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Résumé en francais

Ce mémoire s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de 1’activité antioxydante d’une
plante médicinale Malva sylvestris L. appartenant a la famille des malvacées et populairement
connue sous le nom de "Khobeiza” récoltée dans la région de Ain Fezza, Tlemcen.

Le pouvoir antioxydant de Malva sylvestris L. a été évalué in vitro par la méthode du
pouvoir réducteur du fer (FRAP), dont nous avons préparé deux extraits a partir de la partie
aérienne séchée et broyée. L’extraction se fait par décoction du matériel végétal dans un
mélange eau-acétone (ou eau-éthanol) a 30/70 pendant 30min. Les extraits sont ensuite
récupérés, évaporés, sechés et conserveé afin de tester leur pouvoir réducteur du fer.

L’extrait hydroacétonique avec une ECso = 0,92 mg/ml, présente un potentiel
antioxydant remarquable par rapport a 1’extrait hydroéthanolique ou ECso = 1,30 mg/ml.

Ce travail confirme que Malva sylvestris est une plante douées d’un pouvoir médicinal
et ouvre des nouvelles perspectives contribuant a la recherche des autres composés bioactifs
dont il faut tirer le maximum de profit afin de développer des nouvelles substances ayant des
propriétés thérapeutiques.

Mots clés : Malva sylvestris, activité antioxydante, FRAP.



Résumé en anglais

The aim of these work is the evaluation of the antioxidant activity of a medicinal plant
Malva sylvestris L. belonging to the Malvaceae family and popularly known as "Khobeiza”
collected in the region of Ain Fezza, Tlemcen.

The antioxidant power of Malva sylvestris L. was evaluated in vitro by the iron
reducing power method (FRAP), of which we prepared two extracts from the dried and
ground aerial part. The extraction is done by decoction of the plant material in a water-
acetone (or water-ethanol) mixture at 30/70 for 30min. The extracts are then recovered,
evaporated, dried and stored in order to test their reducing power of iron.

The hydroacetanic extract with an ECso = 0.92 mg / ml, exhibits remarkable
antioxidant potential compared to the hydroethanolic extract where ECso = 1.30 mg / ml.

This work confirms that Malva sylvestris is a plant endowed with medicinal power
and opens up new perspectives contributing to the search for other bioactive compounds
which must be taken advantage of in order to develop new substances with properties
therapeutic.

Key words: Malva sylvestris L., antioxidant activity, FRAP.
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INTRODUCTION

L'utilisation des plantes et leurs produits a des fins thérapeutiques pour guerir diverses
maladies est connue sous le nom de la phytothérapie, qui est considérée comme faisant partie
de la médecine populaire ou traditionnelle. Pendant de nombreux siécles, le traitement par des
plantes médicinales était la seule ressource disponible pour de nombreux groupes ethniques,
et méme de nos jours, les plantes sont encore plus utilisées en médecine traditionnelle pour

traiter, soulager ou prévenir de nombreuses maladies (Gasparetto et al., 2011).

Ces maladies sont a I’origine du stress oxydatif qui se manifeste par une production

excessive des espéces réactives d’oxygéne (ERO) (Valko et al., 2006).

Cependant, I’état d’un stress oxydatif peut s’amplifier par différents mécanismes
physio-pathologiques (inflammation, activité sportive...) ou facteurs environnementaux
(tabac, alcool, médicament, rayons gamma ou ultra-violets...) créant un déséquilibre de la

balance prooxydant/antioxydant (Garait, 2006).

En effet I’organisme posséde ses propres moyens de défenses lui permettant de lutter
contre ces especes radicalaires (Koechlin-Ramontxo, 2006). Les plantes renferment de
nombreux antioxydants qui sont qualifiés de métabolites secondaires. Ces composés
présentent plusieurs propriétés pharmacologiques et thérapeutiques (anti-inflammatoires,

anticancérigenes, anti-thrombiques, anti pyrétiques, analgésiques, etc.) (Muanda, 2010).

L’Algérie constitue un excellent territoire de recherche par sa grande diversité

d’especes végétales, et qui représentent le principal moyen par lequel les individus se soignent

(Badiaga, 2011).

