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Introduction générale

Actuellement, la phytothérapie fondee sur les extraits de plantes et les principes actifs
naturels occupe une place convenable dans plusieurs domaines de la santé. Elle a commencé a
acquérir beaucoup d’intéréts partout dans le monde suite a I’inefficacité répétée de plusieurs
produits pharmaceutiques d’origine synthétique retirés de la consommation a cause d’effets
secondaires considérés dangereux découverts apres leurs utilisations. Ainsi, elle connait une
progression croissante d’utilisation et une percée non négligeable dans le monde pharmaceutique
général (conventionnel et non conventionnel tres répandu aussi). Il est important de noter que les
techniques utilisées maintenant en phytothérapie sont totalement scientifiques et ce concernant
toutes les opérations d’obtention d’extraits, d’analyses, des tests antioxydants, antibactériens et
méme la caractérisation des composés actifs permettant I’identification des molécules

responsables des différentes activités biologiques de la plante.

De nos jours, la recherche de nouvelles molécules segmentées guidées sur une cible
biologique repose sur des produits naturels utilisés dans la phytothérapie qui en devient une
source importante. Elle permet aussi d’identifier de nouveaux composés actifs trés utiles a la

guérison de malades ou au moins a leurs soulagements.

« Malva Sylvestris » est une plante meédicinale découverte depuis I’antiquité. Elle
appartient a la famille des Malvacées, originaires de plusieurs régions telles que 1’Europe,
I’Afrique du Nord, I’Asie du Sud-Ouest. Elle comporte des feuilles, des graines vertes et des

fleurs mauves.

Chaque plante meédicinale porte une ou plusieurs substances curatives ou préventives.
Nous avons a réaliser ce travail de recherche pour répondre aux problématiques suivantes :
Quelle est la quantité des principes actifs dans la Malva Sylvestris ? quels sont leurs types ?

Quels sont leurs activités biologiques ?

Les objectifs principaux a atteindre par cette étude sont de trouver et de mentionner les
différentes familles de principes actifs dans 1’espéce Malva Sylvestris pouvant se présenter sous
forme de substances curatives ou préventives. D’autre part, on identifiera les quantités des

métabolites secondaires contenues par la mauve sauvage.

Cette recherche nous pousse ainsi a préparer I’extrait hydro-alcoolique par macération

puis & extraire les métabolites secondaires par la technique d” « extraction liquide-liquide ».



En outre, nous devons réaliser une étude quantitative sur les différentes familles de

principes actifs présents dans I’extrait hydroalcoolique de la Malva Sylvestris.

L’étude est faite en deux parties, la premiere théorique est composée de quatre chapitres.
Le premier chapitre est centré, en général, sur la phytothérapie et les plantes médicinales ; le
deuxieme chapitre identifiera la plante Malva Sylvestris avec ses propriétés chimiques et
biologiques, pendant que le troisiéme chapitre couvre les principes actifs et cite les différents
métabolites secondaires et quelques métabolites primaires. Les activités biologiques sont

mentionnées a la fin de cette premiére partie théorique.

La deuxieme partie dite « pratique » présente et résume tous les travaux, les expériences
et les mesures réalisées dans les différents laboratoires des départements de chimie, de biologie
et de géologie sur I’étude de la Malva Sylvestris. Elle comporte aussi les techniques, les
méthodes utilisées, I’analyse des multiples mesures sous forme de courbes adéquates et donne
les résultats finaux et conclusions pratiques pour notre modeste travail de recherche sous le
titre: Etude quantitative des différentes familles de principes actifs dans 1’extrait

hydroalcoolique de la plante Malva Sylvestris.



Chapitre | La phytothérapie et les plantes médicinales

Introduction

Lors de son apparition sur cette terre, I'nomme, pour survivre, a puisé dans la nature de
quoi se nourrir et se soigner. La phytothérapie est donc un art connu depuis des siecles, mais au

cours du temps, avec le progres de la science, la médication chimique I'a supplantée.

Pourtant, les mentalités changent, et avec elles nous avons vu la phytothérapie revenir en
force sur le marché. Il était donc intéressant de réunir toutes les connaissances que I'homme a
rassemblées depuis des siecles pour traiter des pathologies typiques de notre temps atteignant
une partie de notre anatomie essentielle : le tractus digestif. [1]
I. LaPhytothérapie
La phytothérapie (du grec « phytos » = plante, et « therapiea » = thérapie) est 1’art de
soigner par les plantes. C’est I’utilisation thérapeutique des plantes médicinales ou de leurs

extraits solubles dans 1’eau ou dans [’alcool.

Dans la mesure ou les plantes sont utilisées pour produire 1’effet contraire aux symptomes,

la phytothérapie reléverait de ’allopathie au sens strict.

C’est donc une méthode thérapeutique qui utilise 1’action des plantes médicinales définies
dans la Pharmacopée francaise de la fagon suivante : « Les plantes médicinales sont des drogues
végétales au sens de la Pharmacopée Européenne (1433) dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses. Il est peu fréquent que la plante soit utilisée entiere ; le plus
souvent il s’agit d'une ou de plusieurs parties [...] qui peuvent avoir chacune des utilisations
différentes. Par extension, on appelle souvent « plante médicinale » ou «plante » non seulement
I’entité botanique, mais aussi la partie utilisée. Des plantes ayant des propriétés

médicamenteuses peuvent avoir également des usages alimentaires ou condimentaires ...».[2]
1. La Phytothérapie Pharmaceutique

Elle utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans
I'alcool éthylique ou autre solvant. Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une

action soutenue et rapide. Ils sont présentés sous forme de sirop, gouttes, gélules et lyophilisats.

[3]
2. Le développement de la phytothérapie

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des
plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés

curatives .a travers les siéecles.
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Les traditions humaines ont su développer la connaissance et I’utilisation des plantes
médicinales .Si certaines pratiques médicinales paraissent étranges et relevent de la magie.
D’autre au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant, toutes ont pour objectif de

vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des hommes. [4]
a) La phytothérapie en Europe

A fin du XVIlle siecle, le commerce de I’herboristerie commence a étre réglementé.
En 1778, la faculté de médecine de Paris décerne le premier diplome d’herboriste a un certain
Edmée Gillot. Vingt-cing ans plus tard, la loi du 21 germinale an XI (1803) autorise I’exercice
de la profession d’herboriste aprés obtention d’un diplome délivré par la faculté de pharmacie a

la suite d’un examen portant sur la connaissance des plantes médicinales.

Dans la seconde moitié du XIXe siecle, la médicine moderne tente d’établir son
monopole. En France, le diplome d’herboristerie a été supprimé en 1941. Il subsiste une liste

restreinte de 34 plantes pouvant étre vendue librement dont 7 pouvant étre melangées.

D’autre part, en Espagne, en Italie et dans certains Etats américains, il est devenu illégal de

pratiquer I’herboristerie sans qualification.

La médecine par les plantes doit étre exercées par des médicinales a leurs patients afin de
leurs venir en aide s’exposent a des amendes séveres ou a des peines d’emprisonnement pour «

exercice illégal de la médecine ». [4]
b) La phytothérapie en Afrique

L’usage thérapeutique des plantes médicinales remonte, en Afrique, aux temps les plus
reculés .Les écrits égyptiens confirment que 1’herboristerie était, depuis des millénaires, tenue en

grande estime.

Le papyrus Ebers (XVe siécle av .J.-C.), un des plus anciens textes médicaux conserveés,
recense plus de 870 prescriptions et préparation ,700 plantes médicinales —dont la gentiane jaune
(Centiana lutea), 1’aloes (Aloe verra) et le pavot (Papaver sommiferum).ll traite des affections

bronchiques aux morsures de crocodile.

Les techniques médicinales mentionnées dans les différents manuscrits egyptiens
constituent les bases de la pratique médicinale classique en Grece, a Rome et dans le monde
arabe. [4]



Chapitre | La phytothérapie et les plantes médicinales

c) La phytothérapie en Algérie

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,

qui, elle-méme est largement employée dans divers domaines de la sante.

Dans les derniéres années, la phytothérapie est trés répandue, des herboristes sont partout
et sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie, ils
prescrivent des plantes et des mélanges pour toutes les maladies : diabete, rhumatisme, minceur

et méme les maladies incurables.

Des chiffres recueillis auprés du Centre national du registre de commerce, montrent qu'a
la fin 2009, I'Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes médicinales,
dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale en abritait, a elle seule, le plus grand nombre
avec 199 magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et EI Oued avec 60

magasins. [4]
3. Les avantages de la phytothérapie

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie
offre de multiples avantages. N’oublions pas que de tout temps, a I’exception de ces cent
dernieres années, les hommes n’ont eu que les plantes pour se soigner , qu’il s’agisse de

maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses , telles que la tuberculose ou la malaria.

Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car I’efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux

infections graves) décroit.

Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux medicaments et leurs résistent de
plus en plus. C’est pourquoi on utilise a nouveau 1’absinthe chinoise (Artemisia annua) et surtout
son principe actif pour soigner la malaria lorsque les protozoaires responsables de la maladie

résistent aux médicaments.

La phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par 1’organisme, est
souvent associee aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel
en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme I’asthme ou
I’arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquictent les utilisateurs,
qui se tournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme .On estime que 10 a 20% des

hospitalisations sont dues aux effets secondaires des medicaments chimiques. [4]



Chapitre | La phytothérapie et les plantes médicinales

4. Interéts de la phytothérapie

Les plantes medicinales constituent un groupe numériquement vaste de plantes
économiquement importantes. Elles contiennent des composants actifs utilisés dans le traitement
de diverses maladies. Outre leur utilisation comme remedes directs. On les emploie aussi dans

les industries pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques.

L’industrie pharmaceutique utilise principalement les plantes médicinales qui contiennent
des substances chimiques a effet médicinal connu, qui ne peuvent pas étre produites

synthétiquement si ce n’est par un processus cotteux et difficile.

