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Introduction

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est une pratique courante depuis des
millénaires. Avec les progrés de la médecine dans le traitement de nombreuses maladies, le

recours a ces plantes médicinales a beaucoup régresser.

Néanmoins, 1’échec thérapeutique devant certaines pathologies comme le cancer, les
infections multi résistantes et les nombreux effets secondaires attribués aux molécules
synthétiques ont deux impactes. D’une part, a 1’échelle individuelle, nous avons de plus en
plus recours a cette médecine traditionnelle. D’autre part, la recherche scientifique montre un
regain d’intérét pour ces plantes riches en biomolécules aux nombreuses vertus

thérapeutiques.

Les propriétés medicinales des plantes sont dues a des molécules bioactives
synthétisées par celles-ci et connues sous I’appellation de métabolites secondaires
(polyphénols, alcaloides, terpénes etc.). De nombreux métabolites secondaires,
essentiellement les polyphénols, constituent un systéme de défense élaboré car ils protegent
les plantes contre un nombre important d’agressions biotiques et abiotiques. Ces molécules

sont d’ailleurs synthétisées dans des conditions de stress.

Les polyphénols sont aussi connus pour leurs nombreuses activités biologiques qui
influencent directement la santé humaine via I’alimentation. 1ls ont plusieurs utilisations dans
I’industrie cosmétique, agroalimentaire et pharmaceutique. Toutefois, ils sont plus connus
pour leur importante activité antioxydante et peuvent agir directement par le piégeage des

especes réactives d’oxygene (ERO).

L'Algérie posséde une flore riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent son couvert végétal, se trouve Malva sylvestris L. Cette plante est largement
représentée au nord du territoire national et plus particulierement en Kabylie. Elle est connus
sous le nom grande mauve et appartient a la famille des malvaceae, elle est utilisée sous
divers préparations comme détoxifiant, cicatrisant et pour traité plusieurs désordre organique
comme les problemes respiratoires et les probléemes urologique etc. Ces nombreuses
utilisations sont motivées par une richesse en molécules bioactives tels que les composés

phénoliques.

C’est dans ce contexte que nous avons jugé intéressant d’étudier D’activité
antioxydante et antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de Malva sylvestris L. Pour
cela nous avons adopté les démarches suivantes:
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v Détermination de la teneur en Polyphénols totaux de ’extrait aqueux de Malva
sylvestris L.

v' Evaluation de pouvoir antioxydant de I’extrait aqueux par la détermination du
pouvoir réducteur ferrique (FRAP) et 1’évaluation de la capacité antioxydante
totale (TAC).

v Etude du pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion sur disque et la
détermination des CMI.
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Malva sylvestris L.

1. Présentation de Malva sylvestris L.

Malva sylvestris L. est une plante médicinale de la pharmacopée algérienne, qui
appartient a la famille des malvaceae, son nom deérive du latin «Malva» signifiant mauve qui
lui-méme dérive du grec «malasso» voulant dire «adoucir» en référence a ses proprietés
émollientes (Llopis, 2017).

Malva sylvestris L., connue sous le nom commun «grande mauve» et en arabe sous
celui de «Khoubeiza» et en kabyle sous le nom de «Amedjir», abondante en Europe, en
Afrique du Nord et en Asie (Ait Youssef, 2006). La floraison de la grande mauve se produit
entre juin et septembre.

Figure 1: Parties aériennes de Malva sylvestris L. (photo personnelle)

1.1 Description botanique

Malva sylvestris L. est une plante herbacée, vivace et bisannuelle, a tige dressée de 30
a 60 cm, possédant une racine pivotante et pulpeuse.

Les feuilles sont pentalobées, crénelées et dentelées sur les bords avec une couleur vert
foncée.

Le fruit est une capsule de graines réniformes avec un mode de dissémination
barochore (Quezel et Sauta, 1963; Greuter et al., 1989).

Pour se qui est de la fleur celle-ci peut étre terminale ou axillaire, portée par des
pédicules de couleur rose violacé (mauve) (Ait Youssef, 2006). La figure (2) représente les
différentes parties de Malva sylvestris L.
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Malva sylvestris L.

Figure 2: Les différentes parties de Malva sylvestris L. (Flore, 2011).

1.2 Classification botanique

Le tableau suivant représente la principale classification botanique de Malva sylvestris
L., établie par Angiosperm Phylogeny Group, la classification APG 111 (2009) (Flore, 2011).

Tableau I: Classification botanique de Malva sylvestris L.

Regne

Végétal

Embranchement

Spermaphyte

Sous embranchement

Angiosperme

Classe Dicotylédones
Ordre Malvales

Famille Malvacées
Genre Malva

Espece

Malva sylvestris




Malva sylvestris L.

1.3 Répartition géographique

La grande mauve a une aire de répartition eurasiatique. Elle est tres répondue dans
toute I’Afrique du Nord, dans les pays d’Asie occidentale, d’Asie du Nord et de Sud-ouest,
ainsi dans certains pays d’Europe.

Dans la plupart de ces pays, elle se retrouve principalement dans les friches, les lieux
non cultivés, les prés et sur les bords des chemins. Elle est trés commune dans toute 1’ Algérie,
et pousse surtout dans les décombres, les champs et les cultures (Ait youssef, 2006).

1.4 Composition chimique

Les principales molécules entrant dans la composition de la plante sont: les mucilages
responsables des propriétés émollientes et laxatives, les flavonoides et les tanins. De plus elle
est aussi riche en sels minéraux et en vitamines (Wichtl et al., 2003). Le tableau suivant
illustre la composition de la plante entiére.

Tableau I1: Composition entiere de Malva sylvtris L. (Couplen et Stener, 1994).

Malva sylvestris
Macronutriments
Eau (g/100g) 80
Protides (g/100g) 5.6
Lipides (g/100g9) 1.4
Glucides (g/100g) 94
Minéraux
Potassium (mg/100g) 180
Fer (mg/100g) 5.1
Magnésium (mg/100g) 58
Calcium (mg/100g) 690
Vitamines
Vitamines A (mg/1009) 4600
Vitamines B1 (mg/100g) 0.2
Vitamines C (mg/100g) 197
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1.5 Usage traditionnel

De nombreuses études impliquant 1’utilisation de plantes médicinales ont démontrées
I’importance de Malva sylvestris L. en médecine traditionnelle.

Les feuilles et les fleurs de la plante sont connues pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, principalement contre la gingivite, les abces et les douleurs dentaires.

De plus elles sont utilisées dans le traitement des problemes urologiques comme la
cystite et I’élimination des calculs rénaux.

La mauve sylvestre a été consommeée comme laxatif doux, détoxifiant pour le foie et
contre les brilures d’estomac. Elle est utilisée également pour traiter:

Les affections telles que les troubles gastro-intestinaux;
Les douleurs abdominales;

Les diarrhées;

Ulcére gastrique;

Constipation;

Probléme respiratoire.

YV VVVVYVYY

En usage externe, la mauve est utilisée en compresse pour calmer, adoucir et assouplir
la peau. Elle serve également en bains de bouche et gargarismes (Gasparetto et al., 2012).

1.6 Effets biologiques

Plusieurs activités biologiques ont été déterminées a partir d’extraits issus de 1’espece
Malva sylvestris L., a savoir ’activité¢ antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne,
immunmodulatrice et antifongique (Flore, 2011).

En effet, des études ont démontrées que les parties aériennes de la mauve sylvestre ont
un effet antibactérien sur Streptococcus aglactiae, staphylococcus aureus, I’Enterococcus
faecalis (Razavi, 2011) et Helicobacter pyolri, germe associé a I'ulcérogénése gastrique
(Abou-Qatouseh et al., 2013).