Le présent travail est consacré a 1’étude de I’activité antioxydante de la partie aérienne
de la plante Malva Sylvestris L. Elle est commune dans toute I'Algérie et appartient a la

famille des Malvacées.

Notre étude s’intéresse donc a la recherche du pouvoir antioxydant des extraits de
Malva sylvestris. Précisément des extraits eau-acétonique et eau-éthanolique issus de la partie

aerienne de cette plante par décoction.

En raison de la situation sanitaire liée au COVID-19, nous avons réalisé que la
technique de FRAP et cela au sein du laboratoire de recherche sur les substances naturelles et
bioactives (LASNABIO).
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CHAPITRE 1 Stress oxydatif

1  Stress oxydant

Le dioxygene, I’¢élément principal de divers fonctions vitales, est dot¢ d’un potentiel
oxydant trés élevé, entrainant des agressions biologiques souvent irréversibles pour notre

organisme (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Dans certaines circonstances physiologiques, les cellules développent des stratégies de
défenses antioxydantes (enzymatiques et non enzymatiques) capable de neutraliser les especes

réactives d’oxygenes, créant un équilibre de la balance antioxydants/prooxydants (Beaudeux

et al., 2006).

Lorsque la présence de ces radicaux oxygénés toxiques dépasse la limite de la capacité
antioxydante, il survient le stress oxydant (figure 01), qui provoque des endommagements
cellulaires et tissulaires et donc 1’apparition de nombreuses pathologies associés notamment
au vieillissement (les maladies cardio-vasculaires et neuro-dégénératives, cancer, diabéte...).
(Haleng et al., 2007).

ique
Déséqu'\\'\bre patho\og q

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se

Especes reactives de I'O, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu
Facteurs environnementaux

Oxydant

Antioxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 01 : Mécanisme provoguant un stress oxydant au sein d'une cellule (Burg, 2017)

2 Origine du stress oxydant

Un stress oxydant peut étre li¢ aux divers facteurs d’origine exogéne ou/et endogeéne (Tableau
01) :
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Tableau 01 : Source de stress oxydant endogenes et exogenes (Haleng et al., 2007)

Mode de vie

Tabagisme

Faible consommation en fruits et Iégumes
Alcools

Médicaments

Exposition au soleil

Exercice intense ou mal géré

Environnement

Pollution

Ozone

Amiante

Radiations

Contact avec des substances cancérigéenes

Meécanisme biochimique

Xanthine-oxydase (Ischémie-reperfusion)
Inflammation

Altération de la fonction endothéliale
Surcharge en Fer

Oxydation de I’hémoglobine

Altérations mitochondriales

Biosynthése des prostaglandines
Interventions chirurgicales

(Circulation extra-corporelle, transplantations)

3 Radicaux libres

3.1 Définition
Toutes espéces chimiques contenant un ou plusieurs électrons célibataire (non appariés) sur
leur couche périphérique, ce qui leur confére une certaine instabilité et haute réactivité, avec
une demi-vie courte (Migdal et Serres, 2011). Les radicaux libres (RL) ont tendance a «
oxyder » les molécules qu’il rencontre en leur arrachant un électron pour 1’apparier a ’un de

ses électrons libres. Ces composés deviennent a leur tour instable, initiant une véritable chaine

de peroxydation (Leverve, 2009).
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Il existe deux classes de radicaux libres, les espéces reactives de I'oxygéne (ERO) sont les

radicaux les plus abondants qui regroupent des radicaux qui dérivent de I'oxygéne par des
réductions successives a un électron, et les espéces réactives de I’azote (ERN). Les ERO et
ERN peuvent étre converties en espéces réactives non radicalaires, presentant également une

telle réactivité et peuvent alors étre des précurseurs de radicaux (Tableau 02) (Favier, 2006).

