores M., 2011).
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Figure 1: Malva Sylvestris L. (Tela botanica)

1.1.3 Classification botanique
Tableau I: Classification botanique de Malva sylvestris L. (Ghédira K. et Goetz P., 2016).

Reégne Plantae (plante)
‘Superdivision ~ Embryophyta

Division Tracheophyta

Subdivision Spermatophytina (Spermatophytes)

Classe Dicotylédones

Ordre Malvales

Famille Malvaceae

Genre Malva

Espece Malva sylvestris L.
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I.1.4 Nomenclature et appellation

Tableau I1: Les noms vernaculaires de Malva sylvestris L.

Francais Mauve des bois, Grande Mauve, Mauve sauvage,
Fromageon
Anglais Blue Mallow, High Mallow (Ghédira K. et
Goetz P., 2016)
Nom kabyle Amedjir
Arabe 3 3lady
Synonyme(s) du Malva erecta Gilibert, (Hyppa)

nom scientifique Althaea silvestris Garcke

1.1.5 Répartition géographique

Cette plante est originaire d'Europe, d'Afrique du Nord, d'Asie du Sud-ouest (Mahin
E. et al., 2015). On la trouve surtout dans les terrains vagues, ainsi que sur le bord des
chemins et des cultures (Bonnier G. et Douin R., 1912-1935).

Elle se présente partout a I'état sauvage dans les prairies, les paturages, les lisiéres des
foréts et dans les clairiéres (Kolev M., 1976; Ozenda P., 1983). La mauve se développe dans
les régions humides, par contre elle redoute la chaleur de I'été, en général elle se développe
dans les climats tempérés et dans les terres de consistance moyenne légérement argileuse avec
un habitat de type friches vivaces xérophiles (Quezel P. et Santa S., 1963).

Elle est nitrophile et préfere les sols pollués par les nitrates (Fournier P.,1934-1940).
Son habitat de prédilection est le sol remanié des friches et des champs abandonnés ainsi que
le bord des cultures. C’est une plante rudérale, elle croit dans les décombres. Elle peut pousser
jusqu’a 1500 cm d’altitude (Fournier P., 1934-1940; Fletcher N., 2007).

1.1.6 Culture et récolte

La culture des mauves réussit dans tous les sols, argileux ou calcaires. Elle préfére
cependant les terres Iégeres, riches en matieres organiques et bien drainées. Lorsque le terrain
est trop argileux, les feuilles jaunissent et les fleurs se développent moins (Maghami P.,
1979) .La propagation de la mauve est assurée a partir de graines récoltées 1’année

précédente. Le pouvoir germinatif des graines ne dure que 3 ans au plus (Maghami P., 1979).
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La récolte des fleurs au fur et a mesure de leur épanouissement, au jour le jour et a la
main. Les feuilles peuvent étre ramassees pendant toute la durée de vie de la plante. Mais si
elles sont atteintes de rouille, il est recommandé de ne pas les consommer (Flores M., 2011).

Les feuilles et les fleurs doivent étre séchées rapidement a I’ombre et a I’air en couche
mince pour éviter leur agglomération. Les fleurs de la mauve bleuissent lors de la
dessiccation, alors que les fleurs de la mauve a feuilles rondes restent violacées. Le séchage
doit étre rapide pour assurer la stabilité des mucilages uroniques et faire cesser ’activité des
enzymes intracellulaires (Canonne P., 1984; Ticli B., 1999).

Les mauves doivent étre conservées dans un endroit sec, a ’abri de la lumiere et
doivent étre consommées dans I’année, car elles ne se conservent pas plus de 12 mois (Ticli
B., 1999).

1.1.7 Principaux constituants chimiques

Les principaux composants sont:

Mucilage qui donne la naissance apres hydrolyse a plusieurs molécules, aux
propriétés émollientes et pectorales, ils sont généralement présents dans le tégument externe
des graines et jouent un réle important dans le processus de germination.

Des flavonoides (fleurs et feuilles), tanins (feuilles), anthocyanosides et
anthocyanidines contenus dans les fleurs.

D’autres ¢léments tels que le calcium, phosphore, fer, potassium, magnésium et des vitamines
A, B1, B2, B3 et C qui sont contenus dans les jeunes feuilles de la mauve (Razavi M. S.,
2011).

1.1.8 Utilisation traditionnelle

1.1.8.1 Usages humains traditionnels

Parmi les nombreuses espéces utilisees dans la medecine traditionnelle, Malva
sylvestris se distingue par la variété de ses utilisations, sa consommation remontant a 3000 ans
av. J.C. Dans la région de la Syrie, des études archéologiques ont montré l'existence des
graines de Malva sylvestris dans le calcul dentaire des fossiles humains. Les chercheurs ont
conclu que la consommation de cette espéce est ancienne, a la fois en tant que plante
comestible et en raison de ses propriétés médicinales possibles (Henry A. G. et Piperno D.
R., 2008).

Les utilisations comestibles concernent la gastronomie populaire et les utilisations
géneralement incluses dans I'alimentation dite mineure (Barros L. et al., 2010; Guarrera P.

M., 2003), les jeunes feuilles sont consommeées crues dans les salades, les feuilles et les
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pousses sont consommeées dans les soupes et sous forme de légumes bouillis. Les fruits
immatures sont sucés ou méachés par des enfants, des bergers et des chasseurs (Barros L. et
al., 2010; Neves J. M. et al., 2009).

La mauve est traditionnellement utilisée par voie orale comme traitement
symptomatique de la toux, adjuvant de la composante douloureuse des troubles fonctionnels
digestifs, traitement asymptomatique de la constipation (Salhi C., 2018). En usage local, elle
est traditionnellement utilisée comme traitement d’appoint adoucissant et antiprurigineux des
affections dermatologiques, trophique protecteur dans le traitement des crevasses, écorchures,
gercures et contre les piqlres d’insectes, antalgique dans les affections de la cavité buccale
et/ou du pharynx, et en cas d’irritation ou de géne oculaire (Salhi C., 2018).
1.1.8.2 Usages vétérinaires traditionnels

Malva sylvestris est la plante la plus utilisée en médecine vétérinaire avec quinze
utilisations différentes. Elle est utilisée principalement pour traiter les affections
dermatologiques, les troubles digestifs et des problemes respiratoires (Akerreta S. et al.,
2010).

1.1.9 Activités de Malva sylvestris
1.1.9.1 Activité antioxydante

L'extrait méthanolique des feuilles de mauve présente une forte activité antioxydante
avec piégeage des radicaux libres et s'oppose a la peroxydation lipidique dans les liposomes et
les homogénats des cellules cérébrales. Les polysaccharides des feuilles de mauve ont un
puissant effet de suppression de l'activité du 2,2'-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) et des
radicaux hydroxyles (Ghédira K. et Goetz P., 2016).
1.1.9.2Activité anti-inflammatoire

L extrait aqueux de mauve et la sulfadiazine aménent a une diminution des cellules
inflammatoires au niveau d’une plaie (Afshar M. et al., 2015) et I’extrait hydroalcolique des
feuilles exerce une activité anti-inflammatoire par voie locale évaluée par inhibition de
I’cedéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris (Conforti F. et al., 2008).
1.1.9.3 Activité antibactéerienne et antifongique

Ces derniéres années, plusieurs études se sont efforcées de démontrer I’activité
antibactérienne des mauves. L’extrait méthanolique inhibe la croissance de Saccharomyces
cerevisiae (Flores M., 2011). Aussi, I’extrait des fleurs a un fort pouvoir antibactérien contre
Staphylococcus aureus, S. agalactiae et Enterobacter faecalis (Razavi M. S. et al., 2011).Les

extraits aqueux obtenus a partir des feuilles de Malva sylvestris ont inhibé totalement la
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croissance d’Aspergillus candidus, Aspergillus niger, Penicilliumsp et Fusarium culmorum
(Magro C.et al.,2006).
1.1.9.4 Activité Antiproliférative