La plante possede également des propriétés hépatoprotectrices, grace a son pouvoir
antioxydant, cet effet peut s’expliquer par de fortes teneurs en composé€s phénoliques
(Hussain et al., 2014), particuliérement en tanins, qui jouent un rble protecteur de la
muqueuse gastrique, et possédent ainsi une action antiulcéreuse (Ebadi, 2002).

Il a été démontré que I’extrait de fleurs de Malva sylvestris L. contribue dans
I’accélération de la cicatrisation des brilures chez les rats. Il a été observé qu’en plus de
diminuer la zone de brilure, I’extrait induit une augmentation du taux de collagéne par
rapport aux témoins non traités (Pirbalouti et al., 2009).

Les extraits aqueux obtenus a partir des feuilles de Malva sylvestris L. ont montré une
action antifongique sur Aspergillus candidus, niger et Penicillium Sp. (Magro et al., 2006).
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1.7 Mode d’utilisation

Toutes les parties de la plante sont susceptibles d’étre utilisées en phytothérapie.
Toutefois, ce sont surtout les feuilles et les fleurs qui rentrent dans la composition de la
plupart des préparations.

» Usage interne

Infusion: En infusion les fleurs et de feuilles sont utilisées en médecine traditionnelle
dans le traitement des affections respiratoires.

Décoction: La décoction des feuilles et de fleurs est couramment utilisée comme
traitement de la constipation passagere.

» Usage externe

La décoction des feuilles et des fleurs est utilisée en application locale sur la peau
(affection cutanées) ou en gargarismes (affection buccales) (Lucienne, 2010).
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Les composés phénoliques et activités biologiques

1. Généralités

Les composés phénoliques, ou polyphénols constituent un ensemble de molécules
largement répondues dans le regne végétal. Sont des molécules présentes dans toutes les
parties de plante mais avec une répartition quantitative qui varie selon I’espéce, les organes de
la plante et les différents stades physiologiques.

IIs sont issus de métabolisme secondaire de la plante, ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonction fondamentale de I’organisme végétale, comme la reproduction ou la
croissance, cependant, ils jouent un role majeur dans les interactions de la plante avec son
environnement, contribuent ainsi a la survie de 1’organisme dans son écosystéeme (Urquiaga et
Leighon, 2000).

Ils correspondent a une tres large gamme de structures chimique dont plus de 8000
composés naturels ont été identifiés, allant de simples molécules comme les acides phénolique
aux substances hautement polymérisées comme les tanins (Dacosta, 2003).

1.1 Principales familles des polyphénols

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique
(figure 3) auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engager
dans une autre fonction: éther, ester ou hétérosides. lls sont communément subdivisés en
acides phénoliques, coumarines, stilbénes, flavonoides, lignanes, lignines et tanins.

OH

Figure3: Structure chimique de groupement phénolique (Cheynier, 2005).

Le tableau 111 regroupe les principales classes de polyphénols selon Macheix et al., 2005:
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Tableau I11: Les principales classes de composés phénoliques.

Squelett Classe Exemple Formule Origine
e
carboné
Cs Busserole
Phénols simple Hydroguinone HO @DH
Ce-C1 0 Epices,
Acides Acide HO fraise
hydroxybenzoique | p- hydroxybenzoique oH
Ce-Cs / Pomme de
Acides Acide p-coumarique Ho —"f{_\}?’ "\ terre,
hydroxycinamiques <OH pomme
Citrus
o Carottes,
Coumarines Ombelliférone m coriandre
HO 0~ ~o
Ce6-Ca . ,_f} Noix
Juglone Naphtoquinone T I
L] o | L ] —
Ce-Co- s, AOH Raisins
Ce Stilbénoides trans-resvératrol HOL J
Cs-Cs-
Cs Flavonoides Quercétine Oignon
(Ce-Ca)2 OH H
Lignanes Entérodiol HO ) oH  Bactéries
. = intestinales
l '\_;\
(Ce-C3)n - - .. | Bois, noyau
Lignines 4 de fruits
(Ci5) n Tannins procyanidol Raisin
rouge, kaki
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1.2 Classification des Polyphénols

Le nombre, la structure des cycles phénoliques mais aussi les éléments structuraux qui
se lient & ces derniers donnent naissance a plusieurs classes et sous-classes de polyphénols,

telles que les acides phénoliques, les flavonoides, les stilbénes et les lignanes (LI et al., 2014).

1.2.1 Acide phénolique

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes deux sous-groupes
peuvent étres distingué:

¢ acide hydroxybenzoique

IIs sont dérivés de 1’acide benzoique, ils ont une formule de base de type C6-C1. lls
existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent étre également intégrés
dans des structures complexes comme certains tanins, leurs principaux représentants sont
I’acide salicylique et ’acide gallique (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

Tableau IV: Principaux acides hydroxybenzoique (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

Structure Rl1| R2 |R3| R4 Acides phénoliques

Acide benzoique

R2 Rl

Acide p hydroxybenzoique

OH | OH Acide protocatéchique

I

@)

I
I|T T

OH |OH| OH Acide gallique

OCHs | OH | OCH3 Acide syringique

H
H
H
O H | OCHs | OH Acide vanillique
H
H
OH

R3

H H H Acide salicylique

OH OH | H H |OH Acide gentisique

R4

e Acide hydroxycinamiques

IIs représentent une classe tres importante dont la structure de base est C6-C3 dérivée
de celle de I’acide cinnamique (Sarni-manchado et Cheynier, 2006). Ils sont représentés
principalement par: ’acide p-coumarique, 1’acide caféique, 1’acide férulique et 1’acide
sinapique. Ces acides sont rarement présents sous forme libres, ils sont en général combinés a
d’autre molécule organique, contrairement aux acides hydroxybenzoique qui se représente
majoritairement sous forme libre (Macheix et Fleuriet, 1990). Les principales acides
hydroxycinamiques sont présentés dans le tableau V.

10
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Tableau V: Principaux acide hydroxycinamiques (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 | R2 | R3 Acide phénolique
H H H Acide cinnamique

H |OH H | Acide P-coumarique

OH _ _
R . ‘"“‘O OH | OH H Acide caféique
OCH3 |OH| H Acide férulique
R, OCH3 | OH | OCH3z | Acide sinapique
R,

1.2.2 Stilbénes

Les membres de cette famille présentent une structure en C6-C2-C6 dont les deux
noyaux aromatiques sont reliés par un double liaison, formant un systéme conjugué.
(Belkheiri, 2010).

Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine, parmi ces
composés on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes
médicinal.

lls sont des phytolexines, produits par la plante en réponse a I’attaque d’agents
pathogenes fongiques, bactériens et viraux (Crozier et Clifford, 2006).

Figure 4: Structure chimique des stilbénes (Tsai et al., 2017).
1.2.3 Flavonoides

Constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes vasculaires. Ce sont des pigments responsables des colorations
jaunes, oranges, rouges de différents organes de la plante (Ghdira, 2005). Tous les flavonoides
posseédent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze atomes de carbone
dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbones reliés
entre eux par un hétérocycle oxygéné (cycle C) (Tapas et al., 2008).

11
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Figure 5: Structure de base des flavonoides (Abedini, 2013).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurelle, de degré
d’hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C. en basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés
en différentes classes: anthocyanidines, flavonols, isoflavonols, flavones, isoflavones,
flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones, aurones (Havasteen, 2002; Edenharder et
Grinhage, 2003). Le tableau suivant représente les principales classes de flavonoides.

Tableau VI: Principales classes des flavonoides (in zeghad, 2009).