Tableau 02 : Principales especes réactives oxygenées (Sies et al., 2017)

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Especes Réactives d’oxygenes (ERO)

e Anion superoxyde (O2 ™) e Peroxyde d’hydrogéne (H202)

e Radical hydroxyle (OH") e Hydroperoxyde organique (ROOH)
e Radical peroxyl (ROO") e Oxygene singulet (102)

e Radical alkoxyl (RO") e Ozone (03)

Especes Réactives de [’azote (ERN)

e Oxyde nitrique (Monoxyde d’azote) | e Nitrite (NO2")

(NO) e Anion nitroxyl (NO")
e Dioxyde de Nitrogéne (NO>") e Peroxynitrite (ONOO")
e Peroxynitrate (OoNOQO")

3.2 Sources des radicaux libres
Les dérivés actifs de l'oxygene sont produits dans I’organisme par divers processus qui
peuvent avoir lieu au niveau de la mitochondrie ou lors de la phagocytose. Ainsi au cours de
mécanisme de détoxication apres exposition a certaines espéces chimiques ou sous I'effet des
radiations ou en association au métabolisme cellulaire de I'oxygene et aux réactions

d'oxydoréductions (Cerou, 1994).

3.2.1 Source de production endogéne
La naissance des ERO est I’issue des réactions de I’organisme soit enzymatiques ou par auto-

oxydation au cours de métabolisme normal et parfois suite a une stimulation spécifique.

e Chaine respiratoire mitochondriale :
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Lors de la respiration cellulaire, la chaine de transport d'électrons mitochondriale est la source

principale de production des radicaux libres (Figure 02), ceci donne naissance a des

intermédiaires potentiellement réduits dits radicaux primaires ou ERO (Migdal et Serres,

2011 ; Favier, 2003).

Superoxyde
dismutases (Fe® - Cu*)
Oxygine Radical Peroxyde
superoxyde d’hydrogéne
0, = 07 » HO ——
: + e +e (+2H) : + e

Réaction de Fenton Catalase
Glutathion peroxydase

o

Radical
hydroxyd
-OH

+E_(+ H‘) 2

Eau

H O

Figure 02 : Origine des especes réactives de I’oxygeéne (Migdal et Serres, 2011)

e Cellules phagocytaires:

Les cellules phagocytaires constituent un foyer favorable des ERO notamment au niveau des

polynucléaires neutrophiles et des macrophages, la stimulation de ces derniers s’accompagne

d’une accélération de leur consommation en oxygene lors d'un phénomeéne nommé explosion

oxydative qui consiste a l'activation du complexe NADPH oxydase capable de réduire

I’oxygene en anion superoxyde au niveau de la membrane cellulaire (Cerou, 1994 ; Favier,

2003).

NADPH Oxydase

NADPH + 20, ,

NADP* + H" + 202*

¢ Xanthine oxydase (Xanthine oxydoréductase) (XOR) :

La xanthine oxydase est une enzyme homodimere, qui joue un réle clé dans le catabolisme

des purines. Elle engendre I’apparition des ERO lors de I’oxydation de I’hypoxanthine en

xanthine, et de la xanthine en acide urique (Figure 03) (Harrison, 2002).
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Figure 03 : Processus enzymatique catalysé par la xanthine oxydase (Cotelle, 2001)

3.2.2 Source de production exogéne
L'organisme humain est exposé quotidiennement a I'agression de différents agents présents
dans notre environnement, qui ont la capacité de régénérer les ERO. lls peuvent étre des
agents physiques tels que les rayonnements électromagnétiques agissant soit en scindant la
molécule d'eau dans le cas des rayons ionisants de type X ou gamma, soit en activant des
molécules photosensibilisantes lorsqu'il s'agit des rayons ultraviolets ce qui résulte par la suite

la formation des anions superoxydes et de I'oxygeéne singulet (Favier, 2003 ; Lebraud, 2019).