Les composants actifs sont d’abord isolés puis utilisés dans la fabrication des
médicaments. Comme la production commerciale nécessite de grandes quantités de matiere
premiere, les plantes médicinales doivent étre cultivées dans ce but, souvent a grande échelle. Ce
n’est que dans des cas exceptionnels que la demande peut étre satisfaite par une cueillette dans la
nature, alors que toute récolte a des fins commerciales doit étre organisée et supervisée. De nos
jours, quelques 300 especes de plantes médicinales et aromatiques sont utilisées dans le monde
entier pour les préparations pharmaceutiques.

Outre leur valeur médicinale, certaines plantes sont également utilisées dans d’autres
industries, principalement pour 1’alimentation, les produits cosmétiques et les parfums, et les
substances médicinales. D’autre plantes peuvent aussi &tre employée comme agents aromatiques

et colorants naturels.

En plus des plantes médicinales qui fournissent une importante matiere premiere pour
I’industrie pharmaceutiques, beaucoup d’autres sont utilisées telles quelles, sous diverses formes
dont les tisanes, extraits et teintures. On peut raisonnablement les estimer a environ 700 espéces
pour le monde entier. Et cela, sans tenir compte de celles qui servent traditionnellement de

remedes familiaux. [4]

Il. Les plantes médicinales

La Pharmacopée européenne  définie les plantes médicinales comme
étant des drogues Vvégétales qui peuvent étre utilisées entieres ou sous forme
d'une partie de plante et qui possédent des propriétés médicamenteuses. Par
drogues végétales, on entend <«des plantes, parties de plantes ou d’algues,

champignons, lichens, entiers, fragmentés ou coupés,... >
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Les plantes ayant des proprietés medicamenteuses peuvent  également
étre  employées pour des usages alimentaires, condimentaires, ou  encore

servir a la préparation de boissons hygiéniques. [5]
1. Méthodes traditionnelles de recherche de plantes médicinales

On estime que pres de 70% de la population mondiale utilise les
plantes médicinales pour se soigner et sont dépendants des pratiques de
médecine  traditionnelle. Les colts des médicaments de la  pharmacopée
occidentale sont souvent trop élevés pour étre accessibles aux pays en
développement.

En 1990, seulement 119 molécules extraites de 90 espéces de
végetaux supérieurs étaient utilisées en médecine allopathique. Cependant ce
chiffre  doit étre  multiplié pour tenir compte des molécules naturelles
modifiées par synthese ou des copies synthétiques de molécules naturelles.
Les stratégies de recherche de plantes potentiellement actives ont pour but de
découvrir le plus grand nombre de nouvelles molécules actives pouvant ainsi

générer des tétes de séries.

D’aprés 1’étude de Cragg et al. (1997), sur 520 nouveaux médicaments approuvés entre
1983 et 1994, 241 étaient d’origine naturelle (incluant les dérivés et les produits hémi-

synthétiques).

Parmi ceux-ci, les médicaments d’origine naturelle sont prédominants dans le domaine
des antibactériens (78%) et des anticancéreux (61%). Par ailleurs, avec la connaissance du
génome et du protéome, les cibles des essais biologiques se multiplient, offrant la possibilité de
tester, pour chaque extrait de plante, des activités multiples sur des pathologies différentes.
L'automatisation de ces essais permet de réaliser ces tests rapidement et seul l'approvisionnement

en plantes est souvent un facteur limitant.

La validation des cibles en termes de pathologie est aussi un autre obstacle. La forét

tropicale reste le lieu qui offre le plus grand potentiel de recherche de nouveaux produits actifs.

Cependant, vu le nombre important d'espéces restant inexplorées chimiquement et
biologiquement, il apparait nécessaire de réaliser une prée-sélection : si une plante est utilisée par
des hommes depuis des siécles pour se soigner, on peut penser que cette utilisation est due a son
efficacité. Par ailleurs, on peut utiliser les résultats des études sur certaines familles de plantes, la

chimiotaxonomie ou encore, pour des questions de rapidite, préférer une sélection au hasard. [6]
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2. Utilisation des plantes medicinales

Depuis plusieurs années, l'utilisation de plantes médicinales ou de préparations a base de
plantes connait un succés croissant. Aujourd'hui, plus de la moitié de la population mondiale
pratique la phytothérapie. Les plantes médicinales servent pour la production des produits

pharmaceutiques, onguents, créemes et autres produits naturels.

Dans les pays en voie de développement, environ 90 especes servent a la production des
médicaments industriels a partir de mélanges d'herbes issues de collectes sauvages. 30% environ
des médicaments prescrits par le médecin sont d'origine naturelle, alors que cette proportion est
de 50% pour les médicaments en vente libre. Parmis les médicaments obtenus a partir de plantes,
on trouve le taxol, isolé de I'if (Taxus baccata) qui a sa place dans le traitement des cancers

gynécologiques.

L'artémisinine, substance isolée d'une armoise chinoise (Artemisia annua) est utilisée
dans le traitement des formes résistantes contre la malaria. Le ginkgo (Ginkgo biloba) est utilisé

sous forme d'extrait lors de troubles de la circulation cérébrale. [7]
3. Plantes medicinales en Algérie

En Algérie 1’usage des plantes médicinales est une tradition de mille ans. Les premiers
écrits sur les plantes médicinales ont été faits au IX®™ siécle par Isha-Ben-Amran et Abdallah-
Ben-Lounés, mais la plus grande production de livres a été réalisée au XVII®™ et au XVIII*™
siecle. Méme pendant le colonialisme francais de 1830 a 1962, les botanistes ont réussi a

cataloguer un grand nombre d’especes médicinales.

L’Algérie comprenait plus de 600 especes de plantes médicinales et aromatiques. Des
chiffres recueillis auprés du centre national du registre de commerce, montrent qu'a la fin de
I'année 2009, I'Algérie comptait 1.926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes médicinales,
dont 1.393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale en abritait, a elle seule, le plus grand
nombre avec 199 magasins, suivie de la wilaya de Sétif (107), Bechar (100) et EI Oued avec 60

magasins.
4. Fabrication des produits médicaux

Les plantes médicinales sont utilisées pour soigner les maladies, aussi bien chez le
médecin que le tradi-praticien. Ces plantes médicaments sont utilisées dans toutes les formes et

situations pathologiques. Les antibiotiques, tels que 1’ail (Allium sativum) améliorent la capacité
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de résistance des poumons. Les diurétiques, comme le mais (Zea mays) stimulent la production

d’urine. Les laxatifs, comme le séné (Cassia senna) stimulent le transit intestinal [8].
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Chapitre II

Introduction

La mauve est utilisée par 1’homme depuis
fort longtemps. Certains auteurs pensent que
les hommes prehistoriques en faisaient leur
met quotidien. On a en effet retrouvée des
graines dans de nombreux sites préhistoriques
Toutes les parties de la  mauve  sont
susceptibles  d'étre  utilisées en  phytothérapie

(feuilles, fleurs et racines)

1. Description botanique

Malva sylvestris

Figure 11-1 : fleures de M. Sylvestris

La racine Grec de la mauve est « Malakhé » et la racine latine «Malva.
Le nom frangais «Mauve», ainsi que les noms espagnol «Malva», italien
«Malva», anglais «Mallow» ou allemand «Malve» dérivent tous de |la
racine latine [1]. Malva était le nom de la plante chez les Romains. Son
étymologie remonterait a la racine grecque Malakos, qui signifie mou ou
amollir.

En effet la plante possede un limbe mou soutenu par des nervures
palmées. Dans la Grece antiqgue les mauves étaient nommées Malaché ou
Moloché.

2. Noms vernaculaires

Nom commun Mauve
Nom kabyle Amedjir
Noms arabe Khoubeiza

Noms francais

Mauve, Grande Mauve, Mauve Des Bois

Noms anglais

Mallow , High Mallow

Tableau I1-1

: noms vernaculaires de Malva sylvestris.
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3. Classification botanique

Régne Végétal

Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Malvales

Famille Malvacées

Genre Malva

Espece Malva sylvestris L

Tableau 11-2 : Classification botanique de Malva sylvestris

4. Principales parties de Malva sylvestris

a. Lafleur

Selon les espéeces, les Malva ont des fleurs solitaires ou bien regroupées
en fascicules & [laisselle des feuilles. Les fleurs de mauves sont axillaires et
terminales [2].

Les mauves ont des fleurs régulieres et pentaméres. Les verticilles de
sépales et de pétales comprennent cinq pieces florales. Ceux contenant les
étamines et le pistil ont subi une multiplication puis une soudure de leurs

piéces [3]

Figure 11-2 : Bouton floral de Malva sylvestris
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b. Les feuilles

Ces feuilles ont toutes une nervation palmée [4] et
sont lobées ou disséquées. Chacun de ces lobes est
denté ou crénelé [5]. Toutefois, les formes et les
divisions des feuilles de mauve different en fonction
des espéces et de la position des feuilles sur la plante
[6]

Figure 11-3 : Feuille lobée de Malva sylvestris

c. Le fruit de Malva

Le fruit des Malva est orbiculaire, plat et déprimé au centre [7]. 1l est
formé de nombreux carpelles accolés et disposés en anneaux sur un seul rang.
A la surface du fruit on peut voir les limites entre les carpelles. Le fruit est
d’abord vert, mais il deviendra jaunatre ou rougeatre a maturité [8].

Le fruit formé par I’ensemble des akénes et entouré du calice persistant
est un polyakéne. Ce fruit particulier est appelé schizocarpe ou cénocarpe. Et
chaque akene prend le nom de méricarpe [9]. Ce fruit a wune forme d’une
meule de fromage en part, c’est ce qui lui a donné le nom populaire de

fromageon ou de fromage. Il est souvent consommeé par les enfants [10].