L extrait hydroalcoolique des feuilles est responsable d’une réduction significative de
la prolifération des lignées cellulaires cancéreuses B16 et A375 (Daniela A. et al., 2007).
1.1.9.5 Activité hypoglycémiante

L’extrait de Malva sylvestris inhibe I’a-amylase et I’a-glucosidase, ce qui fait de ses
fleurs une source d’antioxydant antidiabétique (Loizzo M. R. et al., 2015).
1.1.9.6 Effet antiulcéreux colique et laxative

Les polysaccharides de Malva sylvestris réduisent efficacement les signes
d’inflammation dans la colite ulcéreuse, en particulier a titre préventif (Hamedi A. et al.,
2015), et I’extrait aqueux de ses fleurs augmente la fréquence de défécation, diminution la
constipation et le nombre de selles dures (Elsagh M. et al., 2015).
1.1.9.7 Action de protection rénale

Une décoction Malva sylvestris diminue la peroxydation lipidique, I’oxydation et les
effets histopathologiques du parenchyme rénal engendrés par le méta vanadate(Marouane W.
etal., 2011).
1.1.9.8 Action de protection nerveuse

Une étude a conclu que le traitement par la mauve sylvestre améliorait
considérablement le dysfonctionnement cognitif en réduisant la neurodégénérescence et
I'astrocytose dans les tissus cérébraux en diminuant le stress oxydatif et I'inflammation des
cellules neuronales (Qin H.et al., 2017).
1.1.9.9 Action de protection hépatique

L'extrait méthanolique de Malva sylvestris peut protéger le foie de maniére dose-
dépendante des effets néfastes du paracétamol en diminuant considérablement les taux
sériques de marqueurs enzymatiques hépatiques. La diminution des taux sériques de ces
enzymes était en outre accompagnée d'une amélioration de I'histologie du foie chez les souris
traitées par Malva sylvestris, qui présentaient remarquablement les effets hépatoprotecteurs
(Hussain L. et al., 2014).
1.1.9.10 Action de protection cardiaque

La supplémentation en extrait de Malva sylvestris dans I'alimentation de rats traités au

lithium a amélioré les altérations histologiques du groupe intoxiqué au lithium et reduit les
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Iésions cardiaques, ce qui pourrait étre attribué aux propriétés antioxydantes de I'extrait de
Malva sylvestris(Saad A. B. et al., 2017).
1.1.9.11 Action anti-acétylcholinestérase

L’huile essentielle (issue des parties aériennes) inhibe I’activité enzymatique de
I’acétylcholinestérase de 28% a une concentration de 0,1 mg/ml d’huile essentielle. Quant au
décocté, il est responsable d’une inhibition de cette enzyme de 25% a une concentration de 5
mg/ml de décocté (Ferreira A. et al.,2006).
1.1.9.12 Action cicatrisante

Il a été demontré que la racine de mauve en pommade accélére la cicatrisation des
bralures chez les rats. On observe ainsi au niveau des plaies traitées par Malva sylvestris une
augmentation structurée des fibres de collagéne, une augmentation des fibroblastes et la
présence de seulement quelques cellules de I’inflammation. Les plaies présentent aussi une
réduction de taille significative par rapport aux groupes témoins et une réépithélisation
(Pirbalouti A. G. et al., 2009).

1.1.10 Toxicité

Dans de trés nombreux livres, on peut lire que Malva sylvestris ne présente aucune
toxicité méme a forte dose. Il n’y a donc pas d’effets indésirables, pas de contre-indication, ni
d’interactions médicamenteuses a 1’utilisation de la mauve sylvestre. C’est en partie pour cette
raison qu’elle peut étre utilisée chez les enfants et les personnes agées (Wichtl M., 2003;
Valnet J., 1992).

Cependant au Liban, 1’'usage populaire, veut que 1’on évite la mauve sylvestre chez les
patients anémiques. Car on la dit anémiante. |l n'existe actuellement pas de preuves
scientifiques se référant aux effets anémiants d’espéces de Malva (Jeambey Z. et al., 2009).

Certains auteurs déconseillent la mauve sylvestre aux femmes enceintes a cause de

I’activité ocytocique des feuilles (Duraffourd C. et Lapraz J. C., 2002).

1.2 Activité antioxydante
1.2.1 Radical libre

Il s’agit d’un atome ou d’une molécule qui contient un (ou plusieurs) électron(s) non
apparié(s), comme conséquence de la perte d’un (ou plusieurs) électron(s) de I’orbite externe,
aboutissant a la formation d’une demi-liaison qu’il faut satisfaire par un pillage local
d’électron(s) (Halliwell B. et Gutteridge J. M. C., 1999). Le tableau ci-dessous résume les

différents radicaux libres.
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Tableau I11: les différents radicaux libres.

Les espéces réactives Peuvent étre des radicaux libres (comme O2- :
de ’oxygene (ERO ou anion superoxyde, OH : radical hydroxyle) ou des
ROS) molécules non radicalaires mais néanmoins
hautement instables (comme O2 singulet). (Berger M. M.,
Especes réactives de Especes réactives du NO sont essentiellement 2006).
I’azote (ERA ou RNS) produites par la NO Synthase.

Radicaux soufrés Ont pour origine I’oxydo-réduction a un électron (Chatgilialoglu
du couple disulfure/dithiol de protéines ou de C. et Asmus K.
petits peptides. D., 1990).

1.2.2 Réles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres jouent des roles essentiels dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire par l'activation de la NADPH oxydase, I'action des superoxydes dismutases
(SOD) et la NO Synthase (NOS) qui aboutissent a 1’0Oe-, H2O2, HO-* et autres radicaux libres.
La présence de chlore donnera la naissance a 1’acide hypochlorique HOCI, c’est I’oxydant
microbicide le plus puissant dans la phagocytose des bactéries et des parasites par les
macrophages ou les polynucléaires. Les radicaux libres peuvent aussi  air en tant que
molécules de signal et intervenir dans la communication intracellulaire et intercellulaire et
participent a I’expression de certains génes et a leur régulation (Favier A., 2003).
1.2.3 Stress oxydant

C’est la perturbation de 1I’équilibre endogéne entre radicaux libres et antioxydants de
courte ou longue durée, provoque des effets délétéres dus, soit a une défense antioxydante
défaillante, soit a un état pro-oxydatif accru, nommé stress oxydant (Biesalski H. K. et al.,
1997). Ce déséquilibre pro-oxydant/antioxydant peut avoir une origine exogéne: molécules
oxydantes, toxines telles que les métaux lourds toxiques; ou une origine endogéne:
disfonctionnements de certaines sources de production et systémes d’élimination des ROS

(Figure 2) (Favier A., 2003; Servais S., 2004).
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Figure2: La balance d’équilibre entre les systémes pro et les antioxydants (Favier A., 2006).

1.2.4 Stress oxydant et pathologies humaines

Les radicaux libres réagissent avec les tissus voisins causant des Iésions oxydatives par
extension de proche en proche, lésant les acides nucléiques, les lipides, les protéines et les
hydrates de carbone (Berger M. M., 2006). Cette oxydation provoque des dommages sur tout
I’organisme, accélérant le vieillissement et la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet S.
et al., 2010).