Diosmétine

OH| OH H Quercétine

OH | OH H Catéchine

Eriodictyol

cyanidine

12
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Isoflavones 1 & R5| R7 | R4
/Q\‘\/A\- g
\V*\/L;
0 OH| OH |OH| Genisteine
R5 N\R¢
H | O-Glu | OH | Daidezine
1.2.4 Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variées, ayant en commun
la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en
effet la propriété de se combiner aux protéines. Sont trés répondu dans le régne végétal ils
peuvent existes dans divers organes, mais on note une accumulation plus particulierement
dans les tissus plus agé, leurs poids moléculaire varie de 500 jusqu'a 3000 Dalton (Roux et
Catier, 2007). Sur le plan structural sont divisés en deux groupes:

A. Tanins hydrolysables

Ils sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus souvent) estérifiée par
I’acide gallique ou un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou valonique). Ils sont
facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (Hdwin, 1996).

i
- A _oH
© o LI
i sl e -
e ] oD
HO™ - o
M o HI Je) T OH
HOL = _,,Jqo OO [I“'“]":" oo
B
s - Ch
HO T ]:.-—-’ _
. 1!
i HO ‘?-L_{r_,-ﬂ-m_‘:]H
H

Figure 6: Structure chimiques d’un tanin hydrolysable (Arbenz et al., 2015).
B. Tanins condensés

lls se différent fondamentalement des tanins hydrolysables car ils ne possédent pas de
sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polyméres flaviniques constitués d’unité de flavan-3-ols lies entre eux par des liaisons
carbone-carbone (Bruneton, 1999). Ils sont résistants a I’hydrolyse enzymatique, seuls les
attaques chimiques fortes sont capables de les dégrader (Khanbabee et al., 2001).
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OH
L on
HO o < 1
(I oH
OH L own
OH ‘ [ il
HO_ O _
|( ]
e =f OH
OH

Figure 7: Structure de tanin condensé (procyanidine B2) (Ropiak et al., 2017).
1.2.5 Lignines et les lignanes

Leurs principales fonctions sont d’apporter la rigidité, une imperméabilité a I’eau et
une grande résistance a la décomposition (Martone et al., 2009). Ils sont constitués de deux
unités de phénylpropane et entrent dans la composition de certaines graines, céréales, fruits et
légumes (EI Gharras, 2009).

Les lignanes répondent a une représentation structurale de type (Cs-Cs3)2, I’unité (Ce-
Ca) et considérée comme un propylbenzéne. Ce sont des composés phénoliques bioactifs, non
nutritifs, non calorique. On les trouve en plus forte concentration dans le lin et les grains de
sésame (Peterson et al., 2010).

1.3 Biosynthese des Polyphénols
Les composes phénoliques sont issus par deux grandes voies métaboliques:
1.3.1 Voie de I’acide shikimique

C’est la voie majeure de biosynthése des composés aromatiques chez les plantes et les
microorganismes, incluant les acides aminés (phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane) qui
servent des précurseurs de nombreuses métabolites secondaire tels que les acides phénoliques,
les flavonoides, coumarines, les alcaloides...etc. (Ghasemzadeh et al., 2011)

1.3.2 Voie de I’acétate / melonate
Principale voie de formation de I’acétyl-CoA par la glycolyse et la B-oxydation.

Elle est a I’origine de la cyclisation des chaines polycétonique, elles mémes obtenues
par condensation répétée d’unités «Acétate» qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-CoA.
Cette réaction est catalysee par 1’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Akroum, 2010).

14
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| GLUCIDES |

Acides gras

C Voie des Pentoses P Z Glycolyse ) l
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|
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Figure 8: Représentation des voies de biosynthese des polyphénols (Chaouche, 2014).
2. Role et fonction biologique des polyphénols

Les polyphénols attirent de plus en plus I'attention des chercheurs en raison de leurs
nombreuses propriétés et effets bénéfiques sur la santé humaine:

2.1 Chez les végétaux

Les composés phénoliques, sont généralement des pigments responsables des teintes
aL .omnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (Edeas, 2007).

Ces composes peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la plante
comme la lignification, la régulation de la croissance, l’interaction avec certains
microorganismes symbiotique ou parasitaires.

De plus, ils jouent un rdle important dans I’interaction de la plante avec son
environnement biologique (attaques microbiennes) et physique (les radiations UV) (Moneb et
al., 2011).
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2.2 Chez I’étre humain

De nombreuses composés phénoliques sont de plus en plus utilisés en thérapeutique
(Crozier et al., 2006). De nombreuses études suggérent que les polyphénols réduisent
I’incidence de nombreuses maladies telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et le
diabéte (Hanhineva, 2010).

Cela peut étre expliqué par le fait que ces composés ont la capacité d’inhiber de
nombreux facteurs impliqués dans la genese de ces maladies.

Ces molécules sont décrives dans la littérature scientifigue comme étant des
antioxydants, anti-inflammatoires, des antimicrobiens, des allergenes, des neuroprotécteurs,
antiviral (Hanhineva, 2010).

' Activité
Bienfaits antioxydante Action
cardiovasculaires antiulcéreuse

Activité Activité

Action Propriétés
anti-inflammatoire Activité enzymatique antitumorales
et hormonale

Figure 9: Activité biologique des polyphénols (Hanhineva, 2010)

En biotechnologie alimentaire, les composés phénoliques sont étudiés pour étre incorporé
dans les matrices alimentaires et améliorés leurs stabilités de 1’oxydation (Shahidi et Naczk,
2004).

3. Activités Antioxydantes
3.1 Les radicaux libres
3.1.1 Définition

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomes ou molécules, possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur orbital externe (Afonso et al., 2007).

La présence des électrons confére souvent a ces molécules une grande instabilité, elles
ont la possibilité de réagir avec de nombreux composeés. Elles peuvent entrainer des lésions
tissulaires en captant des électrons d’une molécule stable pour essayer d’apparier leurs
propres électrons, laissant ainsi la molécule originale dans un état instable (Filaire et Tomi,
2012).

16



Les composés phénoliques et activités biologiques

3.1.2 Les espéces réactives de I’oxygéne

L’oxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant la matiére organique, mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxique, nommés radicaux libres
organiques (Meziti, 2007). En biologie les radicaux libres sont formés le plus souvent a partir
de I’oxygéne d’ou leurs appellation: les espéces réactives de 1’oxygéne (EROs) qui désignent
a la fois des espéces radicalaires de 1’oxygene et des especes non radicalaires (Boeck et
Larcier, 2006).

Tableau VII: Les espéces réactives de 1’oxygéne.

ERO Symbole Propriétés

chimique
L’anion o Il est considéré comme le type le moins réactif des ERO et le
Superoxyde radical le plus fréquemment produit dans [’organisme

(Scheibmeir et al., 2005). Il est chargé négativement et généré
par la réduction monovalente de I’oxygeéne moléculaire
(Lacolley et al., 2007).

Le radical OH' L’espéce radicalaire la plus réactive de I’oxygene vis-a-Vis

hydroxyle des structures organiques et joue un role initiateur dans
1’auto-oxydation lipidique (Bartosz, 2003).

L’oxygéne 10, C’est une forme excitée de I’oxygene moléculaire, souvent

Singulet assimilé & un radical libre en raison de sa forte réactivité
(Hadi, 2004).

Le peroxyde H202 C’est une molécule non radicalaire, a la capacité de genérer

d’hydrogéne des radicaux hautement réactifs. En présence de métaux de

transition (fer et cuivre), 1’H202 donne naissance via la

réaction de Fenton a un radical hydroxyle OH" hautement
réactif (Wardman et Candeias, 1996).

3.2 Stress oxydant

Dans certaines conditions normales, les cellules des étres aérobies produisent en
permanence et en faible quantit¢ des espéces réactives d’oxygéne (EROs) a D’issu de
nombreux procéccus cellulaire (Favier, 2003). Dans ces circonstance, les défenses
antioxydantes sont capables de neutraliser les EROs produites pour maintenir leur flux
cellulaire au niveau utile, on dit que la balance antioxydant/prooxydants est en équilibre
(Favier, 2003).

Quand cet équilibre est rompu par déficit en antioxydant ou une surproduction

incontrolée d’especes radicalaires et leurs dérivées secondaires, il survient un stress oxydant
(Hennibelle, 2004).
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Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN (Hadj Salem,
2009) les lipides (peroxydation), les protéines etc (jacob, 2007).