Figure 11-4 : Schizocarpe et méricarpe de mauve sylvestre

Les graines de mauve renferment un embryon courbe [11] a deux
cotylédons ordinairement volumineux. Ces cotylédons sont foliacés,
plusieurs fois repliés sur eux-mémes pour occuper moins de place dans la

graine et accombants [12].

¥ »

Figure 11-5 : Diverses étapes de maturation des schizocarpes
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5. Activites biologiques

La mauve est employée comme un excellent laxatif pour les enfants et comme antipoison en
cas d’absorption d’acide ou de base, agent anti diabétique. Ainsi elle possede des propriétés anti-

inflammatoires et anti-oxydantes [13] et joue un réle antiulcéreux et hépato protecteur.
6. La récolte

Bien que vivace, la mauve est cultivée comme une plante annuelle pour en
tirer deux récoltes et augmenter la rentabilitt. La premiére récolte se fait en
juin-juillet ; on coupe alors les tiges au ras du sol que 1’0n maintient assez
humide. On peut réaliser la seconde récolte 6 semaines plus tard c’est a dire

fin septembre.

Les fleurs et les feuilles sont récoltées entre Mai et Aolt pendant Ila
floraison. On récolte les fleurs au fur et a mesure de leur épanouissement, au

jour le jour et a la main.

Les feuilles peuvent étre ramassées pendant toute la durée de vie de la
plante. Mais si elles sont atteintes de rouille, il est recommandé de ne pas les

consommer [14].

Les feuilles et les fleurs doivent étre sechées rapidement a 1’ombre et a
I’air en couche mince pour éviter leur agglomération. On peut aussi utiliser
des séchoirs spéciaux (séchoir a air chaud). Les fleurs de la mauve sylvestre
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 1’activité des enzymes intracellulaires.

Les mauves doivent é&tre conservées dans un endroit sec, a D’abri de la
lumiére et doivent étre consommées dans [D’année, car elles ne se conservent

pas plus de 12 mois [15].
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7. Composition chimique de la Mauve Sylvestre

Les principales molécules présentes chez les Mauves sont des mucilages,
des flavonoides (Anthocyanes et Anthocyanidines) et des tanins. Les mauves
sont aussi riches en sels minéraux (Calcium, Magnésium, Fer) et en
vitamines. Les mucilages présents dans les Mauves sont des polysaccharides
acides polyuroniques et neutres. Ce sont ces mucilages qui donnent ses
propriétés  émolliente, anti-irritative et laxative a la mauve. Ces mucilages
sont souvent accompagnes de raphides ou de Macles d’oxalates de calcium
[16].

Feuilles Fleurs Fruits immatures Sommités fleuries
p‘,i‘e’,ﬁ”oﬁ,‘j;jjs 386.45 + 8.54 258.65 + 26.04 56.76 + 2.01 317.93 + 2.61
Flavonoides 210.81+7.99 46.55 + 5.26 25.35+2.72 143.40+7.86
Acide ascorbique 0.17 +0.05 1.11+0.07 0.27 £0.00 0.20 £0.04
Caroténoides 0.19+0.00 0.03 0.00 0.01 £ 0.00 0.11+0.00
Sucres réducteurs 6.22 £ 0.49 13.95+0.16 2.09+0.12 10.46 £0.70

Tableau 11-3 : Composition en macronutriments antioxydants de différentes parties de Malva sylvestris mg/g

d’extrait
a) Les vitamines

On a retrouvé de Dacide ascorbique (vitamine C), du  Tocophérol
(Vitamine E), des provitamines A et des vitamines B12, Bl1l, B2, PP [17]. La
quantit¢ la plus importante d’acide ascorbique a ¢été identifiée dans les fleurs

avec 1.11 mg/g d’extrait.

Les feuilles sont les plus riches en vitamine E (106.51 mg/100g de poids sec), alors que les
fruits en contiennent trés peu (2.61 mg/100g) et ne renferment pas de 6-tocophérol.

L’a-tocophérol est le composé majoritaire pour toutes les parties de la plante [18].
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b) Les oses dans la mauve

Ahtardjeff & Koleff ont identifie les oses des mucilages bruts des fleurs
comme étant I’acide galacturonique, le rhamnose, le galactose et 1’arabinose
ont isolé sept sucres : le rhamnose et le galactose sont majoritaires, suivit par
le glucose, et I’arabinose. Puis viennent des composés minoritaires comme le
mannose, le fructose et la xylose.

Toutefois si la composition qualitative est la méme pour les feuilles et
pour les fleurs, les quantités de chacun des constituants différents [19].

Especes Rha Gal Glc Ara Man Xyl Fuc |
) 19.8 30.6 211 7.8 3.8 5.6 1.3
sylvestris
Fleurs de M.
. 35.6 31.9 1.7 8.2 54 4.2 7.0
sylvestris

Tableau 11-4 : Composition qualitative et quantitative en oses des mucilages de Malva sylvestris spp.
Mauritiana et Sylvestris et d"Alcea Rosea

c) Lesanthocyanes 3

Les anthocyanes et les anthocyanidines

=

“NF T

sont des dérivés du cation 2-phényl-

/

benzopyrylium Couramment appelé cation

flavylium.  Considéré comme un  chromophore
[20].

Figure 11-6 : Cation flavylium

Chez la mauve ce sont les fleurs qui sont les plus riches en anthocyanosides. C’est pour
cette raison que la fleur de mauve est parfois employée comme colorant alimentaire [21].

Les anthocyanosides des fleurs sont surtout présents dans les pétales. lls sont le plus souvent

intra vacuolaires, s’accumulant dans les vacuoles des cellules des tissus épidermiques.

Genéralement ils sont en solution car ils sont hydrosolubles, parfois on les trouve sous la forme

d’anthocyanoplastes [22].
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d) Les flavonoides des feuilles

En ce qui concerne les feuilles, les flavonoides sont localisés en fonction des especes soit
dans I’épiderme soit entre 1’épiderme et le mésophile a la différence des fleurs ou les flavonoides
sont uniquement épidermiques.

Les flavonoides que 1’0n rencontre en plus grande quantité dans les feuilles sont le 8-
Oglucuronide d’hypolaetine, le 8-O-glucuronide d’isoscutellaréine et le 3-O-glucoside de

gossypetol [23].
8. Latoxicité

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 [24].

9. Action anti-oxydante

Malva sylvestris sont anti-oxydantes. En particulier les feuilles de Malva sylvestris ont révélé

des propriétés anti-oxydantes trées fortes [25].

10. Action antibactérienne

Ces derniéres années, plusieurs études se sont efforcées de démontrer 1’activité
antibactérienne des mauves. Les extraits éthanoliques de Malva sylvestris ont montré une action

contre Bacillus Subtilis, Pseudomonas Aeruginosa et Escherichia Coli.

A Tinverse, d’autres extraits éthanoliques n'ont montré aucune activité antimicrobienne

contre Bacillus Subtilis, Escherichia Coli, Staphylococcus Aureus.

Les extraits méthanoliques des parties aériennes de M. Sylvestris n’ont présenté aucune
action antimicrobienne sur Staphylococcus aureus, Staphylococcus Epidermidis, Escherichia

Coli, Bacillus Subtilis, Micrococcus Luteus.
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Introduction

En phytothérapie, seules les parties de plantes qui contiennent les principes actifs en
quantité notable sont utilisés. Certaines plantes concentrent des principes actifs dans plusieurs
parties végétales et suivantes des modalités différentes. Il est donc impératif de connaitre la

partie de plante d’intérét pour une maladie donnée [1].
l. Etude des principes actifs des plantes

L’étude des principes actifs des plantes, aussi appelée pharmacognosie, nous permet
d’approcher la composition de ces derni¢res et d’essayer de comprendre leurs actions
thérapeutiques. Leur étude nous permet d’orienter le choix vers une plante pour une maladie

donnée mais ce n’est pas tout le temps aussi simple.

Les deux métabolites des plantes (primaire et secondaire) leur permettent de produire une

quantité¢ importante d’éléments actifs dont nous allons en voir les principales propriétés.

Le schéma ci-dessous nous permet d’appréhender la multitude des produits existants dans la

nature [2].
Métabolisme Primaire ‘ Métabolisme Secondaire |
- Phospho-
Prutldes @ &nol- Mévalonate
/ / \ pyruvate
= Polyphénols
| Alkvlamndes Lectines [ Pept»dnglvcanes Polysaccharides I

[ Lignanes ][ Acides phénols l [ Flavono’idesl [ Iridoides } [ Saponosides H Triterpénes

Glucosides l [ Glucosides 1

v

Figure I11-1 : Principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie

20



Chapitre III Les principes actifs

1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires représentent les substances assurant la vie et la survie de la
plante, ils sont dits « indispensables ». Ce sont des molécules composées de macronutriments
tels que le carbone « C », I’hydrogeéne « H », ’oxygéne « O » et I’azote « N ». Ces molécules
s’assemblent pour former les glucides, acides aminés, protéines et lipides, indispensables a la
croissance et au développement de la plante, a la structure de la plante (paroi végétale, feuilles,

fleurs etc...), a la photosynthése, respiration et reproduction de la plante [3].

2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des éléments dits « non-indispensables » a la plante mais
qui participent a la vie et a la survie de la plante. Ils sont dérives des métabolites primaires (donc
composés des molécules C, H, O, N) et ont incorporé a leur formule chimique d’autres éléments

tels le fer, le souffre, le calcium etc. [4]

2.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les végétaux et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes contre les
agressions environnementales [5]. Ils forment une immense famille de plus de 8000 composés
naturels qui sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides, les tanins, les acides

phénoliques, les coumarines, et d’autres classes existent en nombres considérables [6].