La recherche de ces deux dernieres décennies a montré que de nombreuses pathologies
humaines sont causées ou favorisées par le stress oxydant (Gutteridge J. M. C., 1993):
cancer, cataracte, sclérose latérale, syndrome de détresse pulmonaire aigu, oxydation des
LDL, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré et inflammation. Il sera aussi I’un des
facteurs potentialisant la genese de maladies plurifactorielles telles que le diabete, la maladie
d’alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier A., 2003).

1.2.5 Antioxydant

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement 1’oxydation
d’un substrat, alors qu’elle présente une concentration trés faible dans le milieu ou elle
intervient (Halliwell B. et Gutteridge J. M. C., 1990). Ces antioxydants peuvent étre de deux
natures différentes: des systemes enzymatiques et des systemes non enzymatiques (Leverve
X., 2009).

10
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Donc, pour se protéger des effets déléteres des espéces oxygenées activés (EOA),
I’organisme dispose d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux
sources d’antioxydants: I’une est apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et 1égumes
riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique;
I’autre est endogéne et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de
réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques
oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes
antioxydantes (Haleng J. et al., 2007).

Ces divers antioxydants ont des meécanismes de défense antioxydante différents
(Tableau 1V), pour préserver le bon fonctionnement de la cellule, parce que lorsque les
défenses antioxydantes sont affaiblies ou dépassées, le stress oxydatif peut provoquer
I’inactivation enzymatique et la peroxydation lipidique (Halliwell B. et Gutteridge J. M. C.,
1989; Farombi E. O, et al., 2007; Yildirim N. C., et al., 2011; Mélila M. et al., 2012)

Tableau 1V: les différents mécanismes de I’activité antioxydante

Piégeage des radicaux (Garcia-Lafuente A. et al., 2009)
Prévention des attaques radicalaire (Hanaski Y. et al., 1994)
Promouvoir ’activité des enzymes antioxydantes (Alia M. et al., 2006)

Inhibition de I’activité des enzymes prooxydantes (Hong J. et al., 2001)

Amélioration des molécules antioxydantes endogénes  (Alia M. et al., 2006)

1.2.6 Composés phénoliques comme des antioxydants
1.2.6.1 Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés appartenant a des groupes chimiques extrémement
divers, tels que les acides organiques, les composés aromatiques, les terpénes, les stéroides,
les alcaloides, les carbonyles, et les composés phénoliques etc... (Kintzios S. E. et
Barberaki M. G., 2004). Leur fonction dans les plantes est habituellement liee a la régulation
métabolique, la croissance, le processus de lignification, la coloration de certaines parties des
plantes et la protection contre 1’attaque des organismes pathogénes (Bratt M., 2000). Les

métabolites secondaires sont classés essentiellement en trois grandes familles: les polyphénols

11
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ou bien les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Lutge U. et al., 2002;
Abderrazak M. et Joél R., 2007).
1.2.6.2 Composés phénoliques

Le groupe de métabolites secondaires le plus répandu du régne végétal ; plus de 8000
structures phénoliques sont actuellement connues. L’¢lément structural fondamental qui
caractérise ces composés est la présence d’au moins un noyau benzénique lié au moins a un
groupe hydroxyle libre ou engagé avec une autre fonction: éther, ester ou hétéroside
(Figure3). Ce sont des pigments généralement responsables de la teinture des feuilles et les
couleurs des fleurs et des fruits. 1ls sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs
et les feuilles de tous les végétaux. Les principales sources alimentaires des polyphénols sont
les fruits, les légumes et les céréales (Martin S. et Andrian tsitohaina R., 2002; Bruneton
J., 2009). lIs regroupent un vaste ensemble de substances chimiques parmi lesquelles on

distingue les flavonoides, tanins et acides phénoliques (Ballasundram N. et al., 2007).

C3H

Figure 3: Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado P. et Cheynier V., 2006).
1.2.6.3 Mécanisme d’action des composés phénoliques

Les composés phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons,
comme chélateurs de métaux de transition (Marquez-Garcia B. et al., 2009), et comme
inhibiteurs d’enzymes génératrices de radicaux libres et inducteurs de la synthése d’enzyme
antioxydantes (Hennebelle H. et al., 2004).

L’activité antioxydante des composés phénoliques augmente avec le degré de
polymeérisation et diminue avec le degré de meéthylation et de glycosylation au niveau des
groupements hydroxyles (Macheix J. J. et al., 2005).

Chélation des métaux

Les composés phénoliques inhibent la formation de radicaux libres par la chélation des
métaux tels que: le Cuivre, le Fer et I’Aluminium. Ces ions métalliques renforcent les effets
nocifs du stress oxydant, en stimulant la production des radicaux hydroxyles (OH.). Ces
composés en chélatant les ions metalliques (Figure 4), forment des complexes de

coordination avec ces métaux, en occupant tous les emplacements et peuvent ainsi convertir
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les ions metalliqgues en complexes insolubles, empéchant leurs interactions avec les
intermédiaires lipidiques (Virgili F. et al., 2001; Lee J.et al., 2004).

Figure 4: Chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta P. G., 2000).
> Neutralisation des radicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres, et ceci grace
a leur groupement hydroxyle fortement réactif contre I’anion superoxyde, le radical hydroxyle
et I’oxygene singulet, selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R.— flavonoide (O.) + RH (Heim K. E. et al., 2002).

Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux
libres, qui sont susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH2 situé entre deux
doubles liaisons des acides gras polyinsaturés, et protegent ainsi les membranes cellulaires
(Havsteen B. H., 2002).

» Inhibition d’enzymes

Les composés phénoliques affectent 1’activité de nombreux systémes enzymatiques
impliqués dans le stress oxydant. Certains flavonoides comme I’apigenine, la quercétine et la
myricétine inhibent la xanthine oxydase, qu’est considérée comme une source biologique
importante du radical superoxyde lors de 1’oxydation de I’hypoxanthine en acide urique

(Nijveldt R. J. et al, 2001; Da Silva S. L. et al, 2004).
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Il. Matériel et Méthodes
11.1 Matériel
11.1.1 Matériel végétal

L’¢tude expérimentale a été réalisée sur les feuilles, pétioles et tiges d’une plante
locale trés connue qui est la mauve (Malva sylvestris L.) (Figure 5), cette plante appartienne a
la famille des Malvacées. La plante a été collectée le 17 Février 2019 dans un endroit naturel
loin de la pollution situé dans la région de Bordj Zemmoura de la wilaya de Bordj Bou
Arreridj (Figure 6). La collecte est faite avant la période de floraison de la mauve, et les
feuilles sont séparées des tiges et pétioles (ces 2 derniers sont regroupés).

L'identification botanique a été confirmée par Dr. Melouani Naziha au département de
Biologie, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a ’'université Mohamed El Bachir EI

Ibrahimi, Bordj Bou Arreridj.

Figure 5: La plante Malva sylvestris.
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Figure 6: Localisation géographique de la région de récolte (Google maps)

11.1.2 Séchage, broyage et tamisage

Les parties récoltées ont été nettoyées afin d’éliminer les poussiéres et les impuretés,
puis séchées a I’air libre, a ’ombre (pour préserver au maximum [’intégrité des molécules) et
a température ambiante pendant 13 jours dans la maison, et par la suite broyées a 1’aide d’un
broyeur ¢électrique jusqu’a I'obtention d’une poudre trés fine, puis tamisées par un tamiseur, la
poudre obtenue a été conservée dans des sacs en papier et stockée a I’abri de la lumiére et de

I’humidité jusqu’a I’utilisation (Figure 7).