Cette oxydation provoque des dommages sur tout I’organisme, accélérant le
vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives, cancer, diabete) (pincemail
et al., 2003) et la dégradation des cellules et des tissus (bonnet et al., 2010).

Radicol libre A\ RO
éa’ é =0 MV Yo %}mitochondriale

' .= Perte d'un électron
v 4\4 / g
é 0N ‘@ G Peroxydation des lipides
Les preuves 1‘1“11'\

supportant la théorie

des radicoux libres du
vieillissement sont
notomment des altérations
démontrées de I'’ADN, des
lipides et des protéines; une
croissance du nombre de
mitochondries onormales avec
I'dge; une accélération démontrée
de I'ége avec un royonnement
ionisant; et lo superoxide
dismutase dans lo trisomie 21.

==
e

-
Altération
(Jd

Figure 10: Les conséquences du stress oxydant (Bonnet et al., 2010).

3.3 Activités antioxydantes
3.3.1 Définition

L’activité antioxydante consiste & I’inhibition des réactions en chaines de production
de radicaux libres et limitant ainsi leurs action. Cette propriété est souvent exprimée dans les
nombreuses familles de polyphénols.

Bien que les réactions d’oxydations soit nécessaires a la vie, elles peuvent aussi étre
destructrices (Popovici, 2009).

3.3.2 Mécanisme d’action des polyphénols

» Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces des radicaux libres, et ceci
grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif contre 1’anion superoxyde, le radical
hydroxyle et I’oxygéne singulet selon la réaction suivante (Heim et al., 2002):

Flavonoide (OH) + R — Flavonoide (O’) + RH
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Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux
libres, qui sont susctibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH> situé entre deux
doubles liaisons des acides gras polyinsatures, et protége ainsi les membranes cellulaires
(Havsteen, 2002).

» Inhibition enzymatique

Les composés phénoliques affectent 1’activité de nombreux systéme enzymatique
impliqué dans le stress oxydant. Certains flavonoides comme [’apigenine, la quercétine
inhibent la xanthine oxydase, qu’est considérée comme une source biologique importante du
radical superoxyde lors d’oxydation de 1’hypoxanthine en acide urique (Nijveldt et al., 2001;
Dasilva et al., 2004).

» chélation des ions métalliques

Les composés phénolique sont des piégeurs efficace des radicaux libres par la
chélation des métaux tel 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 métalliques, forment des complexes de
coordination avec ces métaux, en occupant tous les emplacements et peuvent ainsi convertir
les ions metalligues en complexes insolubles, empéchant leurs interactions avec les
intermédiaires lipidiques (Virgili et al., 2001 ; Lee et al., 2004).

Figurell: Chélation des metaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).
4. L’activité antimicrobienne

Le terme «agent antimicrobien» désigne toute substance utilisée pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et autres agents
antiviraux, antifongiques et antiparasitaires (Yala et al., 2001).

La prescription a grande échelle et parfois inappropriée des antibiotiques pour traiter
les infections microbiennes a entrainé la selection de souches multi-résistantes d’ou
I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent
une source de nouveaux médicaments a base d’extraits de plante ( Cowan, 1999).
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4.1 Les polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés biologiques notamment
I'activité antimicrobienne (Middleton et al., 2000; Ksouri et al., 2007).

L’activit¢ de ces substances vis-a-vis des microorganismes peut s’exercer selon
diverse voies. Certaines exercent leurs activités en oxydant ou en dénaturant les protéines
bactériennes (Shiota et al., 2004); d’autres ont un pouvoir plus spécifique en altérant des
structures membranaires ou en inactivant des composés clés ou des fonctions essentielles de la
cellule. De ce fait ces biomolécules sont bactéricides ou bactériostatiques selon leurs nature et
leurs concentration (Alcaraz et al., 2000).

4.1.1 Mode d’action des polyphénols

Les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes, possédants
des modes d’action divers et des activités inhibitrices et létales vis-a-vis d’un nombre
important de microorganismes. La force et le spectre d'activité antimicrobienne varient selon
le type d’extrait et le type de bactéries (Djenane et al., 2012).

> Action sur la membrane cellulaire

Les composés phénoliques peuvent agir a deux niveaux différents: la membrane
cellulaire et la paroi de la cellule des microorganismes. lls peuvent réagir avec les protéines
membranaires des bactéries par une liaison dhydrogéne a travers leurs groupements
hydroxyles et comme résultats ils entrainent une modification de la perméabilité membranaire
jusqu’a la destruction cellulaire.

lIs peuvent pénétrer aussi dans les cellules bactériennes et coaguler le contenu
cellulaire (Boulekbacheet al., 2013). Cependant, les bactéries a Gram positif sont
généralement les plus sensibles aux effets de ces extraits polyphénoliques (Djenane et al.,
2012). La raison, qui rend ces bactéries plus sensibles aux extraits phénoliques par rapport a
celle a gram négatif, peut étre attribuée a la différence entre la composition de leur paroi
cellulaire (Negi et Jayaprakasha, 2001) ; Ou chez les bactéries a Gram positif il y a un contact
direct des constituants hydrophobes des extraits avec la bicouche phospholipidique de la
membrane cellulaire bactérienne, entrainant une augmentation de la perméabilité aux ions et
la fuite des constituants intracellulaires vitaux ou l'altération des systemes enzymatiques
bactériens (Djenane et al., 2012).

» Action sur les enzymes et privation de substrat

Le mecanisme responsable a la toxicité des polyphenols sur les microorganismes
inclue I’inhibition des enzymes par les composés oxydés, probablement a travers I’interaction
des polypheénols, en particulier les quinones et les tannins, avec les protéines enzymatiques en
se fixant sur leurs sites actifs, induisant 1’inhibition de son activité (Cowan, 1999).
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En outre, Les flavonoides ont montré une grande activité antimicrobienne, la
quercétine et d’autres composés réagissent essentiellement par I’inhibition de I’enzyme ADN-
gyrase (Pereira, 2007). D’autres parts, les composés phénoliques peuvent aussi se lier aux
molécules du substrat rendant ces dernieres moins accessibles aux enzymes (Al-Zoreky,
2009).

Tableau VIII: Mécanismes d’action de certains composés phénoliques (Cowan, 1999).

Classes de | Mécanismes d’action
polyphénols
Phénols v Arrestation des substrats nécessaires a la croissance bactérienne.
simples v" Interaction avec les lipides et protéines membranaires entrainant
ainsi la déstabilisation de la membrane menant a la mort cellulaire
Flavonoides v Perturbation de la membrane
v" Inactive les enzymes
v" Inhibition de ’ADN et de I’ARN ainsi la synthése protéique
v"Inhibition des facteurs de virulence tel que les adhésines
Tanins v’ Perturbation de la membrane
v"Inhibition des enzymes microbienne extracellulaires
v' Liaison aux protéines
v Liaisons aux adhésines
Les v' Interaction avec I’ADN eucaryote (activité antivirale)
coumarines

4.1.2 Description des espéces bactériennes utilisées
» Escherichia coli

Bactérie a Gram négatif, de forme non sporulée, de type aérobie facultative,

généralement mobile, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um
(Steven et al., 2004).

Les bactéries appartenant a I’espéce E. coli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux. Certains souches
sont virulentes, capables de déclencher des infections spontanées des voies digestifs et
urinaire ou bien des méningites neo-natales (Parcival, 2004).

» Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci a Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um. Elles sont
regroupees en diplocogques ou en petits amas (grappe de raisin). Ce type de bactéries sont
immobiles, asporulées habituellement sans capsules.

Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de
blessures, endocardites aigue, intoxication alimentaire (Dworkin et Falkow, 2006).
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» Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles a Gram négatif, de forme non sporulée, ces bacilles sont de 1,5 a 3
um de long et 0,5 a 0,8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type polaire
monotriche.

p. aeruginosa est responsable de 10% de I’ensemble des infections nosocomiales,
occupent le 3°™ rang aprés E. coli et S. aureus, mais le 1 rang pour les infections
pulmonaires basses et le 3¥™ rang pour les infections urinaires (Richard et Kiredjian, 1995).

> Bacillus cereus

Ce sont des bacilles & Gram positif, aérobies ou anaérobies facultatifs et sporulent. Les
especes du groupe Bacillus cereus sont caractérisées par une température optimale de
croissance de 30-37°C mais elles sont capables de croitre de 4°C a 50°C selon les especes.
Ces caractéristiques les rendent particulierement résistantes a la chaleur, le froid, la
déshydratation et 1’action des désinfectants.

Les souches du groupe Bacillus Cereus peuvent étre a 1’origine de maladies humaines.

Les produits alimentaires contaminés par cette souche est plus précisément par leur toxines,
ont étés incriminées dans des toxi-infections alimentaires (Guiebretiere et al., 2013).

5. Autres activités biologiques
5.1 Propriétés vasculo-protectrices et veinotoniques

Les flavonoides agissent sur les vaisseaux sanguins en diminuant leur perméabilité et
en renforcant leur résistance, ce qui permet de maintenir une perméabilité vasculaire normale
(Bruneton., 2009).

5.2 Propriétés antiallergiques

Les flavonoides peuvent inhiber les enzymes qui favorisent la libération d’histamine a
partir des mastocytes et des basophiles (Bruneton., 2009).

Le tableau récapitule les effets biologiques des polyphénols rapportés par la littérature
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Tableau IX: Activités biologiques de quelques composes phénoliques.

Composés Activité biologique
phénoligues
Acides phénols Antioxydante, antifongique, antibactérienne (Robertis.,
1989).
Flavonoides Antioxydante, anti-inflammatoire, antiallergique,

antitumorale, anticarcinogéne, antiulcéreuse, antivirale,
antimicrobienne
et effet hypotenseur et diurétique (Link et al., 2010).

Coumarines Antioxydante, anticoagulante, protectrice vasculaire
(Akroum., 2011).
Tanins Antioxydante, antidiarrhéique, antiseptique,
vasoconstricteur et effet stabilisant sur le collagene (Dadi
P K., 2009).
Lignanes Anti-inflammatoire et analgesique (Lenor., 2011).
Anthocyanes Antioxydante et protectrice capillaro-veineuse

(Bruneton., 2009).

23



Parties Il
Partie expérimental



Materiels et methodes



Matériel et méthodes

l. Matériels et méthodes

La partie expérimentale de notre étude a été réalisée au sein du laboratoire de
recherche de biochimie analytique et biotechnologie (LABAB) du département de biologie,
faculté des sciences biologiques et agronomiques de 'universit¢ Mouloud Mammeri, Tizi
Ouzou. Elle s’est déroulée entre mars et mai 2019. L’objectif de notre travail expérimental
est la détermination de la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait aqueux de Malva sylvestris
L. ainsi que la mise en évidence de son activité antioxydante et antibactérienne.

Le Protocol de notre expérience est schematisé dans la figure suivante:

Matériel végétal (feuilles)

Extraction aqueuse

Etudes phytochimique Etude des activités biologiques
Dosage des Polyphénols Activité antioxydante Activité antimicrobienne
totaux
Met,h()_de Test FRAP Test TAC Détermination de la (CMI)
colorimétrique au

Folin-Ciocalteu

Figure 12: Schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux. FRAP (pouvoir réducteur
ferrique), TAC (capacité antioxydante total), CMI (concentration minimale inhibitrice).
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1. Matériel
1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de feuilles de Malva sylvestris L. qui ont étés récoltées
au mois de fevrier 2019 dans la région de Larbaa Nath Irathen, dans la Wilaya de tizi-Ouzou.
Le choix de la zone d’échantillonnage est justifier par son éloignement de la pollution et ceci
pour écarter toute modification dans la composition chimique de 1’extrait.

1.2 Souches bactériennes

Les souches utilisées sont des souches de référence de 1’American type collection (ATCC),
fournies par Mr Moualek.

1.3 Reactifs et solutions

» Eau distillée;
Folin Ciocalteu;
Tampon Phosphate (0.2M, pH 6.6);
ferricyanure de potassium a 1%;
Chlorure Ferrigue;
Acide Trichloracétique (TCA) a 10%;
Acide sulfurique a 0.6mM;
Phosphate de Sodium 28mM;
Molybdate d’Ammonium;
Acide Gallique; et acide ascorbique
Milieu Mueller Hinton;
Bouillon BHIB;
Antibiotique (Gentamicine 10ug).

VVVVVVVYYVVYYVYYVYY

1.4 Appareillage

» Spectrophotomeétre UV-visible (UV-9200) (Royaume unie);
> Centrifugeuse réfrigérée (Sigma 4-16 K) (Allemagne);

> Bain marie

» Etuve (Mammert) (Allemagne);

> Balance de preécision (KERN & Sohn) (Allemagne);

» Lyophilisateur (CHRIST alpha I-2) (Allemagne);

» Agitateur magnétique (Stuart);

» Congélateur a -80° C (nlve bath) (Turquie).

» Autoclave (Wisd) (Allemagne).
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2. Méthodes
2.1 Séchage et broyage du matériel végétal

Apres la récolte, les feuilles sont triées puis lavées a I’eau distillée et enfin séchées a
I’air libre pendant environ 10 jours, jusqu’a obtention d’un poids sec constant. Par la suite
celles-ci sont broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a obtention d’une poudre fine
(figure 13).

La poudre a été conservée dans des flacons et stockée a I’abri de la lumicre et de
I’humidité jusqu’a utilisation ultérieur.

Figure 13: Malva sylvestris L. sous forme séchée (A) et broyée (B) (Photo personnelle).

2.2 Préparation de ’extrait aqueux

L’extraction se fait par macération qui consiste a laisser la poudre des feuilles de Malva
sylvestris L. en contacte avec le solvant (eau distillée) pendant 24 heures afin d’extraire les
composés biologiques actifs.

Dans ce travail, nous avons procédé a une extraction aqueuse ou Vingt grammes (20gr)
de poudre fine ont été ajouté a 280mL d’ecau distillée pendant 24 heures a température
ambiante sous agitation continue.

Par la suite, le macéra obtenu est filtré plusieurs fois a 1’aide d’une passoire et papier
Wattman n°1 puis centrifuger a 2000 tours/min & 4° C afin d’éliminer la mati¢re végétale et
obtenir un liquide clair et homogene.

Le filtrat obtenu a été réparti dans cing cristallisoirs destinés a la congélation a -80°C
pendant 24 heures. Apres congélation le filtrat est lyophilise.

Le lyophilisat collecté est stocké dans des flacons hermétiquement scellés a +4°C a 1’abri
de la lumiére et de I’humidité. La figure suivant illustre les différentes étapes de I’extraction
aqueuse de la plante étudiée.
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Matériel végétal

Feuilles de Malva svlvestris

' Nettoyage |
N o o - J
! Séchage |
N o o o - J
| Broyage .

J

Extrait aqueux sec
lyophilisé

Figure 14: Schéma récapitulatif de I’extraction aqueuse de Malva sylvestris L.
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2.3 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage (%) par apport a la masse initiale de la plante soumise a
I’extraction. Il est calculé suivant la formule présentée ci-dessous :

R(%)= (M ext/M éch) X 100

R est le rendement en %

M ext est la masse de 1’extrait aprés évaporation en mg.

M éch est la masse de la matiére seche végétale en mg.
2.4 Dosage des Polyphénols totaux (PPT)

La teneur en polyphénols de notre extrait est déterminée par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique au Folin Ciocalteu mise au point par Singleton et Rossi en 1965.