Ces classes se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un
simple C6 a des formes trés polymérisées). Ensuite par le degré de modification de ce squelette
(degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles de

ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines,...etc.) [7].
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S:;:;l:;tée Classe Exemple origine
C; Phénols simples Catéchol
Cs-C, Acides hydroxybenzoiques |p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Cs- G Acides hydroxycinnamiques |Acides caféique, férulique | Citrus
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
Cs—C; Naphtoquinones Juglone Noix
Cs —C;—-Cs |Stilbénes Resvératrol Vigne
Cs —C:—C¢ |Flavonoides
¢ TFlavonols Kaempférol, quercétine Fruits, [égumes, fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine |Fleure, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine |Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(Cs—C3), |Lingnanes Pinorésinol Pin
(Cs—C3)a Lignines Bois, noyau des fruits
(Cis) n Tannins Raisin rouge, Kaki

Tableau I11-1 : principales classes des composés phénoliques [8]

2.1.1. Les acides phénols

Ce sont des composés possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol,
représentés par deux groupes essentiels: les acides hydroxybenzoiques et les acides
Hydroxycinnamiques. Ces acides abondants dans les aliments se présentent sous forme d’esters,
soit solubles s’accumulant dans les vacuoles, ou bien insolubles comme constituants de la paroi

cellulaire.

a) Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3). lls
existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'’hydroxylations et de méthylation du cycle benzénique, conduisent une réactivité chimique

importante de ces molécules.

R1 R2 R3 Acides phénoliques
R1 OOH H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
R?2 OCH3 OH H Acide férulique
R3 OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

Figure 111-2 : différents dérivés de I’acide hydroxycinnamique
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b. Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de l'acide hydroxybenzoique et ont une structure générale de base de type

(C6-C1). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides [9].

K1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydroxy
H H OH H ’ i
benzoique
R2 Acide
R1 H OH OH H i
protocatechique
OCH3 OH H Acide vanillique
R3 COOH e
OH OH OH Acide gallique
OCH3 OH OCH3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure I111-3 : différents dérivés de I'acide hydroxybenzoique
c. Lescoumarines
Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine

latérale. Les coumarines ont fréguemment un réle écologique ou biologique. [10]

R6 R7 R8 Acides phénoliques

R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=0D O0CH3 OH H Scopolétol
R7 OCH3 OH OH Fraxétol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 111-4 : différents dérivés des acides hydroxycinnamiques

2.1.2. Les flavonoides

Le terme « flavonoide » est dii a leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils engendrent.
Drailleurs, leurs fonctions principales chez les végétaux semblent étre attribuées a leur coloration

; au-dela de la chlorophylle, des caroténoides [11].

Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) reliés entre
eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C). Ils donnent des couleurs
allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les flavonoides se divisent en 6

groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones, aurones. Ces composés
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existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est a-dire liée a des oses et

autres substances [12].

Figure 111-5 : Structure de base d’un flavonoide

e Classification des flavonoides

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C, 14 groups différents ont été
identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus et les mieux caractérisés :

flavones, isoflavones, flavanones, flavonols, flavonols, anthocyanidines [13].
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o Flavonoides .
classe Structure génerale ) substituants
typiques
(+) Catéchine 3,5,7,3°,4-OH
(-) épicatéchine 3,5,7,3°,4-OH
Flavanole _ -
Epigallocatéchine 3, 5, 17,3,4,5-OH-
gallate 3galatte
Chrysin 5,7-OH
Apigenin 5,7,4°-OH
Rutin 5,7,3°,4’-OH rutinose
Flavones
Luteolin 5,7,3°,4’-OH
) ) 5,7,3°-OH,4’glucose
Luteolin glucoside
5,4’-OH.4’,7glucose
Kempferia 3,5,7.4’-OH
Quercétin 3,5,7,3°,4-OH
Flavonole —
Myricetin 3,5,7,3°,4,5°-OH
tamarixetin 3,5,7,3’-OH,4°0OMe
o 5,4’-OH-
Naringin
7rhamnoglucose
2'@4‘ Naringenin 5,7,4-OH
1 .
Flavanone L AUDO _51‘ 5 Taxyfolin 7, 5,4-OH
%
aqgs Eriodictyol 3,5,7,3°,4-OH
5
0 o 3,5,3’-
hespiridin
OH,4°0OMe,7rutinose
Genistin 5,4’-OH,7glucose
Genistein 5,7,4-OH
Isoflavone __
Daidzin 4’-OH,7glucose
daidezin 7,4-OH

Tableau I11-2 : classification des flavonoides
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e Lesanthocyanes

Les anthocyanes donnent des couleurs trés variées : bleu, rouge, mauve, rose ou rouge. Ces
molécules ont, comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de deux cycles A et B,

et d’un hétérocycle (cycle C) [14].

oycle A& oyele

Figure 111-6 : Structure du cation flavylium ou 2-phényl-1-benzopyrilium.

2.2. Les Tannins

Ce sont des substances naturelles ayant un poids moléculaire relativement élevé qui ont la
capacité de se complexer fortement aux glucides et aux protéines.

Les tannins résultent de la polymérisation de molécules élémentaires a fonction phénol.
On distingue classiqguement deux grands groupes de tannins : les tannins condensés et les tannins
hydrolysables [15].
3. Les Alcaloides

Les alcaloides sont des composés hétérocycliques comportant un ou plusieurs atomes
d’azote et présents dans les plantes. Le mot alcaloide vient d’alcali, car ce sont des bases
organiques qu’on rencontre sous forme de sels d’acides naturels (acétique, oxalique, citrique,
lactique,...). Le nom des alcaloides est souvent dérive du nom de la plante dont ils sont issus et

comporte presque toujours la terminaison <« ine > [16].
4. Les Triterpenes

Les Triterpénes sont des composés qui renferment dans leur squelette 30 carbones issus de
la cyclisation du 1’époxysqualene. Ils sont trés abondants dans le régne végétal et animal sous
forme libre ou éthérifie. La cyclisation du cation forme par I’époxysqualene peut conduire a la
formation de plusieurs formes triterpéniques : acyclique, tétracyclique ou pentacyclique. Le

carbone en position 3 est presque toujours hydroxyle a cause de I’ouverture de 1’époxyde [17].
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5. Les Steéroides

Les stéroides ne sont pas de vrais terpénes mais des composes de biodegradation de
Triterpénes qui dérivent du noyau perhydro-cyclopénteno-phénanthréne. En général, le squelette
de base des stéroides en forme tétracyclique renferment 17 atomes de carbones [18].

1. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les domaines
thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphénols a la

santé, nous pouvons citer :

1. Activité anticancéreuse

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse peuvent
étre blogués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents mutagenes.
[19].

2. Activité antioxydante

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur capacité a
piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (0, ~) et radicaux
peroxylipidiques [20].
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Introduction

Les activités biologiques sont des tests d’identification ont pour  objectif
d’évaluer I’activité antibactérienne et Iactivité antioxydante des
polyphénols extraits d’une plante médicinale de la pharmacopée

traditionnelle d’ Algérie.
l. L’activité antibactérienne

Les tests antimicrobiens ont été réalisés sur des souches pathogenes

isolées de malades hospitaliers.

Les tests de susceptibilitt ont été effectués sur un milieu solide en
utilisant la méthode des puits. Les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) et les concentrations  minimales  bactéricides (CMB) ont  été
déterminées par la méthode de dilution sur gélose. Certains  micro-
organismes ont été sensibles aux extraits avec des valeurs CMB comprises
entre 50 a 100 pg/ml. A Iissue de ce travail, il ressort que I’activité
antibactérienne  des  extraits  d’Origanum  serait influencée par le  degré
d’oxydation des composés phénoliques. Cette contribution pourrait offrir de

grande possibilité d’application dans le domaine médical. [1]

1. Les types des bactéries les plus utilisées

1. Bactéries a Gram négatif

a) Le genre Escherichia

Ce genre appartient a la  famille  des Enterobacteriacae. Les
entérobactéries sont les hotes du tube digestif de [I'homme et des animaux,
mais aussi de nombreuses souches de cette famille ont été isolées de
I'environnement  aquatique  ou  terrestre. Les bactéries de cette famille
cultivent facilement sur milieux ordinaires et utilisent une trés large variéeté
de composes organiques simples comme source d'énergie : sucres, acides
aminés, acides organiques. La plupart des entérobactéries  pathogénes se

multiplient a la température optimale de 37°C.

Ce genre comprend cing (5) especes, mais E. coli (Escherichia coli)

est la plus importante. C’est un hoéte commun de l'intestin de I'homme et des
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animaux. A [lintérieur de I'espéce il y a des pathotypes souvent associés a des
stéréotypes particuliers. Certains de ces pathotypes sont responsables
d'infections intestinales  (gastro-entérites et diarrhées), leur pouvoir pathogéne
est induit par des facteurs dadhésion et/ou par la production d'entérotoxines

[2]
b) . Le genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas fait partie de la famille des
Pseudomonadaceae. Les bactéries de ce genre sont des batonnets, mobiles
par cils polaires, aérobies strictes. Les Pseudomonas cultivent facilement sur
les milieux d’usage courant en aérobiose, a la température de 30°C, certaines
especes comme P. Aeruginosa (Pseudomonas Aeruginosa) en sont capables a
41°C et méme a 43°C.

Elles sont capables d'utiliser une variété tres large de substrats comme
source de carbone et dénergie tels que les glucides, les lipides, les acides
aminés, les acides organiques, les composés terpéniques et stéroidiques, et
également un grand nombre de corps aromatiques benzéniques ou

phénoliques, etc [3].

2. Bactéries a Gram positif

e Les staphylocoques

Les bactéries a Gram positif, sont de forme sphérique et se divisent
sur plusieurs plans pour former des amas réguliers ou irréguliers a la facon
d’une grappe de raisin, d’ou leur nom (staphylos tiré du grec). Ce sont des
germes  ubiquistes  largement  distribués  dans  l'environnement  naturel  de
I'nomme (air, eau et sol) et en plus forte densité sur les surfaces cutano-

muqueuses des mammifeéres.