Figure 7: Les parties récoltés de Malva sylvestris(A): Les feuilles; (B): (Les tiges + Les

pétioles),sous forme frais (1), séchées (2), et broyées (3).
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11.2. Méthodes
I1.2.1 Détermination de la teneur en eau (test d’humidité)
Principe

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la matiére végétale, il est
exprimé en pourcentage. La méthode utilisée est la méthode de dessiccation par évaporation
(Lako J. et al., 2007).
Mode opératoire

L’humidité est mesurée par la méthode de séchage a I’étuve; une fois la plante a été
lavée, le séchage de la matiére végeétale a été réalisé dans 1’étuve a une température de 40°C
pendant 24h. La différence entre le poids avant et apres séchage exprime la teneur en eau de
I’échantillon initial. La teneur en eau est définie comme la perte de masse subie dans les

conditions de la mesure. Elle est exprimée par 1’équation suivante (Lako J. et al., 2007):

TH (%) =[(Pr—Ps) /PF] x 100

Sachant que :
TH : taux d’humidité.
Pr : poids frais.

Ps : poids sec.

11.2.2 Extraction et préparation des extraits
Principe

L’extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux
des composants inactifs ou inertes a I’aide des solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les
huiles végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impures
sous forme de liquides, semi-solides, ou poudres exclusivement destinés a un usage orale ou
externe. Il s’agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales
(Handas S., 2008).

Dans la présente étude, la méthode utilisée est celle de I'extraction par macération, en
utilisant deux solvants 1'éthanol et I'hexane afin d’obtenir des extraits enrichis en molécules
d’intérét (composés phénoliques).

Mode opératoire
L'extraction a été effectuée par macération de 5 g de la poudre du matériel végétal de

chaque partie : Feuilles et (Tiges + Pétioles) dans 150 ml du solvant. L’ensemble a subi une
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agitation pendant 24h a température ambiante et a I’abri de la lumiére. L’extrait est donc
récupéré par une filtration a 1’aide d’un papier filtre (papier wattman), le filtrat est récupéré et

conserve dans des flacons en verre dans le réfrigérant (Figure 8).

d’extraction (¢thanol 70%, hexane 70%)

I

[' Agitation pendant 24h (température ambiante) J

4

5 g de la poudre + 150ml de solvant ‘

] Filtration 1
Extrait Extait | EXtait | Exqit
éthanolique  éthanolique | héxanique  pexanique
des feuilles  des (tiges + des des (tiges
pétioles)  feuilles 4 petioles)
¢ ¢ Y, - \'\ ‘,-’I

Figure 8: Schéma d’extraction des extraits de Malva sylvestris

11.2.3 Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existant dans un extrait de la plante, pour mettre en évidence leur présence ou absence. Ces
tests sont basés sur des réactions qui donne des résultats (une coloration, ou précipité ou
autre) par des réactifs spécifiques a chaque phytoconstituant. Les familles concernées par ces
tests dans ce travail sont: les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les saponines, et les
sucres réducteurs, en utilisant les protocoles suivants:
11.2.3.1 Polyphénols

2 ml de chaque extrait + 1 ml FeCls & 1%, sa donne une coloration bleu-noiratre ou
verte plus ou moins foncée considéré comme une preuve de la présence des phénols dans
I’extrait testé (Rasool R.et al., 2010).
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11.2.3.2 Flavonoides

2 ml de chaque extrait + quelques gouttes d’AlClz a 1%, 1’apparition d’une coloration
jaune dans le tube est un signe de la présence des flavonoides (Békro Y. A. et al., 2007).
11.2.3.3 Tanins

2 ml de chaque extrait + quelques gouttes de FeClz a 2%, le résultat est une coloration
noire bleuatre et un précipité indique la présence de ces composés dans 1’échantillon a tester
(Bennehdi H. et al., 2012).
11.2.3.4 Saponines

Iml de chaque extrait + 1ml d’eau distillée + agitation pendant 10 min, induit la
formation d’une mousse, si cette dernicre est persiste pendant 20 min est un signe de présence
des saponines dans I’extrait (Sabri F. Z. et al., 2012).
11.2.3.5 Sucres réducteurs

1 ml de chaque extrait + 1 ml de la liqueur de Fehling, ce mélange est chauffé au bain
marie a 70 °C pendant 2 a 3 min, la formation d’un précipité rouge briquée indique une
réaction positive (Békro Y. A. et al., 2007).

Les tests réalisés sur les 2 types d’extrait éthanolique et héxanique dans les mémes

conditions et par 3 répétitions.

11.2.4 Dosage de quelques métabolites secondaires

Dans le but de déterminer la teneur en composés phénoliques des extraits de Malva
sylvestris, deux protocoles ont été suivis afin de doser les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides.
11.2.4.1 Dosage des polyphénols totaux
Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du réactif Folin (un acide de
couleur jaune, constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PM012040)) par des composés phénoliques en milieu neutre (grace
a I’ajout du carbonate de sodium), ceci entraine la formation d’un mélange de tungsténe
(W8023) et de molybdene (M08023) de couleur bleue, dont 1’absorption maximale a 765 nm
est proportionnelle aux taux de polyphénols présents dans 1’extrait (Enneb H. et al., 2015).
Mode opératoire

Un volume de 200ul d’extrait a été ajouté a 500ul de réactif de Folin-Ciocalteu a 10%.
Aprés 5 mn, 1500 pl de carbonates de sodium 7,5% ont été additionnés. Apres agitation,

I'ensemble est incubé a I'ombre pendant 30 min, puis la lecture a été faite a 765 nm par un
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spectrophotomeétre UV/V (Beretta G. et al., 2005).Une courbe d’étalonnage a été réalisée
dans les mémes conditions en utilisant ’acide gallique comme standard, afin de déterminer
les concentrations en phénol totaux des extraits exprimées en mg équivalent acide gallique/g
de poudre.
11.2.4.2 Dosage des flavonoides totaux
Principe

Le dosage des flavonoides est effectué par la méthode de trichlorure d’Aluminium
(AICI3). En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position
5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons (Ribéreau-
Gayon P., 1968).
Mode opératoire

La teneur en flavonoides a été effectuée par la méthode adoptée par Bahorun T. et ses
collaborateurs (1996). La méthode consiste a placer dans des tubes a essais et d’une maniére
successive, 1ml d'extrait et Iml de solution d’AlCl3 & 2%, aprées une incubation a I'obscurité
pendant 10 min, 1’absorbance de chaque solution est directement mesurée au
spectrophotometre UV/V a 430 nm. Les concentrations des flavonoides contenus dans les
extraits ont été calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la
quercétine comme standard, les résultats sont exprimeés en mg équivalent de la quercétine /gde

poudre.

I1.2.5 Etude de P’activité antioxydante des extraits étudiés

La capacité antioxydante des extraits étudiés a été évaluée dans ce travail par une série
de 02 testes visant la détermination du piégeage du radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH), et du B-caroténe/acide linoléique, le premier appartient au mécanisme de piégeage
des radicaux libres, et le deuxieme test appartient au mécanisme de protection des
antioxydants lipophiles a savoir la f-caroténe.
11.2.5.1 Piégeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical DPPH a eté décrite pour la premiere fois par Blois
M. S.(1958), est une méthode largement utilisée dans 1’analyse de 1’activité antioxydante. Le
DPPH (sa formule brute C18H12N506) est un radical libre synthétique stable violet en
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solution, il présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et
517nm (Sanchez A. et al., 2002).
Principe

A température ambiante, le radical DPPH présente, en solution alcoolique, une intense
coloration violette qui est changée par la couleur jaune au contact d’une substance donneuse
de protons H*. Cette couleur est I’indicateur du pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa
capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517

nm(Figure 9)(Moon J. K. et Shibamoto T., 2009).
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Figure 9: Réduction du radical DPPH par un antioxydant (Endo T.et al., 2006).