On mélange 200 pl de notre extrait ou d’acide gallique a une concentration de 100 pl/mg
a Iml du réactif Folin Ciocalteu dilué au dixieme (1/10). Aprés 4min, 800 ul de carbonate de
sodium (Na.COz) sont ajoutées a fin de stabilisé la réaction. Enfin le mélange réactionnel est
mis a incuber a I’abri de la lumiére pendant 45min.

Une réaction d’oxydoréduction se fait entre le réactif de Folin et les polyphénols présents
dans le milieu réactionnel, cette réaction se traduit par une coloration bleue qui est
proportionnelle a la quantité des polyphénols totaux présents dans cet extrait.

Le complexe coloré est alors quantifié par la lecture de son absorbance (DO) a une
longueur d’onde de 760nm.

La teneur en polyphénols est déduite par extrapolation a partie de la droite d’étalonnage
établie a 1’aide d’une solution référence (Acide Gallique) a des concentrations allant de 10 a
100 pg/ml. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg EAG/g).

La figure (15) récapitule les différentes étapes du protocole appliqué pour le dosage des
polyphénols totaux.
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200 pl d’extrait ou 1 ml de Folin-Ciocalteu
Pacide gatiique a 100 | I | | i au 1710 éme

ug/ml

G

Apres 4 min

_ 800 pl de Na,Coza 75
pg/ml

=) =

Incubation 45 min a T°
ambiante + obscurité

8

[ Lecture des DO a 760 nm ]

Figurel5: Schéma récapulatif du protocole de dosage des polyphénols totaux

Figure 16: Gamme de dosage des polyphénols totaux (photo personnelle)
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2.5 Activité antioxydante
2.5.1 Détermination du pouvoir réducteur ferrique (FRAP)

La détermination du pouvoir réducteur de I’extrait est réalisée selon la méthode décrite
par Chew et al (2009). Ce test est basé sur la réduction des ions ferriques (Fe*™®) qui sont
présents dans le composé KsFe(CN) 6 en ions ferreux (Fe*?) en présence d’un antioxydant qui
possede le pouvoir de céder des électrons.

Pour cela, une gamme de concentrations de I’extrait ou de la vitamine C est réalisée
(37.5ug/ml, 75pg/ml, 150ug/ml, 300upg/ml, 600ug/ml) a chaque concentration est ajouté
400ul de tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) et 400ul de ferricyanure de potassium a 1%. Apres
agitation le milieu réactionnel est incubé a 50°C.

Apres incubation 400ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés au milieu
réactionnel précédent. Le mélange est centrifugé a 3000tr/m pendant 10 minutes apres
centrifugation une quantité de 400ul du surnagent de chaque dilution est mélangé avec 400ul
d’eau distillée et 80ul de chlorure ferrique a 1%. L’acide ascorbique est utilis¢é comme
standard. L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 700nm.

400ul d’extrait ou acide ascorbique ‘

!

400ul d’extrait ou acide _ 400p! du tampon phosphate
ascorbique ‘ (0.2M, pH 6.6)

=
(@]
c
o
2.
o
>
Q-
a
o
<)
O
©
@D
>
o
QD
>
—
N
o
3.
>

400ul du trichloracétique ‘
(TCA) a 10%

i i Centrifugation a 3000t/mn i

Figure 17: Schéma récapitulatif du test de détermination du pouvoir réducteur (FRAP)

(Chew et al., 2009)
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2.5.2 Evaluation de la capacité antioxydante totale (TAC)

La détermination du pouvoir antioxydant de notre extrait est réalisée par la méthode de
réduction du phosphomolybdate selon le protocole de Prieto et al (1999). La réaction est
caractérisée par la formation d’un complexe vert.

Pour cela, une gamme de concentration allant de 37.5 ug/ml a 1200 pg/ml est réalisée.
Par la suite on prépare une solution réactionnelle (0.6mM de I’acide sulfurique, 28mM de
phosphate de sodium et 4mM de molybdate d’ammonium) dont 1ml est mélangé avec 0.1ml
de chacune des dilutions précédentes.

Le mélange est incubé a 95°C pendant 90min. L’absorbance est mesurée a une
longueur d’onde de 695nm aprés refroidissement a température ambiante et a 1’abri de la
lumiére.

Dans ce test nous avons utilisé 1’acide ascorbique comme molécule de référence.

Qlubdeextait o 1ml du réactif réactionnel
I’acide ascorbique ‘ _

Figure 18: Schéma récapitulatif du test de I’activité antioxydante totale (TAC)

(Prieto et al., 1999)
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2.6 Activité antibactérienne

2.6.1 Souches bactériennes

L’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de Malva Sylvestris L. a été évalue et
décrite par Fallah et al (2008) vis-a-vis les souches suivantes:

# Escherichia coli ATTC 25922 } R

_ 1

¢ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 :L Gram |
Bacillus cereus ATCC 10876 ) _G_r _n_f: O

¢ Staphylococcus aureus ATCC 43300 L _? !

Les souches bactériennes sont préalablement revivifiées en milieu BHIB pendant 24
heures a 37°C. Puis isolées en colonies sur milieu Mueller Hinton par la méthode des stries;
suivie d’une incubation pendant 24heures a 37°C sur ce méme milieu.

Pour réaliser une suspension standardisée dans 1I’ecau physiologique; plusieurs colonies
sont prélevées et misent en suspension dans de I’eau physiologique avec une densité optique
comprise entre 0.08 et 0.1 a 620 nm.

A partir de cet inoculum, de nouvelles boites sont ensemencées par écouvillonnage sur
milieu (MH). Par la suite des disques stériles de papier wattman sont déposés a la surface des
boites puis chargés par 15ul d’extrait aqueux avec la concentration de 600mg/ml.

Dans cette étape nous avons utilisé¢ deux controles, I’'un est un contrdle négatif (disque
imprégné d’eau distillée), I’autre est un contrdle positif (gentamicine 10ug / disque).

Les boites de pétris sont prés incubées sur la paillasse a tempeérature ambiante pendant
environs 20 minutes pour la diffusion de I’extrait, puis I’incubation proprement dite se fait a
37°C pendant 24 heures.

Les résultats enregistrés exprimes en millimetre, correspondent aux diametres des
zones d’inhibition produites autours des disques (Annexe 1).

2.6.2 Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La détermination des concentrations minimales inhibitrices est réalisée sur milieu
solide (MH) (Dzomba et Mchanyereyi, 2012) pour les souches bactériennes sensibles a
I’extrait.

L’inoculum bactérien est réalis¢ dans 1’eau physiologique avec une densité optique
entre 0.08 et 0.10 a 620nm; une série de délutions de 1’extrait est réalisée dans 1’cau distillée
stérile.
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Une série de disque imbibé par des concentrations décroissantes de 1’extrait (15pul/
disque) sont disposés a la surface des boites de pétri préalablement ensemencées par
I’inoculum bactérien, laissées environ 20 minutes sur paillasse pour une prédifusion de
I’extrait puis incubé a 37°C pendant 24 heures.

La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus petite concentration
d’extrait qui inhibe la croissance de la culture bactérienne.
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1. Résultats et discussions
1. Rendement de I’extrait

L’extraction aqueuse nous a permis d’extraire des molécules a haute valeur
biologique. Ces derniéres se trouvent dissoutes dans I’eau (solvant) et sont récupérées par
lyophilisation

Le rendement correspond a la masse d’extrait apres lyophilisation. 1l se rapporte a la
masse initiale de I’échantillon soumis a 1’extraction et est exprimé en pourcentage.

Dans notre travail le rendement a été détermine a 13.67%. Ce résultat est inférieur a
celui obtenu par Jardat et al (2015) qui ont obtenus par macération de la méme plante un
rendement de 1’ordre de 42%. Par contre il est supérieur a celui de I’extrait hexanique qui
estimé a 1.64%.