Ainsi des agents chimiques comme les toxines environnementales (Tabac, goudron, polluants
et solvants industriels...), des xénobiotiques (pesticides, herbicides ...) et les médicament
(Antibiotiques, anticancéreux) qui représente une large source exogene des especes
radicalaires (Pincemail et al., 1999 ; Martinez -Cayuela, 1995)

3.3 Les principales espéces réactives de I’oxygénes

Tableau 03 : Molécules médiatrices du stress oxydatif (Sorg, 2004)

Catalyse la réaction Haber-Weil3 par recyclage des ions

Superoxyde 0-0" Fe?* et Cu* ; Formation de peroxyde d’hydrogéne ou
peroxynitrite
Peroxyde Formation des radicaux hydroxyles ; Inactivation
d’hydrogéne HO-OH enzymatique ; oxydation des biomolécules
Radical hydroxyle *OH Abstraction d’hydrogene ; Production de radicaux libres

et de peroxydes lipidiques ; oxydation des thiols
Oxydation de toutes sortes de biomolécules, en particulier

Ozone —0-0"=0 celles contenant des doubles liaisons ; Formation
d’ozonides et d’aldéhydes cytotoxiques
Oxygene singulet 0-0O Réaction avec double liaison, formation de peroxydes ;

décomposition des acides aminés et des nucléotides
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Formation de peroxynitrite ; Réaction avec d’autres
radicaux

Formation de radicaux hydroxyles ; oxydation des thiols
et des groupes aromatiques ; Conversion de la xanthine
déshydrogénase en xanthine oxydase ; oxydation des
biomolécules

Oxydation des groupes aminés et contenant du soufre ;
formation de chlore

Oxyde nitrique *N=0
Peroxynitrite O=N-O-O"
Hypochlorite ClO™

Radicale R

Abstraction d’hydrogéne ; formation des radicaux
peroxyles et d’autres radicaux ; décomposition des lipides
et d’autres biomolécules

Radicale peroxyle R-O-O°

Abstraction de 1’hydrogeéne ; formation des radicaux ;
décomposition des lipides et d’autres biomolécules

Hydroperoxide R-O-OH

Oxydation des biomolécules ; perturbation des
membranes biologiques

lons de cuivre et de Cu®*, Fe®*
fer

Formation de radicaux hydroxyles par les réactions de
Fenton et de Haber-Weil}

3.3.1 L’anion superoxyde (O2™)

L’oxygeéne moléculaire est susceptible de former des espéces réactives d’oxygeéne par une

réduction monovalente progressive pour former I’anion superoxyde (O27), ceci est a ’origine

d’une fuite d’électrons lors d’un transport électronique le long de la chaine respiratoire

mitochondriale notamment au niveau du complexe | et Ill. (Chandel et Budinger, 2007 ;

Koechlin-Ramonatxo, 2006).

O+ —m —» 02~

Cependant, I’O2™ est le moins réactif des ERO en raison de d’une faible constante de vitesse.

Il cible particuliérement le cytochrome ¢ (Fe®"), la vitamine C et la SOD. Il est capable de

reproduire au cours d’une véritable chaines d’oxydoréduction de nombreuses especes

beaucoup plus réactifs (figure 04), il s’agit d’une toxicité indirecte. (Migdal et Serres, 2011).
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Figure 04 : Formation en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir du
radical superoxyde (Koechlin-Ramontxo, 2006)

3.3.2 Le Radical hydroxyle (OH")
Le radical hydroxyle est le plus délétéere des especes radicalaires, il présent une extréme
réactivité. Il est responsable de dommages oxydatives de la plupart des macromolécules
biologiques a travers trois modes d’action : il agit soit en arrachant un électron ou un atome

d’hydrogeéne sur un substrat organique, soit en s’additionnant sur des doubles liaisons

(Migdal et Serres, 2011)
Le radical OH" est produit via I’une des deux réactions suivantes :

- Via la réaction d’Haber-Weiss, le peroxyde d’hydrogeéne réagit avec le radical

superoxyde, aboutissant a la production du radical hydroxyle (Sorg, 2004) :

O2*+H02____ , O2+0OH +O0OH"

- Via la réaction de Fenton, en présence de métaux de transition (Fe?*, Cu®*), La

dégradation de H>O> conduit & la formation du radical hydroxyle (Sorg, 2004) :

Fe?*+ H,0; ——— Fe3*+ OH+ OH"
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3.3.3 Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Le peroxyde d’hydrogene (H202) ou I’hydroperoxydes (ROOH) est I’un des dérivés non
radicalaires, produit a partir du radical superoxyde sous 1’action de la superoxyde dismutase
(SOD), sa stabilité lui confére la capacité de traverser a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule

(Goudable et Favier, 1997).