Mode opératoire

Apreés la préparation des dilutions ou des concentrations différentes des extraits dans
les solvants d’extraction (éthanol et héxane), on prend 100 pl de chaque extrait et de chaque
concentration qu’on met dans un tube a essais et on additionne 1000 pl de la solution de
DPPH contre un control négatif (contenant du méthanol au lieu de I’extrait) et on prépare
aussi le blanc qui contient 100ul de chaque extrait et 1000 pl du méthanol. Les mélanges
réactionnels sont immédiatement agités avant d’étre placés pendant 30 min a 1’obscurité et a
la température ambiante du laboratoire. L’absorbance du milieu réactionnel a été mesuré a
517 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV/V.

Chague test est répété trois fois, en suivant la méthode décrite par Seladji M. (2015)
avec quelques modifications.

Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH a été calculé suivant la formule :
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Pl =[(Ao—A1)/Ao] x 100

Avec:
Pl: pourcentage d’inhibition.
Ao : absorbance du control (sans extrait)
A1 : absorbance de I’extrait aprés 30 min

L’étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une
faible valeur d’IC50 correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.
I1.2.5.2 Test de B-caroténe/acide linoléique
Principe

La capacité antioxydante des extraits est estimée par la mesure de I’inhibition des
composés organiques volatils et les hydro-peroxydes conjugués diéne résultant de 1’oxydation
de I’acide linoléique. Le test est réalisé selon la méthode décrite par Dapkevicius A. et ses
collaborateurs (1998).
Mode opératoire

La préparation de la solution de B-caroténe consiste a dissoudre 0.5 mg de B-carotene
dans 1 ml de chloroforme, a laquelle on ajoute 25 pl d’acide linoléique et 200 mg de Tween
40. Aprés évaporation de chloroforme par Rotavapor (40°C), 100 ml d’eau distillée saturée en
oxygene sont ajoutés avec agitation vigoureuse. A partir de la nouvelle solution, on met 2.5
ml dans des tubes a essai et on ajoute 350 pul de chaque extrait a une dilution de 1/5 ou de
I’hydroxytoluene butylé (BHT) utilisé & concentration de 1 mg/ml comme contréle positif, ou
encore de I’éthanol, ou de I’hexane utilisés comme des contrdles négatifs. Chaque solution est
répétée trois fois.

L’absorbance des solutions est mesurée a 490 nm au temps « 0 » puis a différents
intervalles de temps : 1h, 2h, 3h, 24h. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la relation

suivante :

Inhibition (%) = (At / At0) x 100

At: absorbance au temps (t).

Ou:

At0: absorbance initiale.
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11.2.6 Analyse statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2007. Les
résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type, n = 3. Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir

de la courbe [%inhibition=f (concentrations).
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I11.1 Détermination de la teneur en eau (test d’humidité)

Pour la détermination du taux d’humidité de la mati¢re végétale, un échantillon de
masse bien déterminée (Mo) est déposé pour étre séché dans 1’étuve jusqu’a ce que sa masse
(M) ot I’humidité a été complétement éliminé. Les résultats obtenus suite a une dessiccation
sont représentés dans le tableau V:

Tableau V: Pourcentage d’humidité de Malva sylvestris.

Parties Teneur en eaux (%)

Feuilles 85,03 + 2,82

(Tiges + pétioles) 85,94 +1,17

Les analyses de nos échantillons ont révélé un taux d’humidité trés important pour les
2 parties de la plante, et des valeurs trés proches : les feuilles (85,03 + 2,82%), (les tiges + les
pétioles) (85,94 + 1,17%).

(A) (B)

14,97% 14,06%

85,03 %

85,94 %

BH20% ®MS% EH20% ®mMS%

Figure 10: Taux d’humidité (H20%) et de matiere seche (MS%) de Malva sylvestris;
(A): Les feuilles, (B): (Les tiges + Les pétioles).

La teneur en eau de nos échantillons a révélé un taux d’humidité élevé par rapport aux
taux de la matiere séche pour les feuilles et (les tiges + pétioles), cela signifie que plus de la

moitié du poids de la plante fraiche est constitué par I’eau (Figure 10).
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En général, toutes les plantes sont riches en eau, surtout, les jeunes plantes contiennent
entre 70 a 80 % d’eau, soit une valeur de 20 a 30 % de la matiere seche. Cette richesse en eau
entraine deux conséquences: d'une part, permet aux différentes parties de la plante d'utiliser au
maximum leurs composés chimiques solubles, et d'autre part, elle ne leur accede pas d'étre
stockés a long terme a cause du risque de développement de certains microorganismes qui
peuvent altérer leur qualité nutritionnelle (Wattiaux M. A., 1997).

D’aprés Baros L. et son équipe (2010),les tiges a fleurs feuillue de Malva sylvestris
ont présenté la plus forte teneur en humidité (77,26 g/100 g de poids frais), tandis que les
fruits immatures ont montré la plus faible teneur en humidité (45,60 g/100 g de poids frais).

Une autre étude menée par Reza T. et ses collaborateurs (2012) est en accord avec
nos résultats, que les feuilles de Malva sylvestris des différents échantillons ont contenu entre
82,80 et 86,23% d’humidité, et les pétioles de différents échantillons entre 82,65 et 83,53%
d’humidité.

Les variations rencontrées dans les teneurs en eau de nos échantillons comparés a
certains travaux antérieurs, peuvent étre dues a certains facteurs écologiques (la différence de
la nature du sol, du climat et de la région de la récolte de la plante), ’age de la plante, la

période du cycle végétatif, ou méme a des facteurs géenétiques.

I11.2 Screening phytochimique

La détection des différentes familles des composés chimiques existant dans la plante
est ’'un des objectifs essentiels de 1'examen phytochimique. Ceci constitue la premiére étape
de la recherche des molécules actives présentes dans la plante étudiée.

L'étude phytochimique de Malva sylvestris a été basée sur des tests effectués au
laboratoire par 3 répétitions. Les résultats des essais réalisés sur les deux parties: feuilles et
(tiges + pétioles) sont regroupés dans le tableau VI:

Tableau VI: Les Analyses phytochimiques des différents extraits de Malva sylvestris.

Feuilles (Tiges + Pétioles) Feuilles (Tiges + Pétioles)
Phénols + + - -
Flavonoides + + - -

Tanins - - - —
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Saponines — — — _
Sucres réducteurs - + — _

(-) Absence, (+) Présence.

Les tests utilisés dans 1’étude phytochimique préliminaire sont des méthodes simples
qui donnent une idée générale sur les différents groupes de composés contenus dans chaque
fraction de la plante (Tiwari P. et al., 2011).

Les résultats cités dans le tableau montrent 1’existence dans les extraits éthanoliques
des phénols, et des flavonoides dans les deux parties étudiées de la plante et la présence des
sucres réducteurs dans les tiges + pétioles seulement. L’absence des tanins, et des saponines a
été confirmée. Pour les extraits héxaniques, dans les deux parties de la plante, on observe
I’absence de toutes les molécules ciblées par ce screening.

Shelbaya L. A. M. et ses collaborateurs (2011) ont été remarqués que les extraits des
feuilles de Malva sylvestris égyptienne contiennent des tanins, des saponines, des flavonoides
et des glucides. En comparant avec nos résultats, on remarque qu'il ya une différence dans la
composition de la méme espéce, cette différence peut étre due de la nature du sol et la
différence entre le climat égyptien et algérien.