Les variations des rendements au sein d’une plante, semblent étre liées a différents
facteurs, comme les propriétés génétiques de la plante et son origine géographique, aux
conditions et a la durée de stockage, a la période de la récolte et aussi aux méthodes
d’extraction appliquées.

2. Résultats de I’étude quantitative
2.1 dosage des polyphénols totaux (PPT)

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de I’extrait aqueux des feuilles de
Malva Sylvestris L. a été réalisée selon la méthode décrite par Singleton et Rossi en 1965
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La coloration bleue obtenue est proportionnelle a la
quantité de PPT présents dans 1’extrait végétal. Celle-ci est appréciée par la lecture a la
longueur d’onde a 760 nm. La courbe ci-dessous montre une linéarité de 1’absorbance en
fonction des concentrations.

La quantité des polyphénols totaux de I’extrait de 1’espéce Malva Sylvestris L. est
calculée a partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage (y=0.007x+0.009,
R?=0.998) (figure 18). Celle-ci est exprimée en mg équivalent d’acide gallique (EAG)/g
d’extrait sec (ES) (mg EAG/g ES).
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0,9 - y =0,0077x + 0,0096
0,8 - R2=0,9987

Absorbance a 760nm

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentrations de 'acide gallique pg/ml

Figure 19: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

L’extrait aqueux de feuilles de Malva sylvestris L. se caractérise par une teneur en
polyphénols totaux de 153.02 + 2.88 mg EAG/g MS. Ce résultat est plus important que celui
obtenu par Baghdad et al. (2014) qui ont trouvés un taux de 24.123+0.718 mg EAG/g
d’extrait.

Le profil phénolique des extraits des plantes peut varier sous I’influence de divers
facteurs parmi lesquels: la variété, le climat, la localisation géographique, les différentes
maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité ainsi que la température et la nature du
solvant d’extraction (Conde et al., 2009; Sousa et al., 2008).

2.2 Réduction du fer (FRAP)

La détermination du pouvoir réducteur de 1’extrait des feuilles de Malva sylvestris L. se
fait selon la méthode de CHEW et al (2009). Elle consiste en la mesure de 1’augmentation de
la DO de la couleur bleue vert issue de la réduction du complexe Fe3* dans le milieu
réactionnel a 700 nm.

Les résultats obtenus illustrés en (figure 19) montrent que le pouvoir réducteur présente
une augmentation proportionnelle a la concentration de I’extrait. En comparant les résultats
obtenus pour I’extrait a ceux de 1’acide ascorbique qui est un composé réducteur par
excellence, utilisé comme standard, nous remarquons que ce dernier présente un pouvoir
réducteur plus important.
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Figure 20: Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique et de I’extrait aqueux de Malva Sylvestris
L.

Les résultats obtenus indiquent une variation dose dépendante de I’absorbance donc du
pouvoir réducteur de 1’échantillon et du standard. Celle-ci passe respectivement de 0.512 &4 2.5
(20.48% a 100%) et de 0.085 a4 0.375 (3.4 a 15%) pour ’acide ascorbique et 1’extrait de
feuilles de Malva sylvestris L.

Les résultats obtenus montrent également que le pouvoir réducteurs de I’extrait aqueux
des feuilles de Malva sylvestris L. reste nettement inferieur a celui obtenu avec 1’acide
ascorbique. Selon Gilgun et al., (2004) le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme
indicateur significatif de son potentiel antioxydant et justifie ainsi son étude dans de
nombreuses études.

Le pouvoir réducteur de cet extrait est probablement dd a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron. Par
conséquence, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des
oxydants.

Les résultats du test FRAP de la présente étude (15%) a la concentration de 600 pg/ ml
est supérieur a celui obtenus par Bougandoura et Bendimerad en 2013 ont utilisant 1’extrait
méthanolique de feuilles de Satureja calamintha ssp. ayant révélé un pouvoir réducteur
(4.64%) a la méme concentration relativement faible comparativement a celui de 1’acide
ascorbique.
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2.3 Capacité antioxydante totale (TAC)

Les histogrammes de la figure 20 représentent les variations de la capacité antioxydante
totale exprimée en pourcentage de I’extrait aqueux de Malva sylvestris L. ainsi que celle de
I’acide ascorbique qui a été utilis€ comme composé de référence, 1’activité antioxydante totale
de ce dernier varie de 6.4% a 100% pour les concentrations allant de 37.5 pg/ml a 600 pg/ml.
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Figure 21: Capacité antioxydante totale de I’acide ascorbique et de I’extrait aqueux de Malva
sylvestris L.

Les résultats obtenus montrent que ’activité antioxydante totale de I’extrait aqueux de
Malva sylvestris L. passe de 2% a 9%.

Il ressort de nos résultats que 1’activité antioxydante de notre extrait aqueux est faible
par rapport a celle exprimée par 1’acide ascorbique.

La capacité antioxydante totale de notre extrait aqueux de Malva sylvestris L. est
nettement plus faible comparativement a I’IC50 enregistré pour les feuilles de Ficus
Benghalensis (31.48 +0.12 pug/ml) (Yadav et al., 2011).

A notre connaissance et selon les articles consultés, aucune étude n’a été réalisée sur
I’activité antioxydante totale de 1’extrait aqueux des feuilles de Malva sylvestris L. Pour cela,
il est difficile de comparer nos resultats.

2.4 Activité antibactérienne

De nombreuses études in vitro menées sur le potentiel antibactérien des composes
phénolique les ont confirmés comme agent antimicrobiennes contre un grand nombre de
microorganismes pathogenes avec des spectres d’activité différents.

L’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux des feuilles de Malva sylvestris L. a été
¢évaluée a I’aide de la méthode de diffusion sur gélose (MH). La sensibilité des souches qu’on
a testées se traduit par 1’apparition de zones d’inhibition.
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Dans notre étude nous pouvons scinder les bactéries de références en deux groupes
égaux en nombre. Les bactéries a Gram négatif dont fait partie: Escherichia coli ATCC 25922
et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et les bactéries a Gram positifs dont fait partie:
Bacillus cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 43300.

La lecture de ces résultats se fait par la mesure de diametre des zones d’inhibition
autour de chaque disque imprégné par 15ul de I’extrait aqueux.

Tableau X: Diamétres des zones d’inhibition.

Souches Antibiotique Extrait agueux
Gentamycine
10ug
Escherichia coli ATCC 25922 34.1+£0.05 0
Gram(-)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 305+£0.1 15+0.6
Bacillus cereus ATCC 10876 29.3+04 143+0,5
Gram(+)
Staphylococcus aureus ATCC 43300 31.3+£0.26 12.3£ 0,6

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau X, ’extrait aqueux de feuilles de Malva
sylvestris L. présente une activité antibactérienne vis-a-vis de la majorité des bactéries testées.
L’analyse de ces résultats montre un effet de cet extrait sur Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Bacillus cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 43300 avec des
diameétres des zones d’inhibition qui varient de 12.3£0.6 a 15+0.5mm. En effet, ’absence
d’une zone d’inhibition dans les boites ensemencées avec Escherichia coli ATCC 25922
traduit leur résistance a ’extrait étudie.

» Le diamétre d’inhibition de 14.3mm obtenu pour Bacillus cereus ATCC 10876 est
supérieur a celui obtenu par Moualek et al en 2016 qui ont trouver un diametre
d’inhibition de 13.8mm pour la méme souche en utilisant ’extrait aqueux des feuilles
de Arbutus unedo.

» Pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 le diamétre d’inhibition qu’on a obtenu 15mm
est proche de celui obtenu par Mahasneh en 2002 pour I’extrait aqueux de Capparis
spinosa avec un diamétre d’inhibition de 13 mm mais reste supérieur de résultat obtenu
par Miguel et al., 2014 sur I’extrait aqueux de Arbutus unedo avec un diamétre de 11 mm.