Superoxyde dismutase
202 * + 2H* » H202+ O2

Cette espece non radicalaire peut également tre produite par d’autres mécanismes, il s’agit de
différents oxydases (NADPH, xanthine, hypoxanthine), particulierement au niveau des

peroxysomes, en présence d’oxygene et d’eau selon les réactions suivantes (Lebraud, 2018) :

Hypoxanthine + H20 + O2 = xanthine + H202

Xanthine + H20 + O2 = acide urique + H202

3.3.4 Oxygene singulet (102)
Un fort apport énergétique a 1’oxygene moléculaire risque de le transformer a un dérivé
singulet qui représente une grande réactivité et instabilité, pouvant oxyder de nombreuses
molécules. Il a une durée de vie treés limitée et il se désactive lorsqu’il est en contact avec les

molécules d'eau en libérant de 1’énergie (Pastre, 2005).

L’oxygene singulet est produit a partir de 1’anion superoxyde selon la réaction suivante
(Pastre, 2005) :

0-O0- ——8 102

4 Les cibles biologiques des agents oxydants

En situation de stress oxydant, le systetme de défense antioxydant n’est plus en mesure de
contrbler la production des ERO ce qui provoque des lésions irréversibles des
macromolécules cellulaires notamment les protéines (carbonylation des protéines), 1’ADN

(oxydation de I’ADN)), les lipides (peroxydation lipidique) (Mougeolle, 2014).
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4.1 Les protéines

Les attaques radiculaires ciblent potentiellement les protéines, en particulier certains acides

aminés soufrés (cystéine, méthionine), basiques (arginine, histidine, lysine) et aromatiques

(phénylalanine, tyrosine, tryptophane) en raison de la sensibilité¢ de leurs groupements

fonctionnels (figure 05), entrainant un repliement protéique incorrect et par conséquent la

perte de leurs propriétés biologiques (Migdal et Serres, 2011 ; Bensakhira, 2018)

Les dommages oxydatifs protéiques peuvent engendrer I’apparition des groupements

carbonylés, des clivages et/ou des modifications de chaines peptidiques, et formation des

ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines.

Certaines protéines oxydées deviennent lipophiles a cause de la suppression de groupements

amines ionisables, ce qui conduit a la formation des agrégations qui s’accumulent dans les

cellules et les tissus (Haleng et al., 2007 ; Favier, 2003).

Metal catalyzed oxidation
Lys - aminoadipic semialdehyde
Pro = glutamic semialdehyde
Arg = glutamic semialdehyde
Thr-=> ketobutyric acid

n—o

\/“‘l

@

O

carbonylation

Trp oxidation
Trp = kynurenine
Trp = N-formyl kynurenine

Advanced glycation end products
Lys, Arg = pyrralines, imidazolones

,a,‘ -

>F
SE

Reactive lipid peroxidation
products

('YS s }alkenals Michael

His =
Lys > adducts

2—
~
P

Protein

Figure 05 : Principales voies des protéines carbonylées (Ouznadji et Desmons, 2020)
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4.2 ADN

La génotoxicité des radicaux libres compromettre sans doute a 1’intégrité du génome (ADN)

qu’il soit nucléique ou mitochondrial (Barouki, 2006 ; Kochelin-Ramontxo, 2006).

Il en résulte cing principaux types de dommages oxydatives induits par les ERO (figure 06) :

e Modifications de bases de I’ADN, tel que la désamination de la cytosine en uracile ou 5-

hydroxyuracile qui s’apparient préférentiellement avec une adénine pendant la réplication,

entrainant une mutation de GC — AT.

e Formation des sites abasiques, suite a une destruction de la liaison entre le désoxyribose et

une base purique ou pyrimidique.

e Formation des adduits intra-caténaires.

e Des pontages ADN-protéines dans les nucléoprotéines.

e Des cassures de brins de I’ADN par arrachement d’un atome d’hydrogéne du 2-

désoxyribose (simple et double brins). (Bensakhira, 2018; Lebraud, 2018).