D'autre part, Sabri F. Z. et ses collaborateurs (2012) ont montré que la tige de Malva
sylvestris contient une grande quantité de flavonoides et tanins. Par contre, amidon,
saponines, alcaloides, stérols, stéroides, et composés réducteurs, sont présentés en petites
quantités. Cependant, le screening phytochimique des extraits de la graine de Malva sylvestris
a révélé la présence d’alcaloides en grandes quantités avec les sucres réducteurs, les stérols et
les stéroides. Et d'autres classes sont présentées en petites quantités comme: tanins, amidon, et
coumarines, avec I’absence de saponines et de flavonoides.

Aussi, les résultats de Sadegh M. et son équipe (2016)du criblage phytochimique des
fleurs de Malva sylvestris qui ont été récoltées a partir des ressources naturelles de I'lran, ont
révélé la présence de phytoconstituants, notamment anthocyanes, vitamines, alcaloides,

saponine, flavonoides, tanins et composés phénoliques.

111.3 Dosage de quelques métabolites secondaires

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des extraits préparés a partir de
la poudre de Malva sylvestris, un dosage des composés phénoliques totaux est effectue. Les
résultats sont présentés dans le tableau VII.
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Le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux issus des extraits de Malva
sylvestris montre que les extraits éthanoliques contiennent la plus grande proportion en
polyphénols et flavonoides, ils sont plus riches que les extraits héxaniques qui ne posséde
qu’une petite quantité considérée négligeable, ce qui confirme les résultats de screening
phytochimique.

Tableau VI1: Dosage des polyphénols et des flavonoides des extraits de Malva sylvestris.

Feuilles (Tiges + Pétioles)  Feuilles (Tiges + Pétioles)
TPC (Total Phenolics
Content) mg EAG/g de 17,27+0,21 10,60+ 1,81 1,66+0,30 0,60 0,06
poudre
TFC (Total Flavonoids
Content) mg EQ/g de 9,09+212 6,96+0,15 0,93+0,03 0,66+0,12

poudre
EAG : équivalent d’acide gallique, EQ : équivalent de quercétine.

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

111.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont des molécules bioactives tres recherchées car, ils sont réputés
pour leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes, etc...). La
quantité des polyphénols correspondante de chaque phase a été rapportée en équivalent
d’acide gallique par gramme de poudre.

Les dosages des extraits éthanoliques ont montré que la teneur la plus élevée en
polyphénols a été trouvée dans les feuilles: 17,27 + 0,21 mg EAG/g de poudre par rapport
les (tiges +pétioles) qui possédant une quantité moins importante égale a 10,60 + 1,81mg
EAG/gde poudre. Alors que, les extraits héxaniques présentent des faibles teneurs en
polyphénols, dans les feuilles égale a1,66 + 0,30 mg EAG/gde poudre, et 0,60 = 0,06mg
EAG/g de poudre dans les (tiges + pétioles).

Ces résultats révelent une différence notable entre les différents extraits, cette variation
est probablement due a la nature du solvant et les composés de chaque fraction et leurs
propriétés. En effet, il a été constaté dans cette étude que le meilleur solvant pour I’extraction

des polyphénols est I'éthanol qui est confirmé par les résultats trouvés par Beghdad M. C. et
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ses collaborateurs (2014) sur Malva sylvestris: 24,123+ 0,718mg EAG/g d’extrait de feuilles
en utilisant I’éthanol comme solvant a 96% par macération, alors que dans l'extrait de tige,
cette concentration était 2,173 + 0,038 mg d'EGA/g d’extrait.

Une autre étude réalisée par Ouldyerou K. et son equipe (2018) sur les tiges de la
méme espece, ils ont prouveé 443,33ug EAG/g de matiere séche pour un extrait méthanolique
obtenu par macération. D’autre part, Aysegul K. et Esra A. (2008)ont trouve dans les extraits
méthanoliques de la partie aérienne 1,65 + 0,04 mg EAG/g de matiere séche, sachant que le
matériel végétal a été collecté en Turquie avant la floraison.

En général, la concentration en composes phénoliques est plus élevée dans les extraits
isolés des feuilles, que dans I'extrait de tige + pétioles. Cette variation peut s'expliquer par la
présence d'autres composés et / ou de différents types de phénols (Harbone J. B. et Williams
C. A, 2000). D'autres chercheurs ont également constaté une teneur plus élevée en phénol
dans les feuilles que dans les fleurs (Barros L. et al., 2010).

La variabilité des teneurs en polyphénols chez les espéces végétales est due
probablement a la composition phénolique des extraits (Hayouni E. et al., 2007), aux facteurs
génotypiques (EI-Waziry A. M., 2007), aux conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri R. et al., 2008), a la nature du sol
et le type du microclimat (Atmani D. et al., 2009).

Néanmoins, les résultats du dosage des composés phénoliques ne
donnent pas les valeurs exactes des teneurs en polyphénols. D’aprés Huang D. et ses
collaborateurs (2005) ont constaté que ce dosage n’est pas spécifique parce que le réactif
Folin-Ciocalteu ne permet qu’une appréciation globale des agents réduisant le complexe
phosphotungstique / phosphomolybdique, aussi, d’aprés Fukushima Y. T. et son
équipe(2009) toutes les molécules réductrices comme les sucres réducteurs ou la vitamine C,
sont dosées, ce qui par consequent rend ce dosage non sélectif vis-a-vis des polyphénols en
surestimant les valeurs obtenues.

111.3.2 Dosage des flavonoides Totaux

Les flavonoides sont des molécules trés importantes en phytothérapie qui proviennent
du métabolisme végétal, on les retrouve dans les différentes parties de la plante. Le dosage
des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl3) et I’étalon a
été la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de
quercétine par gramme de poudre.

Les extraits éthanoliques présentent des teneurs plus élevée dans les feuilles (9,09 +

2,12 mg EQ/g de poudre) suivie par les (tiges + pétioles) (6,96 + 0,15 mg EQ/g de poudre).
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Concernant les extraits héxaniques, les teneurs sont les plus faibles, avec 0,93 £ 0,03mg EQ/g
de poudre dans les feuilles et 0,66 + 0,12 mg EQ/g de poudre dans les (tiges + pétioles).

Les feuilles sont les plus riches en flavonoides et cela explique leurs propriétés
thérapeutiques en médecine traditionnelle. Beghdad M. C. et ses collaborateurs (2014) ont
trouvés que les feuilles et les tiges de Malva sylvestris présente une teneur de 5,694+0,017 mg
équivalent de rutine/g d’extrait, 0,018 + 0,00lmg équivalent de rutine/g d’extrait
respectivement, qui ont utilisé 1’éthanol comme solvant a 96% par macération.

Une autre recherche réalisée par Ouldyerou K.et son équipe (2018) ont utilisées le
méthanol comme solvants, ils ont obtenu a partir de la tige de cette espéce une quantité de
flavonoides égale a 898,66 g EQ/g de matiére séche.

Nous constatons que le taux le plus élevé a été obtenu par 1’extrait éthanolique par
rapport a ’extrait héxanique, cela serait di au fait que les flavonoides sont des molécules tres
polaires, résultant de leur richesse en groupements hydroxyles, donc se solubilisent facilement
dans les solvants polaires (Bimakr M. etal., 2011; Pietta P. G., 2000). La faible teneur en
flavonoides peut étre di a la présence de plusieurs composés dans les extraits héxaniques qui
engendrait un encombrement stérique et qui empécherait aussi la formation du complexe entre
les groupements hydroxyles des flavonoides et le Al*® du chlorure d’aluminium.