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogene opportuniste
extrémement large qui  s'exerce avec une grande frégquence en  milieu
hospitalier. L'espéce  S. aureus  (Staphylococcus  aureus) est  responsable
d'infections pyogenes de la peau et des muqueuses, mais aussi  0Sseuses

(ostéomyélites), digestives (enterocolites post-antibiotiques), et
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septicemiques. Aussi  I’espece S. epidermidis est un agent de plus en plus

fréquent d'infections nosocomiales [4].
I1l.  Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides ont wune activit¢ antibactérienne trées vaste et trés
diversifiée. En effet, ils s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une
intensité¢  différente selon le microorganisme et [’écosystéme dans lequel il se
trouve : Les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de différents

types de bactéries : Staphylococcus aureus, Escherichia coli [5].

IV.  L’activité antioxydante

Maitriser ~ I’oxydation  est  indispensable  pour  gérer  I’évolution  des
systemes biologiques dans leur complexité, en particulier dans le cas des
aliments dont la dégradation peut avoir des conséquences en  sécurité
alimentaire. Les  différentes méthodes d’évaluation de Dactivité antioxydante
d’un additif alimentaire sont présentées aprés examen du contexte et des
mécanismes  d’oxydation.  L’activité  antioxydante est évaluée soit par le
dosage des produits formés (en particulier des hydroperoxydes) par des
techniques photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure de
I’efficacité du composé a piéger des radicaux libres. Les methodes comparant

le piégeage d’un additif avec celui d’un antioxydant de référence, le Trolox.
V. Les radicaux libres

Les radicaux libres dérivés de l'oxygene diffusent partiellement dans le cytosol et
induisent, a leur passage, des réactions de peroxydation, a la base du stress oxydatif. Celui-ci
peut étre généré dans différentes conditions telles que les états pathogeénes, les déficits en

antioxydants, ainsi que l'exercice physique intense.

Contre les effets déléteres de I'oxygéne et de ses dérivés, lI'organisme est doté d'un
systeme de protection efficace enzymatique et non enzymatique caractérisé par des actions
synergiques, compensatoires, interdépendantes, mais parfois aussi antagonistes. Les études des
effets de I'exercice et de I'entrainement sur les systémes antioxydants font apparaitre des

résultats souvent discordants. [6]
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1. Principaux radicaux libres

ERO Sy_mt_)ole Propriétés
chimique
L’anion 0, Radical formé par la réduction monoéléctronique de
superoxyde 2 I’oxygene, peu réactif mais toxique. [7]
L’espéce radicalaire la plus réactive de 1’oxygene, a
Le radical _ une demi-vie extrémement courte d’environ 107,
OH PR .
hydroxyle capable de réagir trés rapidement avec la plupart des

biomolécules (ADN, protéine et lipides). [8]

La forme excitée de I’oxygéne moléculaire, est
L’oxygéne singulet O, souvent assimilé a un radical libre en raison de sa
forte réactivité. [9]

C’est une molécule non radicalaire, stable, présente
une toxicité importante. [10]

Le peroxyde

d’hydrogéne H20

Tableau V-1 : principaux radicaux libres

2. Le stress oxydatif

L’oxygeéne est ¢également a l'origine de toxicité, d'acidité, d'altération,
de dégénérescence. En effet, le métabolisme de [l'oxygéne, lorsqu'il  est
déréglé comme dans les maladies respiratoires, peut entrainer de part ce que
I'on appelle «le  stress oxydant»  des  anomalies métaboliques  aux
conséquences  importantes. Le  stress  oxydant  représente  l'incapacité  pour
l'organisme a se défendre contre l'agression des especes oxygénées réactives,
en raison de l'existence dun déséquilibre entre la production de ces
substances et la capacitt de défense des antioxydants. Les modifications
génomiques, métaboliques et  fonctionnelles induites par un stress  oxydant

ont été impliquées dans le développement de différentes pathologies. [11]

VI.  Sources des espéces réactives d’oxygene

Les EROs sont produites dans 1’organisme par de nombreux mécanismes tant endogenes
qu’exogenes.
1. Source endogéne
a) La Mitochondrie
La chaine respiratoire mitochondriale constitue la source principale de production de
radicaux libre, et environ de 98 % de 1’oxygeéne parvenant a ’intérieur de la mitochondrie est

réduite pour former de I’eau par le cytochrome oxydase, mais le processus n’est toutefois pas
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parfait car une faible proportion de 1’oxygene (2 a 5%) subit une réduction monoéléctronique
conduisant a la formation du radical Superoxyde.
b) La NADPH Oxydase
C’est une oxydase liée a la membrane plasmique des macrophages et des polynucléaires
principalement, ou elle joue un réle fondamental dans la réponse immunitaire, dans la lutte
contre les micro-organismes et la destruction du matériel phagocyté. Elle est capable d’utiliser
I’oxygéne moléculaire (O2) pour produire de grandes quantités de 1’anion superoxyde au niveau

de la membrane cellulaire.

NADPH

NADPH + 202 > NADP: + H++ 2072
Oxydase

c) Xanthine Oxydase

Le systeme enzymatique xanthine / xanthine oxydase est également considéré comme une
source biologique importante de radicaux superoxyde. En présence d’oxygene la xanthine
oxydase catalyse 1’oxydation de I’hypoxanthine en xanthine, et de la Xanthine en acide urique

et genere le radical 02 et le H202 urique.

Xanthine oxydase

Xanthine + 202 > Acide urique + 202.- + 2H+
2. Source Exogéne

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents capables de donner

naissance aux EROs.

e Les Rayonnements sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant la
molécule d’eau lorsqu’il s’agit des rayons ionisants X ou gamma, soit en activant des
molécules photo sensibilisantes lorsqu’il s’agit des rayons ultraviolets sont le résultat est
produire des anions superoxyde et de 1I’oxygeéne singlet.

e [’Alcool peut diminuer ’activité des enzymes de protection (SOD, GSH-Px) et I’ingestion
de I’alcool est suivie de la formation des radicaux libres selon divers mécanismes. La
xanthine oxydase et I’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal métabolite de
I’éthanol, avec production O2° . L’éthanol stimule également la production d’anion

superoxyde par induction de la synthése des NADPH oxydase et du cytochrome P450.
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Des molécules toxiques présentent dans notre environnement tel que le
goudron, tabac, polluants industriels qui participent a la genése des radicaux libres. lls sont

responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des alvéoles Pulmonaires.

Systemes antioxydants ‘\
- -

Enzymatiques Non enzymatiques
: Superoxyde Glutathion.
Endogeénes Exogénes dismutase. Vitamines C. A E.
Catalase. Ubiquinone,
NADPH oxydase, ~Toxiques Glutathion Lipoate,
Chaine respiratoire environnementaux, peroxydase Pyruvate,
mitochondrniale, Radiations 1onisantes Polyphénols
Peroxysomes, et _U\ . Champs ali n; Rt
Cytochrome Pysq, électnques.
Xanthine oxydase. Xénobiotiques pro-
Cyclo-oxvgénases. oxydants. Cytokines =
Lipo-oxygénases. pro-inflammatoires

Figure 1V-1 : Déséquilibre de la balance pro-oxydant /antioxydant.

VIIl. Les antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme étant une substance qui présente a des faibles
concentrations par rapport & un substrat, peut significativement retarder ou inhiber 1’oxydation de
ce substrat.

Ces antioxydants peuvent étre de deux natures différentes : des systemes enzymatiques et
des systémes non enzymatiques.

1. Les antioxydants naturels

Plusieurs  substances peuvent agir en tant quantioxydants in  vivo.
Elles incluent le béta carotene, I'albumine, I'acide urique, les cestrogénes, les
polyamines, les flavonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, la
vitamine E. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur
perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres

[12].
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e Les Flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le regne
végétal et sont couramment consommés quotidiennement sous forme de
fruits, légumes et boissons telles que le vin et le thé. Ills sont capables de

moduler [’activit¢é de certaines enzymes et de modifier le comportement de

plusieurs  systémes  cellulaires,  suggérant qu’ils  pourraient  exercer  une
multitude  d’activités  biologiques, = notamment des  propriétés  antioxydants,
vasculoprotectrices, antihépatotoxiques, antiallergiques, anti-

inflammatoires, antiulcéreuses et méme antitumorales significatives. [13]

VIII. Les méthodes d’étude d’antioxydants
1. Réaction entre le radical libre DPPHe et ’antioxydant

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o,a-diphényl-
B-picrylhydrazyle) fut I'un  des  premiers  radicaux  libres  utilis¢  pour
étudier la relation structure-activité antioxydant des composés
phénoliques®. 1l posséde un électron non  apparié sur un atome du
pont d’azote (Fig.1). Du fait de cette délocalisation, les molécules du
radical ne forment pas des dimeres, i.e. DPPHe reste dans sa forme
monomere  relativement  stable a  température  ordinaire. La  délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de
DPPHe. La mesure de [Defficacit¢ d’un antioxydant se fait en mesurant
la  diminution de la coloration bleue, due & une recombinaison des

radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm.

Figure IV-2 : Structure chimique du radical libre DPPHe* (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-
Hydrazyle)
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Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est
tributaire  de  deux types de mécanismes: (i) la  libération de 1’atome
d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de certaines
acides et dérivées phénoliques) ; (i) la libération d’un électron

(cinétique lente des dérivées glycolyses et des anthocyanes) [14].

Dans le cas des composés phénoliques (®-0OH), le mécanisme
principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de

Patome H sur le DPPHe alors transformé en une molécule stable DPPHH.