Toutes ces types d’altération géniques ont un impact considérable sur le dysfonctionnement

au niveau du métabolisme protéique (Kochelin-Ramontxo, 2006). Ainsi une diminution de la

production de I’ATP due au ralentissement de la chaine respiratoire mitochondriale

(Mougeolle, 2015).
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Figure 06 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier, 2003)
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4.3 Les lipides
Les lipides sont les molécules les plus susceptible de subir une agression oxydative

notamment le radical hydroxyle qui cible majoritairement les acides gras polyinsaturés, en
arrachant un atome d’hydrogéne sur les carbones au sein des doubles liaisons lipidiques, cela
conduit a la formation d’un radical diéne conjugué qui sera par la suite oxydé en radical
peroxyle et qui se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras (figure 07), d’ou
vient la dénomination de ce processus "peroxydation oxydative”. Ceci s’implique sur les
lipides circulants aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de densité légere) oxydée,
et les phospholipides membranaires modifiant la fluidité membranaire altérant de ce fait le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux.
(Favier, 2003).

]
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Figure 07 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature
des produits terminaux formés (Favier, 2003)

5 Conséquences biologiques du stress oxydant
Une production modérée des ERO est I’issue de divers processus métaboliques aérobies

essentiels a la régulation et a la signalisation cellulaire (figure 08) (Migdal et Serres, 2011).

A T’inverse une surproduction mitochondriale de ces especes radicalaires engendre le stress

oxydant qui intervient dans de nombreuses pathologies comme facteurs déclenchant ou
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associé, apparaissent particuliérement avec 1’age car le vieillissement affaiblit la défense

antioxydante et augmente les pouvoir pathologiques des ERO (Tableau 02) (Favier, 2003).

Croissance Physiologie

Signal Développement Développement
Inflammation

Adaptation

ADNAARN

Protéines Pathologie
Lipides Vieillissemeant

Sucres

Toxique

Figure 08 : La double vie des ERO : pléiotropie contradictoire et compromis (Barouki, 2006)

Tableau 04 : Quelques pathologies liées au stress oxydant et leurs causes principales

L’Alzheimer

La toxicité d’une protéine dite « béta-amyloide » constructive des
plaques amyloides caractéristique de cette maladie s’avere d’étre a
I’origine des dégits oxydatives altérant la chaine respiratoire
mitochondriales, en particulier les complexes | et IV, ce qui entraine
une production excessive des ERO et une diminution de production
d’énergie dans la cellule (Lebraud, 2018).

Parkinson

Les dommages oxydatifs ont un impact désastreux sur les neurones
dopaminergiques de la substance noire favorisant leur dégénérescence
associée a la présence de corps de Lewy, aboutissant a des troubles
moteurs observé chez les patients atteints de cette maladie (Desport et
Couratier, 2002).

Sclérose Latérale
Amyotrophique
(SLA)

Selon des études, la SLA est déclenché soit suite a une atteinte
excitotoxique due au glutamate induisant des troubles du métabolisme
calcique neuronal, soit a un facteur génétique (mutations du géne codant

pour la superoxyde dismutase de type 1) (Desport et Couratier, 2002).

Athérosclérose

L’oxydation des lipoprotéines de basses densités (LDL) due a une
surproduction d’ERO et de 1’azote par les cellules de la paroi artérielle,
provoque le mécanisme d’athérogenése transformant les monocytes en
cellules spumeuses a 1’origine de la plaque d’athérosclérose (Baeudeux

et al., 2006).




CHAPITRE 1

Stress oxydatif

Diabete

En situation de stress oxydant, plusieurs phénoménes pathogéniques
sont impliqués dans 1’apparition du diabéte :

- L’activation de la voie des polyols.

La production de produits terminaux de glycation.
L’auto-oxydation du glucose

L’activation de la protéine kinase C (PKC) (Haleng et al., 2007).