Cette répartition des flavonoides entre les différentes fractions est due aussi aux
multitudes formes structurales de ces derniers qui leurs permettent d’avoir plusieurs types
d’interactions selon la nature des solvants, ils peuvent avoir:
eDes  interactions de type hydrophobe avec les solvants  apolaires;
eDes interactions dipolaires avec les solvants polaires;
eDes liaisons hydrogénes avec les solvants de type eau, alcool et amine;
eDes interactions de type électrostatique (Erkoc S. etal., 2003).

D’apres ces résultats, on constate que la teneur en flavonoides dépend de la méthode
d’extraction, la nature du solvant, la partie de la plante utilisée, la température et de la taille

des particules constituants la poudre de la plante.

I11.4 Etude de ’activité antioxydante des extraits étudiés
Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits

pourrait mener a des résultats disperses selon I'essai utilisé. Par conséquent, une approche
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avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus
instructif et méme nécessaire (Ozturk M. et al., 2007).

Donc, la mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de la plante a été
réalisée par deux techniques chimiques différentes in vitro:
Le piégeage du radical libre DPPH et,
Le test de blanchissement de (3-carotene.
111.4.1 Piégeage du radical DPPH

Le radical DPPH est généralement 1’'un des composés le plus utilisé pour I’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radical et la
simplicité de I’analyse (Bozin B. et al., 2008). Cette méthode est basée sur la réduction d’une
solution méthanolique de DPPH en présence d’un antioxydant qui donne un hydrogéne ou un
électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée, d’ou I’évaluation de D’activité
antioxydante en fonction de 1’équivalence en acide ascorbique; la méthode consiste a
comparer 1’absorbance de nos échantillons a celle d’une droite d’étalonnage qui relie
I’absorbance a la concentration.

D’apreés les résultats représentés (Figure 11), il semble que le pourcentage d’inhibition
du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration des différents extraits de la

plante. Donc, I’activité antiradicalaire est proportionnelle a la concentration de 1’extrait.
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Figure 11: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPHe par les extraits. (Chaque valeur

représente la moyenne de trois essais + SD)

Les résultats montrent que la dilution 1/2 de feuilles inhibe74,42+0,67% du DPPH et
les (tiges + pétioles) inhibent 70,56+0,47%, alors que les extraits héxaniques présentent des
inhibitions égales a 62,31+0,43% (feuilles) et 59,78+1,41% (tiges + pétioles). Donc, les
extraits éthanoliques présentent le pourcentage d’inhibition le plus élevé par rapport au
extraits héxaniques, ainsi que les feuilles sont plus efficaces que les (tiges + pétioles).

L’analyse des résultats du test DPPH a montré une différence significative entre les

extraits éthanoliques et les extraits héxaniques pour chaque partie de la plante (Figure 12).

Décoloration du
violet au jaune

Solution fraiche de Solution de DPPH mise a réagir avec
DPPH sans échantillon I'échantillon

Figure 12: Résultats du test DPPH

L’inhibition du radical DPPH est exprimée en IC50; ce paramétre est défini comme
¢tant la concentration efficace de I’extrait capable de piéger 50% des radicaux DPPH dans le
mélange réactionnel, plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé
est grande (Hebi M. et Eddouks M., 2016).

Les extraits éthanoliques, présentent un pourcentage d’inhibition supérieur a 50% avec
la dilution 1/8, et les extraits héxaniques avec la dilution 1/5, alors que, I’'IC50 de I’acide
ascorbique est égale a 0,037 mg/ml.

L’analyse des résultats a montré que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est
influencé par le type du solvant et la partie choisie de la plante. Donc, I’extrait éthanolique

des feuilles a une activité antioxydante la plus puissante par rapport aux autres extraits.
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Une décoction sans dilution de la partie aérienne de la plante étudiée a révélé un
pourcentage d’inhibition du DPPH égale a 30%, et aucune activité (activité < 5%) a été
enregistré par I’extrait éthanolique (Ferreira A. et al., 2006). L'extrait aqueux issu des parties
aériennes de Malva est responsable d'une inhibition de 24% du DPPH a une concentration de
20mg/ml (Ghédira K. et Goetz P., 2016).

Une autre étude menée par Jaradat N. A. et ses collaborateurs (2015) a obtenu une
IC50 égale a 40.2 ng/ml par I’extrait méthanolique de feuilles, autre recherche réalisée par
Gasparetto J. C. et son équipe (2011) a trouvé une IC50 égale a 4.47 mg/ml a partir d’un
extrait méthanolique obtenue par décoction des feuilles de Malva sylvestris.

Conforti F. et ses collaborateurs(2008) ont démontré que ’extrait hydroalcolique de
Malva sylvestris présente une activité antiradicalaire du DPPH avec une IC50 est 606 pg/ml.
Aussi, Wang Z. (2005) a montré que les anthocyanines de la mauve sylvestre sont des
piégeurs puissants des radicaux libres. Cette différence d’efficacité de Malva sylvestris
dépend généralement, de la région de cueillette et du stade physiologique de la plante.
(Samaniego-Sianchez C. et al., 2007).Mavi A. et son équipe (2004) ont constaté que 1’extrait
méthanolique des feuilles d’autres espéces du genre Malva (Malva neglecta) inhibe le radical
DPPH avec une IC50 égale a 2,24 mg/ml.

Les feuilles de Malva sylvestris ont révélé des propriétés antioxydantes trés fortes. Les
fruits ont le taux le plus bas des composés phénoliques et des caroténoides et présentent
I’action antioxydante la plus faible (Barros L. et al., 2010). L’effet antioxydant des mauves
peut s’expliquer par la présence de composés phénoliques (flavonoides), de caroténoides et
par deux vitamines antioxydantes mises en évidence récemment dans la mauve sylvestre:
I’acide ascorbique et le tocophérol (Barros L. et al., 2010). En effet, des nombreux travaux
réalisés sur les activités antioxydantes des extraits des plantes ont montré que la capacité
antiradicalaire déterminée par le test du DPPH est bien corrélée au contenu en polyphénols
totaux (Mansouri A. et al., 2005; Beta T. et al., 2005).

Bien que, le test au DPPH est largement utilis¢ comme une méthode d’évaluation de
I’activité antioxydante, ce test n’est pas autant standardisé, ce qui explique la divergence des
résultats obtenus d’un travail a 1’autre et minimise la fiabilité de toute comparaison (Scherer
R. et Godoy H. T., 2008). En outre, ces résultats du pouvoir antioxydant peuvent étre
fortement influencés non seulement par la composition chimique, mais également par les
conditions de I’essai (température de réaction, rapport antioxydant/DPPH, type de solvant,
pH...etc.) (Popovici C. et al., 2009; Noipa T. et al., 2011; Costa P. et al., 2012).

111.4.2Test de B-carotene/acide linoléique
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La technique de blanchissement du B-caroténe a été utilisée pour évaluer I’activité
antioxydante des extraits par 1’inhibition de la peroxydation lipidique. Ce test est en fait un
modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques (Ferriera
A. et al., 2006).

Les résultats d’inhibition de décoloration de la solution de B-caroténe des extraits sont
exprimés en pourcentage d’inhibition par rapport a 1’absorbance initiale et sont représentés
dans la figurel3:
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FH : Feuilles Hexane, TH : (Tiges + Pétioles) Hexane.
Figure 13 :Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de -carotene
(A) Activité antioxydante des extraits de Malva sylvestris par rapport aux témoins (BHT,
¢thanol et hexane) par le test du B-caroténe/acide linoléique durant 24h.
(B) Pourcentages d’inhibition des extraits et des t¢émoins (BHT, éthanol et héxane) par le test
du B-carotene/acide linoléique aprés 24h. Chaque valeur représente la moyenne de 3
répétitions + écart type (M £SD).