[15]
DPPH+*+ ®OH — DPPHH + ®O-

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures plus au moins

stables :
PO+ PO* — PO-OD
DPPHs+ ®0+— ®O-DPPH
@O- (semi-quinone) " — ®=0 (quinone)

La capacité antiradicalaire  (capacitt ~a fixer des radicaux libres,
donc a arréter la propagation de la réaction en chaine) ne peut é&tre
mesurée directement, mais par contrdle de Deffet de la réactivité.
Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de
réduction,  notamment les conditions de la  réaction (temps,  rapport
Antioxydant/DPPHe, type de solvants, pH) et le profil phénolique en
particulier [16].

2. Test antioxydant par FRAP

Cette méthode est basée sur la capacité des composés réducteurs, a réduire le fer ferrique
(Fe3+) du ferrocyanure de potassium pour donner du fer ferreux (Fe2+).

La réaction est révélée par le virement de couleur jaune de (Fe3+) en couleur bleu vert de

(Fe2+), I’absorbance est mesurée a 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. [17]
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Introduction

Notre travail nécessite une recherche dans le laboratoire afin  d’extraire
les différents principes actifs, a partir de trois parties de la plante Malva
Sylvestris «fleurs, feuilles et graines» et effectuer une comparaison entre
les différents principes actifs en se basant sur les tests invitro. Pour cela notre
étude serait réalisée comme suit :
1. Préparation des extraits de chaque partie de la plante ;
2. Tests de présence des flavonoides et des composés phénoliques ;
3. Analyse de [D’activité biologique antibactérienne et de [I’antioxydant DPPH

et FRAPP.

I Préparation des extraits
1. Larécolte

La récolte de la plante Malva Sylvestris était faite dans la région de
Tébessa située dans I’Est de I’Algéric. Puis on 1’a laissée sécher dans 1’ombre
a une température ambiante pendant trois mois.
2. La macération
On broie la plante qui se compose de trois parties «graines, feuilles,

fleurs» puis on pése 166g du broyat des trois parties «graines, feuilles et
fleurs» apres on met les broyat dans les flacons avec de 1’eau/méthanol
(30/70) ; on les laisse 24h et on répéte cette opération trois fois de plus. On
filtre les trois extraits et on les récupére dans trois ballons de 1000 ml pour,

enfin, les évaporer et obtenir leurs trois extraits «fleurs, feuilles et graines »

Feuilles
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3. Separation de la chlorophylle
On ajoute 100 ml de I’eau distillée et bouillante a chaque
extrait puis on les laisse 24h apres on filtre les trois extraits par =

un papier-filtre.

4. Extractions des différents principes actifs

e Extraction liquide — liquide

e Extraction liquide — liquide par dichlorométhane

On récupere les trois extraits dans trois ampoules-
a-décanter de 1000 ml et on ajoute 100 ml de
dichlorométhane puis on les agite, on les dégaze et on

les laisse 24h jusqu’a la séparation en deux phases;

«Phase organique et phase aqueuse» On répéte cette
opération deux fois de plus, mais on les laisse 5 heures seulement.
Onrécupére les trois différentes phases organiques dans des ballons pour
1’évaporation.
e L’extraction liquide — liquide par acétate d’éthyle

On refait la méme opération d’extraction liquide-liquide mais cette fois
en utilisant ’acétate d’éthyle comme solvant.
e L’extraction liquide — liquide par n-butanol

Cette fois 1’opération d’extraction liquide-liquide sera faite en utilisant le
N-Butanol comme solvant.

Les trois phases aqueuses restantes seront évaporées separément dans

la rotavapeur.
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Etapes de la préparation des extraits

[

166 g « Fleurs,

feuilles et graines »

Macérer Avec de ’eau / méthanol
30/70

Filtrer pour enlever la chlorophyle et
évaporation

Extraction Par trois Solvants :
Dichlorométhane, Acétate d’éthyle, n-
butanol

Evaporer les douze extraits

44



Partie pratique Matériel et méthodes
5. Calcule des rendements
Pour calculer les rendements de chaque

extrait, il faut peser les ballons vides puis |
remplis, ensuite calculer la différence entre les

poids.

On calcule le rendement selon la formule
suivante :
e Rendement par rapport au broyat :
R% =M/ MO0 *100
R% : Rendement exprimé en %
M : Masse en gramme de I’extrait sec résultant

MO : Masse en gramme de la matiere verte séche

e Rendement par rapport a ’extrait méthanolique :
R:% =M,/ M0 *100

R1% : Rendement exprimé en %

M; : Masse en gramme de ’extrait sec résultant
MO : Masse en gramme de 1’extrait méthanolique

6. Tests phytochimiques
a) Les Flavonoides

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute trois gouttes d’HCI concentré et trois milligrammes
de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une

couleur rouge ou orange. [1]

b) Les Tanins
Un volume de 2 ml de chacun des deux extraits, est additionné a 2 a 3 gouttes de la
solution de FeClI3 a 1%. Aprés quelques minutes d’incubation, le chlorure ferrique développe
une coloration verdatre qui indique la présence des tanins catéchiques ou bleu-noiratre qui révéle

I’existence des tanins galliques. [2]
c) Les Alcaloides

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivante : on ajoute 5 ml d’HCL 1% a 1 ml de
chaque extrait, le tout est réchauffé dans un bain-marie, puis on divise chaque extrait en deux

volumes ¢gaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, 1’autre par le réactif de Wagner. La
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formation d’un précipité blanc ou brun reveéle la présence des alcaloides. Les réactifs de Mayer et

de Wagner sont préparés comme suit :

e Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl2 dans 60ml d’cau distillée puis 5g de KI
dans 10 ml d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.

e Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2 g de KI et 1.27 g de 12. Le

volume obtenu est ajusté & 100 ml avec de I’cau distillée. [3]

d) Les Quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées.

L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones
libres.

e) Les Térpénoides

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml de H2SO4 concentrée. La
présence des térpénoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron en
interphase.

f) Les Coumarines

Une quantité¢ de quelques milligrammes de chaque extrait est solubilisée dans 2 ml d’eau
chaude. La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :

e La premiére représente un témoin ;
e Ladeuxieme est traitée avec 0.5 ml de NH4OH a 10%.

L’examen est réalis¢ sous la lumiére ultraviolette et 1’apparition d’une fluorescence intense

révele la présence de coumarines. [4]
g) Les sucres réducteurs

Dans un bain-marie, on ajoute 2 ml d’acide sulfurique « H,SO4 » @ 0.5 ml d’extrait le tout
dans 5 ml d’eau distillée bouillante, 15 minutes aprés, on neutralise la solution avec 10% de
sodium hydroxyle jusqu’a PH 7, puis on ajoute 5 ml de solution de Fehling [5].

7. L’activité biologique
L’activité biologique a détecté des polyphénols dans les extraits des trois parties de Malva
Sylvestris (fleurs, feuilles et graines). En suivant deux méthodes : activité antibactérienne et

activité antioxydante. [6]
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a) L’activité antibactérienne

L’un des objectifs de ce travail est d’évaluer I’activité antibactérienne
des polyphénols extraits d’une plante médicinale de Malva Sylvestris.

On utilise dans <ce test 04 souches de bactéries, deux gram-positif
(Staphylococcus  Aureus ; Bacelluce) et deux gram-négatifs (E. Coli ;

Pseudomonas) sur les neuf extraits suivants

- DCM Graines - ACT Graines - N-Butanol Graines
- DCM Feuilles - ACT Feuilles - N-Butanol Feuilles
- DCM Fleurs - ACT Fleurs - N-Butanol Fleurs

e Préparation de la solution A :
On met 10 ml de DMSO avec 90 ml d’eau distillée.
e Préparation de la solution B
On récupére 1g de chaque extrait sec dans 1 ml de DMSO et on les agite suffisamment.
e Preéparation des disques
On découpe les disques (patchs) de 6 mm de diamétre sur un papier Wattman °1 puis on les

autoclave dans 10 ml d’eau distillée a 120°C pendant 20 min.

e Préparation des boites de pétrie

On dissout la gélose nutritive «Mueller Hinton» dans une
cocotte, puis on coule la gélose nutritive MH dans des boites de
pétrie et on frotte [I’écouvillon sur la totalitt de la surface de

gélose seche MH, de haut en bas. On répete 1’opération deux

fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois.

On Presse les trois disques de papier wattman stérile a [’aide d’une
pince bactériologique stérile. On injecte ensuite 15 pl de solution B dans les

trois disques de chaque boite de pétrie.
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e Dissoudre le MH et le mettre dans des boites de pétrie ;

e Presser les disques et injecter les extraits ;

e Mettre les boites de pétrie dans les étuves.

e Lalecture
On mesure avec précision les diametres des zones d’inhibition a 1’aide
d’une regle graduée sur le fond de la boite.

Selon le diamétre d’inhibition, on classe la bactérie dans 1’une des catégories : Sensible,
Intermédiaire ou Résistance.
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b) L’activité antioxydante [7]

Cette technique repose sur un principe simple qui consiste a mettre
I‘échantillon a étudier en présence d’un composé, qui est un radical en lui-
méme  (spin-label). Ce composé radicalaire va présenter la particularité  d’étre
stable au cours du temps.

La mesure de I‘activit¢ antioxydante d‘un composé, est déterminée par la
capacité ducomposé a piéger le radical, en le transformant en un composé
non radicalaire. La réduction se caractérise, alors, par une diminution de
1‘amplitude du signal mesuré.

On suivra ainsi deux méthodes ; DPPH et FRAP
e Test de DPPH [8]

Le DPPH est un radical libre stable qui sera utilisé pour remplacer les
radicaux libres produits par les cellules en réponses a des stress internes ou
externes. La présence des flavonoides dans le test antioxydant, la couleur

violette caractéristique du DPPH wvirait au jaune et [D’absorbance mesurée a

517 nm s’abaissait.