» En ce qui concerne Staphylococcus aureus ATCC 43300 les résultats qu’on a obtenus
12.3 mm est supérieur par apport aux résultats obtenus en 2011 par Orak et al sur
I’extrait aqueux des feuilles d’arbutus unedo (10.5mm) et avec 1’extrait aqueux de
feuilles de Morinda morindoides, Ouattara et al., 2013 ont trouvées un diamétre de 13
mm.
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Résultats et discussions

La variation des diamétres des zones d’inhibitions est peut étre impactée par les
microorganisme, la plante et le potentiel antibactérien des substances bioactif de I’extrait dont
plusieurs étude affirment que ’activité antimicrobiennes est fortement liée aux teneurs et a la
composition de I’extrait en composés phénoliques, elle 1’est aussi influencer par la capacité de
diffusion dans le milieu gélosé (Carneiro et al., 2008).

2.4.1 Détermination de la CMI

La concentration minimal inhibitrice ou CMI est la plus petite concentration de 1’agent
antibactérien suffisante pour inhiber, in vitro, la croissance d’une souche bactérienne. Elle
renseigne sur le potentiel bactériostatique de 1’agent antibactérien utilisé. La CMI de 1’extrait
vis-a-vis d’une souche donnée sera donc la plus petite des concentrations ne montrant aucune
croissance visible de germes.

Tableau XI: Les valeurs de la CMI de I’extrait vis-a-vis des souches testées.

Souche CMI mg/mi
Escherichia coli ATCC 25922 0
Gram-
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1.4+£03
Bacillus cereus ATCC 10876 1.7+£0,6
Gram+
Staphylococcus aureus ATCC 43300 29+0,3

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés par la littérature reste difficile en
raison de plusieurs variables comme la technique utilisée, la quantité et la concentration
d’extrait appliquée sur les disques. De plus, I’évaluation de ces derniers en termes de
sensibilité et de résistance des souches reste impossible, car il n’existe pas de norme a I’image
de celle utilisé pour les antibiogrammes.
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Conclusion et perspectives

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 synthese de nouvelles substances bioactives.

Dans cet axe I’objectif de notre étude est I’évaluation des propriétés antioxydante et
antibactérienne de 1’extrait aqueux des feuilles de Malva sylvestris L. utilisées dans la
pharmacopée traditionnelle pour traitement de plusieurs maladies.

Dans la premicre partie, la quantification des polyphénols totaux (PPT) de I’extrait
aqueux des feuilles de Malva sylvestris L. par le test colorimétrique de Folin- Ciocalteu nous
montre que cet extrait est caractérisé par des teneurs élevées en PPT, évalués a un taux de
153.02+ 2.88 mg EAG/g de matiére séche.

Dans la deuxiéme partie, nous sommes intéressés par I’étude des propriétés
antioxydante et antibactérienne de I’extrait aqueux de la grande mauve.

Le potentiel antioxydant a été confirmé par les méthodes de réduction de
phosphomolybdate (TAC: Total Antioxidant Capacity) et celle de réduction des ions ferriques
(FRAP: Ferric ion Reducting Antioxydant Parameter), ces testes ont montré que 1’extrait
aqueux de I’espéce Malva sylvestris L. présente une activité antioxydante a la concentration
de 600 pg/ml et qui estimée a 9% par apport a celle de I’acide ascorbique qui est de 100% a la
méme concentration.

Au cours de cette étude nous avons réalisé un test antibactérien vis-a-vis 4 bactéries a
Gram — et Gram +, selon la méthode de diffusion sur gélose Muller Hinton. Les résultats
d’évaluation de I’effet antibactérien des polyphénols totaux de feuilles de Malva sylvestris L.
a permis d’affermer que I’extrait a un effet inhibiteur vis-a-vis de trois souches Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus cereus (ATCC 10876), Staphylococcus aureus (ATCC
43300), avec des diametres des zones d’inhibition qui varient de 12.3+0.6 a 15+0.5mm.

Pour mieux cerner D’effet thérapeutique de cette plante, de nombreuses perspectives
peuvent étre envisagées:

v" Identifier les classes de composés phénoliques impliquées dans les activités
étudiées.

v Appliquer d’autres tests antioxydants tels que le test de piégeage des radicaux

libres (DPPH) pour avoir une indication plus affinée sur la capacité

antioxydante de cette plante.

Orienter la recherche vers d’autre parties de la plante (tiges, feuilles, etc.).

Evalue la toxicité de 1’extrait natif et traité.

Elargir la gamme des microorganismes cibles.

Evaluer les doses minimales bioactives pour chaque fraction de 1’extrait étudié.

ASRNENEN
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Annexes




Annexe 1: Photographie des zones d’inhibitions obtenues par 1’extraits aqueux de Malva
sylvestris L. vis-a-vis (A): Staphylococcus aureus, (B): Pseudomonas aeruginosa, (C):
Bacillus cereus, (D): Escherichia coli.







Résumé

Malva sylvestris L. appartenant a la famille des malvaceae, cette espéce connue sous le
nom «grande mauve», est tres répondue en Algérie largement utilisées en médecine
traditionnelle pour le traitement de plusieurs pathologies. Dans le cadre de la découverte de
nouvelles substances bioactives, nous nous sommes intéressés dans ce travail a 1’évaluation de
I’activité antioxydante et antimicrobienne de I’extrait aqueux des feuilles de Malva sylvestris

L’estimation quantitative des polyphénols totaux (PPT) par la méthode colorimétrique
a montré que 1’extrait aqueux est caractérisé par des teneurs remarquablement élevées en PTT
(153.02+2.88 mg EAG/mg MS). L’évaluation de l'activité¢ antioxydante par la méthode de
FRAP et TAC a montré que I’extrait aqueux de feuilles de Malva sylvestris L. présente une
activité maximale a la concentration de 600ug/ml, et qui est estimé de 15% comparativement
a celle de I’acide ascorbique qui est de 100% a la méme concentration.

L’activité antimicrobienne a ¢été¢ déterminée sur quatre souches bactériennes (deux
Gram + et deux Gram-) selon la méthode de diffusion sur milieu solide. L’extrait a manifesté
un effet inhibiteur sur 3 souches bactériennes. Les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 est de 1.4 + 0.3 mg/ ml, 1.7 £ 0,6mg/ml
pour Bacillus cereus ATCC 10876, et 2.9 = 0,3 mg/ ml pour Staphylococcus aureus ATCC
43300.

Mots clés: Malva sylvestris L., extrait aqueux, polyphénols totaux, activité
antioxydante, activité antibactérienne.

Abstract

Malva sylvestris L. belonging to the family Malvaceae, this species known under the
name "great mauve", is very responsive in Algeria widely used in traditional medicine for the
treatment of several pathologies. In the context of the discovery of new bioactive substances,
we are interested in this work to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of the
aqueous extract of Malva sylvestris leaves.

Quantitative estimation of total polyphenols (PPT) by the colorimetric method showed
that the aqueous extract is characterized by remarkably high levels of PTT (153.02 + 2.88 mg
EAG / mg MS). The evaluation of the antioxidant activity by the method of FRAP and TAC
has shown that the aqueous leaf extract of Malva sylvestris L. has a maximum activity at a
concentration of 600 pug / ml, which is estimated at 15% compared to that of ascorbic acid
which is 100% at the same concentration.

The antimicrobial activity was determined on four bacterial strains (two Gram + and
two Gram-) according to the solid medium diffusion method. The extract showed an
inhibitory effect on 3 bacterial strains. The minimum inhibitory concentrations (MIC) for
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 are 1.4 £ 0.3 mg / ml, 1.7 + 0.6 mg / ml for Bacillus
cereus ATCC 10876, and 2.9 + 0.3 mg / ml for Staphylococcus aurous ATCC 43300

Key words: Malva sylvestris L., aqueous extract, total polyphenols, antioxidant activity,
antibacterial activity