L’oxydation de I’acide linoléique produit des radicaux peroxydes, ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-caroténe, entrainant ainsi la disparition de sa couleur orange qui
est suivie spectrophotometriquement a 490 nm, la diminution de I’absorbance est due a
I’oxydation du B-caroténe et 1’acide linoléique; 1’ajout de substance antioxydante joue un role
protecteur et empéche ou ralentit cette oxydation (Manallah A., 2012).

D’aprés les résultats, on observe que dans les milieux réactionnels des blancs (éthanol,
et héxane), les pourcentages d’inhibitions diminuent rapidement au cours du temps, alors
qu’en présence du BHT la diminution est négligeable, et en présence des extraits la
diminution est ralentie.

Les résultats de la figure ci-dessus indiquent que les extraits de Malva sylvestris et le
BHT inhibent I’oxydation couplée de 1’acide linoléique B-caroténe. L’inhibition la plus élevée
aprés 24h d’incubation, selon les pourcentages d’inhibition, est enregistré par
I’extrait héxanique de (tiges + pétioles)suivi par I’extrait héxanique de feuilles
respectivement: 71,7 £ 3,82% et 70,23 * 4,19%, suivie par I’extrait éthanolique des feuilles
et (des tiges + pétioles) de I'ordre de (67,71 + 1,63%) et de (58,32 + 3,51%) respectivement.
Le standard BHT présente un pourcentage d’inhibition plus important qui est 95,42 + 3,91%.

A la lumiere de ces résultats, tous les extraits de la plante ont un effet inhibiteur contre
la peroxydation lipidique surtout I’extrait héxanique de tiges + pétioles.

L’activité antioxydante de 1’extrait héxanique est supérieure a celle de D’extrait
éthanolique. Il existe probablement des différences qualitatives dans la nature des composés
phénoliques (qui entrent dans la composition des extraits) influencant le pouvoir antioxydant
des extraits (Sokol-Letowska A., 2007), en plus de la polarité des solvants qui change la
capacité de dissoudre un groupement choisi des composés antioxydants, ce qui influence
I’évaluation de I’activité antioxydante (Turkmen Z. et al., 2007).

En effet, les résultats obtenus peuvent étre attribuées au fait que, la plante Malva

sylvestris est riche en antioxydants apolaires puissants, permettant d’inhiber I’oxydation de
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I’acide linoléique couplée a la B-caroténe, car le test de blanchissement du B-caroténe est
similaire & un systéeme d’émulsion de lipides dans I’eau d’ou les antioxydants apolaires
montrent des propriétés antioxydantes et ils se concentrent au sein de ’interface lipide-eau,
permettant ainsi la prévention de la formation des radicaux lipidiques et I’oxydation du -
carotene (Frankel E. N. et Meyer A. S., 2000).

Le B-carotene lié & I'acide linoléique permet de mesurer I'inhibition de I'oxydation de
I'acide linoléique ce qui stimule I'oxydation de la membrane lipidique. L'étude de Mavi A. et
ses collaborateurs (2004) a montré que pour inhiber la peroxydation de 50%, I'extrait de
Malva sylvestris devait étre suffisamment concentre.

Wang Z.(2005) a prouvé que les anthocyanines de Malva sylvestris ont des proprietés
inhibitrices considérables vis a vis de la peroxydation lipidique. Aussi, Conforti F. et son
équipe (2008) ont constaté que les extraits de Malva sylvestris possédant une activité

importante dans le test de blanchissement de B-caroténe.
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales continuent toujours d’étre la provenance idéale des
métabolites secondaires, ce qui explique leur exploitation accrue en industrie pharmaceutique.
Les polyphénols sont les composés vegétaux les plus intéressants et les plus étudiés de nos
jours.

L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie. Ceci montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou
comme modele pour la synthése de nouvelles substances.

Dans le cadre de notre travail, nous sommes intéressées a 1’étude phytochimique et du
pouvoir antioxydant des différents extraits de Malva sylvestris.

Dans le premier volet de ce travail, on a commencé par la détermination du taux
d’humidité qui demeure toujours un indice trés important car elle donne une idée sur la qualité
de notre échantillon. Notre résultat montre des valeurs trés proches: les feuilles (85,03 *
2,82%) et les tiges + pétioles (85,94 + 1,17%).

Dans le deuxiéme volet, nous avons procédé a 1’extraction des molécules bioactives
par maceration en utilisant deux solvants de polarité différente (1’éthanol et I’hexane), et
I’étude phytochimique qui a montré la présence des polyphénols et des flavonoides dans les
extraits éthanoliques, et I’existence des sucres réducteurs seulement dans 1’extrait éthanolique
des tiges + pétioles, et I’absence des tanins et des saponines dans tous les extraits.

Dans le troisiéme volet, il y avait 1’évaluation du contenu des phénols et des
flavonoides totaux ,qui révele que I’extrait éthanolique des feuilles posséde les taux les plus
élevés par rapport aux autres extraits.

Dans le dernier volet, ’évaluation de I’activité antioxydante est mise en évidence par
deux tests différents, 1’extrait éthanolique des feuilles montre la plus forte activité de piégeage
contre les radicaux DPPH, contrairement aux extraits héxaniques qui présentent le
pourcentage d’inhibition le plus important (dont les 2 extraits sont proches entre eux) avec le
test de B-caroténe/acide linoléique. Donc, cette espece posséde différentes molécules
responsables au piégeage des radicaux libres soit polaires ou apolaires.

L’étude réalisée sur les teneurs en composés phénoliques totaux, en flavonoides, et les
différents tests de I’activité antioxydante, nous a permis d’aboutir que la nature du solvant et
la partie choisie de la mauve affectent remarquablement la teneur en métabolite secondaire,

ainsi que, I’activité antioxydante des extraits étudiés.
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A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail de I’isolement
et I’identification des composés actifs dans les différents extraits en vue de les déterminer.
Aussi, une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir des résultats plus approfondie sur les
activités antioxydantes et les autres activités biologiques probables de la mauve sylvestre, a

cause de I’ignorance de cette plante par la population algérienne.
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Annexe 1 : Matériels et réactifs utilisés

Annexes

Matériels Réactifs

- Broyeur électrique - Ethanol (70%)

- Tamis - Cyclohexane (70%)

- Balance de précision - Methanol (70%)

- Agitateur magnétique + barreau magnétique | - Eau distillée

- Rotavapor - Chlorure ferrique (FeClI3)
- Spectrophotométre UV/V - Fehling A

- Bain marie - Fehling B

- Etuve - Folin-Ciocalteu a 10%

- Micropipette
- Tubes a essai + tubes ependorfs + embouts
- Verrerie

- Carbonate de sodium (Na2Co3)
- Acide Gallique

- Chlorure d’aluminium (AICI13)
- Quercétine

- DPPH

- Acide Ascorbique

- B-caroténe

- Hydroxytoluéene butylé (BHT)
- Chloroforme (ChCI3)

- Tween 40

- Acide linoléique

Annexe 2 : Résultats de coloration de screening phytochimique

Résultats obtenus

Phyto- Résultats selon le

constituants | protocole

Phénols Une coloration
bleu-noiratre ou
verte plus ou
moins foncée

Flavonoides | Une coloration
jaune

Tanins Une coloration
noire bleuatre et
d’un précipité

Saponines Une mousse
persiste 20 min

Extraits éthanoliques

Extraits héxaniques
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Sucres Un précipité rouge
réducteurs | briquee

o: Réaction positive.

Annexe 3 : Courbes d’étalonnage de 1’acide gallique (dosage des TPC) et de la quercétine
(dosage des TFC)
1
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0.8
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Annexe 4 : Courbes du test au DPPH (courbe de 1’acide ascorbique)
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