L’ajout de différentes dilutions des extraits a la solution de DPPH

permettait de déterminer celle qui abaissait 1’absorbance le plus.

v" On prépare le DPPH de 0.04 M ;
v" On prépare la solution A de 1 ml de DPPH et 9 ml de MeOH ;

v On prépare la solution B par 02 ml MeOH et de 02 mg d’extraits de
parties de la plante ;

v" On dilue la solution B a 05 fois

v" Pour chaque extrait, nous avons préparé des dilutions de 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625 et 0.031 mg / ml ;

v On prend 03 ml de la solution A e on la met dans le cuve
spectrophotométre UV ;

v On met la dilution dans la cuve avec 3 ml de la solution

)

"

)

A, on mesure la dilution de chaque extrait chaque

it .
o

minute pendant une demi-heure.

L’absorbance était mesurée a 517 nm, nous avons utilisé

Série de dilutions

I’acide ascorbique, que nous avions préparé comme témoin,
sur la méme série de dilutions des extraits.
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e Test FRAP (Ferric Reducing antioxidant Power)

Le pouvoir réducteur dun  extrait est associ¢ a son  pouvoir
antiradicalaire.  Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits
testés a réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe(CN)6
en fer ferreux (Fe2+). Un millilitre de 1’échantillon a  différentes 2
concentrations dilué dans 1’eau distillée est mélangé avec 2,5 ml d’une
solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 25 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 a 1 %, puis on incube les tubes a 50
°C pendant 20 minutes.

Aprés  refroidissement des tubes a température ambiante, 2,5 ml
d’acide trichloracétique (ATC, TCA ; trichloracétique acide) a 10 % sont
ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3 000
tours/minute  pendant dix minutes. Nous prélevons 25 ml du surnageant
auquel nous ajoutons 2,5 ml d’cau distillée. Nous additionnons ensuite au
mélange 500 pl d’une solution de chlorure de fer (FeCI3, 6H20) a 0,1 %
fraichement préparée. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a
700 nm a l'aide d’un spectrophotométre. L’acide ascorbique est utilisé

comme contrdle positif dans cette expérience dans les mémes conditions.®
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Introduction

Les parties aériennes des plantes sont fréequemment utilisées, car elles sont le site
privilégié des synthéses chimiques. Le Malva sylvestris est riche en composés phénoliques
notamment ses fleurs et ses feuilles. On les présente dans les résultats suivants.

l. Les rendements des extraits

Les extraits des fleurs, des feuilles et des graines préparées par DCM, ACT, N-butanol
nous produisent la liste des extraits suivante : « fleurs DCM, feuilles DCM, graines DCM, fleurs
ACT, feuilles ACT, graines ACT, fleurs N-butanol, feuilles N-butanol, graines N-butanol, fleurs

aqueux, feuilles aqueux, graines aqueux », (voir le tableau V-1).

On remarque que le rendement R et R; des extraits aqueux était plus grand que les autres

extraits et particulierement la extraits aqueux des fleurs.

On classe les phases comme suit : « fleurs aqueux > feuilles aqueux > graines aqueux>
graines N-butanol > feuilles N-butanol > fleurs N-butanol> fleurs ACT> graines ACT> feuilles
ACT > feuilles N-butanol > feuille DCM > fleurs DCM > graine DCM ».
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Les résultats

Les Rendement R
. masses par rapport au Rendement R par
Parti des ] . .
lant fractions aspects couleurs des poids du rapport au poids du
antes
P extraits Extrait broyat %
(9) méthanoliques%
Dichlorométhane
Pateux 0.0635 1.56 0.0382
Acétatediethyl
Pateux — RS 0.1328 3.26 0.079
Graine ﬁ
n-butanol
Pateux 1.3987 34.39 0.842
Marron
agueux Péteux . 217772 53.55 1.311
fongais
Dichlorométhane .
Pateux 0.1039 291 0.0625
Acétatediethyl ’
Pateux 0.2031 5.69 0.122
Fleur
n-butanol
Pateux 0.6377 17.87 0.384
Marron
agqueux Patte ) 2.063 57.83 2.063
fongais
Dichlorométhane
Pateux 0.1253 2.58
0.07548
Acétatediethyl
Pateux 0.1909 3.93 0.115
Feuille
n-butanol
Pateux 1.0107 20.81 0.608
Marron
agueux Pateux ] 3.20757 66.053 1.932
fongais
Tableau V-1 : L aspect, les couleurs et les rendements des extraits
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Figure V-1: Les rendements des extraits par rapport au poids du broyat %

Figure V-2 : les rendements des extraits par rapport a I’extrait méthanolique
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Feu : feuilles

dcm : dichlorométhane
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I. Tests phytochimiques

Le test phytochimique est un premier pas dans la recherche des classes chimiques d’un

extrait. 1l permet la découverte des composés chimiques essentiellement les composes

phénoliques, les alcaloides, les térpénoides, et les composés réducteurs.

N- N- N- Phase Phase Phase
DCM DCM DCM ACT ACT
_ _ . butanol  butanol  butanol Aqueuse Aqueuse  Aqueuse
Fleur  Feuille graine Fleur Feuille . ) ) _
Fleur Feuille graine Fleur Feuille graine
flavonoides _ _ _ ++++ ++ _ ++++ +++ +++ +++ + ++
Composés
o _ _ _ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++ + ++
phénoliques
Alcaloides _ _ _ + + + _ —
Quinones
) _ _ _ _ _ _ ++++ +++ ++ _ _ _
libres
Térpénoides +H+H+ ++++ _ _ _ + + +
coumarines a a o _ - -
Tanins ++ ++ + ++++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++ + +
Les sucres
++++ ++++ ++++ +++ + ++

réducteurs = = = = = =

Tableau V-2 : Tests phytochimiques des différents principes actifs.

e Les tests phytochimiques démontre la présence des différentes familles des
composantes chimiques telles que les tanins, les sucres réducteurs, les flavonoides,
les alcaloides et les quinones.

e On constate que les feuilles et les fleurs contiennent beaucoup plus de composées
phénoliques et spécifiquement les flavonoides et les tanins.

e Les quinones libres, les sucres réducteurs et les térpénoides sont moyennement
disponibles, par contre les alcaloides et les coumarines existent légérement.

e Pour conclure on peut dire que le Malva sylvestris est une plante médicinale riche

en métabolite secondaire

Coumarines Tanins Térpénoides
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Il.  Activités antibactériennes
Les tableaux suivants démontrent les diameétres des zones d’inhibition en (mm)

1. Dichlorométhane

e Gram positif

Graine 9 8
Fleur 8 8
feuille / /

e Gram neégatif

Graine 8 7
Fleur 8 7
feuille / 7

2. Acétate d’éthyle

e Gram positif

Graine 8 8
Fleur 9 9
feuille 8 7

e Gram négatif

D icps D E.coli.R4
Graine 8 7
Fleur 8 1
feuille 7 7
3. N-butanol

e Gram positif

Graine 9 8
Fleur 8 9
feuille 11 7
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e Gram négatif

D icps D E.coli.R4

Graine 9 9
Fleur 9 7
feuille 8 7

D’aprés Roura et al, la sensibilité a I’essence a été classée par le diamétre des halos d'inhibition :

e Non sensible pour les diamétres moins de 8 mm;
e Sensible pour des diamétres de 8 a 14 mm;
e Tres sensible pour des diamétres de 15 a 19 mm;

e Extrémement sensible pour les diametres plus de 20 mm ;

A partir des tableaux, on constate qu’il y a une activité antibactérienne dans les extraits

traités, qui se présente comme suit :
1. Dichlorométhane

Les bactéries gram positif « SA.R1, Bacelluce » et gram négatif «icps» sont
sensibles avec les graines et les fleurs. D’autre part, les bactéries gram positif « SA.R1,
Bacelluce » sont résistantes avec les feuilles, pendant que celles de gram négatif « E.coli.R4 » et

« icps » sont résistantes avec les fleurs, les graines et les feuilles.
2. Acétate d’éthyle

Les bactéries gram positif « SA.R1, Bacelluce » sont sensibles avec les graines et les fleurs,

lorsque la bactérie « SA.R1 » est sensible avec les feuilles seulement.

Les bactéries gram négatif « icps » sont sensibles avec les graines et les fleurs et résistantes
avec les feuilles, pendant que « E.coli.R4 » est sensible avec les fleurs seulement. En outre, les
bactéries gram positif «Bacelluce» sont résistantes avec les feuilles seulement et lorsque la

bactérie gram négatif « E.coli.R4 » est résistante avec les graines et les feuilles.
3. N-butanol

Les bactéries gram positif « SA.R1, Bacelluce » sont sensibles avec les graines et les fleurs,

lorsque la bactérie « SA.R1 » est sensible avec les feuilles seulement.

Les bactéries gram négatif «icps » sont sensibles avec les fleurs, les graines et les

feuilles, par contre la bactérie « E.coli.R4 » est sensible avec les graines uniqguement. De plus, les
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bactéries gram positif « Bacelluce » sont résistantes avec les feuilles. Ainsi la bactérie gram

négatif « E.coli.R4 » est résistante avec les fleurs et les feuilles.

e Les bactéries gram positif sont plus sensibles avec la Malva sylvestris que les
bactéries de gram négatif.

e Tan qu’il y a une activité¢ antibactérienne ¢a prouve 1’existence des composés
phénoliques.

e la Malva sylvestris contient une activité antibactérienne, elle doit étre classée

parmi les plantes médicinales.
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V.

Activité antioxydante

Les résultats

Cette étude concerne I’évaluation de I’activité antioxydante des flavonoides et des

tanins extraits de la partie aérienne (graines, feuilles et fleurs) de la plante Malva sylvestris,

par trois solvants, dichlorométhane, I’acétate d’éthyle et le n-butanol. L’activité antioxydante

des extraits est estimée par deux techniques, la réduction du fer (Ferric reducing antioxidant

power) FRAP et le piégeage du radical libre (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH.

L’ensemble des résultats sous forme de courbes (graphique) donnant principalement les

variations de 1’Absorbance en fonction du temps T en minutes pour les situations diverses

vient ci-aprés comme :

1. Méthode de DPPH

a) L’acide ascorbique

1,324

Absorbence

1,324

'Y &4

) A
mo Aaa,

“gmmmmw«ﬂﬂ
*
‘*‘:ﬂfﬂtﬁtﬂ"#ﬂ""

—a— 1mg/ml
*— 0,5 mg/ml
—4— 0,25 mg/ml

v— 0,125 mg/ml
4+ 0,06 mg/ml
<+— 0,03 mg/ml

Figure V-3 : Test de DPPH de I’acide ascorbique

b) Dichlorométhane

1,326

4
;:l:‘*ﬂ** A AR R0 2 PP PPPY

5 300000000000ttt I

—a— Tmg/ml
—&— 0,5 mg/ml

\ A —4— 0,25 mg/ml
e B o,12?nagr?m|
4+ 0,06 mg/ml
3 u ....‘_.. <4— 0,03 mg/ml
=4 oy,
% 1,325 - = e Seeectctcces
Graines .
L |
- -‘l.
g
1,324 freea
5 10 15 20 25 30
Tmin
Figure V-4: Test de DPPH de I’extrait Dichlorométhane Graines
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Figure V-5: Test de DPPH de ’extrait Dichlorométhane Fleurs
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Figure V-6: Test de DPPH de I’extrait Dichlorométhane Feuilles

C) Acétate d’éthyle

1,5 —=— 1mg/ml
*— 0,5 mg/ml
" ‘e —&— 0,25 mg/ml
'i:v'vvvv#vvvvv +4¢ v 0,125 mg/ml
] O\iA +— 0,06 mg/ml
e La —<— 0,03 mg/ml
1994
[0} [ .A—A‘,‘
21,0 [ ] e Y YV
g "u *teee . Ahdssaasanaa
. = \ .
Graines 8 . ‘e,
L N
< “ b 2 P
l.\‘l.
LS .‘.!.'
05 ekt T
0 5 0 15 20 5 30
T Min

Figure V-7: Test de DPPH de I’extrait Acétate d’éthyle Graines
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Figure V-9 : Test de DPPH de I’extrait Acétate d’éthyle Feuilles

d) N-butanol
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Figure V-10 : Test de DPPH de I’extrait N-butanol Graine
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Figure V-11: Test de DPPH de ’extrait N-butanol Fleurs
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Figure V-12 : Test de DPPH de ’extrait N-butanol Feuilles
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Figure V-13 : Test de DPPH de I’extrait aqueux Graines
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Figure V-14 : Test de DPPH de I’extrait aqueux Fleurs
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Figure V-15 : Test de DPPH de ’extrait aqueux Feuille
L’analyse des résultats graphiques permet de remarquer que :

La variation de [I’absorbance de I’acide ascorbique en fonction du temps T (mn)
indique clairement une chute rapide de cette derniére (variation rapidement descendante)
dans un intervalle de temps réduit (environ 5 mn), contrairement a la majorité des variations
de I’Absorbance en fonction du temps, pour les tests de DPPH des multiples cas d’extraits
(12 cas, dichlorométhane - acétate d’éthyle-N butanol et phases aqueuses pour graines,
fleurs et feuilles) qui présente une tendance descendante relativement plus lente étalée sur

toute la période de 30 mn .

Au vu de ces variations toutes descendantes, montrant une dégradation de I’extrait, et
en conséquence nous relevons une activité antioxydante significative, quoique plus faible par

rapport a I’acide ascorbique. Ceci indique un signe de présence des composés phénoliques.
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Nous pensons que ces résultats peuvent étre beaucoup améliorés en utilisant un matériel

adéquat a lectures automatiques et plus performant utilisant des produits non dégradés.

2. Méthode de FRAP

Les extraits de n-butanol (graines, fleurs, feuilles) sont comparés avec 1’acide ascorbique
et donnent sous forme graphique.

Absorbence

Figure V-16 : Test de FRAP des extraits n-butanol des graines, fleurs et feuilles avec

L’acide ascorbique

a. asco : acide ascorbique
gr : graine

fle : fleur

feu : feuille

On constate un changement dans la coloration des extraits n-butanol, ce qui prouve une
augmentation de la réduction du Fer en fonction de I’augmentation de 1’absorbance.

Ainsi, on remarque que 1’augmentation des extraits n-butanol est inférieur que

I’augmentation de 1’acide ascorbique.
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Conclusion

Cette etude s’est fixée comme objectif principal la connaissance des propriétés
antibactériennes et antioxydantes d’une plante appartenant a la famille des Malvacées, trés
répandue et employée au Nord d’Algérie pour ses propriétés thérapeutiques. Ceci a nécessité
bien sar la recherche des métabolites secondaires, la détermination de leur teneur en polyphénols
totaux et spécialement en flavonoides, ainsi que la confirmation des activités antibactériennes et
aussi antioxydantes correspondantes ; toutes les expériences et mesures ont été realisees a

I’Université de Tébessa (départements de chimie, de biologie et géologie)

Les expériences sur les différents extraits ont permis favorablement 1’obtention de
résultats révelant la présence de métabolites secondaires comme les flavonoides, les tanins, les

quinones, les térpénoides, les alcaloides et les sucres réducteurs.

Les analyses quantitatives ont effectivement montré que les extraits hydroalcooliques
issus des trois parties de la plante (graines - fleurs - feuilles) sont relativement riches en

polyphénols totaux avec une teneur appréciable dans la partie aérienne.

L’¢étude de ’activité antioxydante des extraits issus de ’espéce Malva Sylvestris par la
méthode de la réduction du fer et par celle du piégeage du radical libre DPPH a montré que les
extraits possedent une activité antioxydante modérée. Celle-ci peut étre quantitativement mieux
évaluée avec des moyens de mesures plus performants et des produits sans aucune dégradation et

avec beaucoup plus de temps spécialement concernant les expériences par DPPH et FRAP.

En effet, ’activité antioxydante la plus élevée a été observée dans les extraits les plus
polaires ; il s’agit en occurrence du n-butanol, I’acétate d’éthyle. Ceci s’est avéré vrai par les
tests de réduction du radical libre DPPH et FRAP, ou cette activité antioxydante était élevée dans
les extraits les plus polaires; cependant elle est relativement faible pour les autres extraits
spéecialement du dichlorométhane. Ainsi, cette plante de 1I’espéce Malva Sylvestris contient des
molécules qui sont considérées comme des agents antioxydants de premiére classe et peuvent
étre employées en consequence pour des applications thérapeutiques contribuant de maniére utile

et efficace a la prévention de certaines maladies cancereuses.

L’activité antibactérienne a été engagée sur quatre souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion-disque, Les résultats indiquent que la plupart des extraits possedent une

activité antibactérienne.



A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant, pour des travaux futurs, d'étendre
I’ensemble des tests antioxydants, antibactériens et la caractérisation des composés actifs dans
les différents extraits a I’identification des différentes molécules responsables des différentes

activités biologiques de la plante.

En définitive, cette plante appartenant a la famille des Malvacées est effectivement une
plante médicinale qui peut étre considérée comme une autre source fiable de principes actifs
ayant des propriétés thérapeutiques. En outre, notre pays possede une biodiversité immense dont
chaque plante se caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des

caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres.



Résumé

L’objectif de cette étude est 1’estimation de I’activité biologique des métabolites
secondaires obtenus a partir des extraits des parties aériennes « graines, fleurs et feuilles » de
Malva Sylvestris, une plante utilisée en médecine traditionnelle reconnue par ses vertus
thérapeutiques. Plusicurs séries d’expériences ont été programmees et réalisées dans les
laboratoires des départements de chimie, de biologie et de géologie a I’Université de Tébessa

Les résultats phytochimiques obtenus ont révelé la richesse du Malva Sylvestris en
alcaloides, flavonoides et en polyphénols.

Les parties aériennes ont été soumises & une macération dans 1’éthanol/eau (70/30), a
partir de I’extrait méthanolique, en utilisant trois solvants le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle
et n-butanol. Ceci a permis d’avoir alors douze extraits avec différentes polarités croissantes
Les rendements "R" par rapport au poids du broyat, de méme que les rendements "R;" par
rapport au Extraits éthanoliques de Malva Sylvestris des graines, fleurs et feuilles sont
considérés acceptables et sont détaillés dans le document. Les extraits préparés ont présenté des
activités antibactériennes et antioxydantes. L’activité antioxydante la plus élevée concerne les
extraits les plus polaires du n-butanol et de 1’acétate d’éthyle. Ceci s’est avéré vrai par les tests
de réduction FRAP et du piégeage du radical libre DPPH

Abstract

The main goal of this study is to estimate the biologic activity of secondary metabolites
obtained from aerial parts of extracts that are seeds, flowers et leaves of Malva Sylvestris, a
plant used in traditional medicine and known by its therapeutic properties. Many experimental
series have been programed and done in Tebessa University departments of chemistry, biology
and geology. The obtained phytochemical results revealed the wealth of Malva Sylvestris in
alkaloids, flavonoids and polyphenols.

The aerial parts have been submitted to ethanol/water (70/30) maceration_from the methanol
extract, by using three solvents that are the dichloromethane, the ethyl acetate and n-butanol.
This allowed to have twelve extracts with different growing polarities. The efficiencies "R"
based on the weight of crushed products as well as the efficiencies "R;" based on ethanolic
extracts of the seeds, flowers and leaves of Malva Sylvestris are considered as acceptable and
are detailed in the document. The prepared extracts showed anti-bacterial and anti-oxidant
activities. The highest anti-oxidant activity concerned the most polar extracts of n-butanol and
ethyl acetate. This was true by the mean of reduction tests FRAP and the DPPH.
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