Les cancers

Le stress oxydant est impliqué également dans la cancérogénese. Il
provoque des dégats oxydatifs au sein de I’ADN, mutations et altération
de I’expression des génes qui peuvent entrainer ’'une ou 1’autre
arrestation ou induction de la transcription, induction des voies de
transduction du signal, erreurs de réplication et instabilité génomique,

participant au développement du cancer (Valko et al., 2007).

6 La défense anti

oxydantes

L’organisme dispose deux systémes complexes de défense antioxydante pour se protéger

contre les attaques radicalaires des ERO ainsi leurs effets néfastes. Il s’agit d’un systéme

endogéne qui est constitu¢ d’enzymes ou d’agents réducteurs (superoxyde dismutase,

catalase, glutathion peroxydase, complexe enzymatique de la thiorédoxine), dont ils catalysent

la neutralisation des ERO en molécules stables et non réactives, et ’autre exogene apportés

par I’alimentation sous forme de fruits et légumes riche en vitamines C,E, caroténoides,

flavonoides dont leur réle principal est de limiter les effets toxiques des ERO, et toute atteinte

de I’intégrité tissulaire et cellulaire (figure 09) (Koechlin-Ramontxo, 2006 ; Haleng et al.,

2007).

Endogénes Nutritionnels

[
Enzymatigues
# Super Oxyde
Dismutase (SOD)
# Glutathion
Peroxydase (GPy)

Etc ...

* Catalase (CAT)

I [ I
Non enzymatiques Lipophiles Hydrophiles

= Glutathion (GSH) * Vitamine E # Polyphénols

E:ﬁ:ﬁ%ﬁi > Vitaoumns A = Vitamine C

. = Caroténoides T L .
= Coenzyme Q10 & Oligoéléments (Se,
# Ac. urique Zn _etc)
Etc ...

Figure 09 : Classification des mécanismes de défense cellulaire antioxydants (Durand et al.,

2013)
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6.1 Antioxydants endogenes

6.1.1 Antioxydants enzymatiques

Les principaux antioxydants de nature enzymatique sont la superoxyde dismutase, la catalase,

les glutathion peroxydase et réductase (Figure 10).
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Figure 10 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003)

6.1.1.1 La superoxyde dismutase (SOD)
C’est une métalloprotéine ubiquitaire, représente une des premicres barrieres qui intervient
dans la défense antioxydante. Elle assure 1’élimination de 1’anion superoxyde (O27), en le
transformant en peroxyde d’hydrogéne (H20:) et en oxygéne (O2) par le biais de la réaction
de dismutation suivante (Haleng et al., 2007) :

2H" + 20~ >
SOD

H.0O, + O3

6.1.1.2 Systeme Glutathion peroxydase / Glutathion réductase
(GPX/IGR)
La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme, qui se localise principalement dans le cytosol

(cGPX), dans le plasma (pGPx), et au niveau de la membrane cellulaire (HPGPX), il existe
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également sous une forme specifique aux cellules digestives (GIGPx). Cette enzyme assure la

neutralisation du peroxyde d’hydrogeéne (H20>), ainsi les peroxydes organiques toxiques issue
de I’oxydation des acides gras ou du cholestérol (Favier, 2003).

Elle implique le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur lequel elles transférent
I'oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSC), qui sera par la suite réduit a nouveau
en GSH par la gluthation réductase suivant ces deux réactions (Goudable et Favier, 1997 ;
Bensakhira, 2018) :

2GSH + H202 » GS-SG + 2H20
GPx
GS-SG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*
GR

6.1.1.3 La catalase (CAT)
La catalase (CAT) est une hémoprotéine de 244 kDa, formée d’un assemblage de quatre sous
unités identiques, présente en particulier dans les hématies et les péroxysomes hépatiques.
Elle intervient en synergie avec la SOD dans la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau

et en oxygene moléculaire. (Sorg, 2004 ; Goudable et Favier, 1997).

2H202 » 2H20 + O2

Catalase

6.1.2 Antioxydants non enzymatiques
Cette catégorie regroupe des composés de faible poids moléculaire qui peuvent étre soit des
produits de synthese (glutathion, histidine dipeptide) ou issus des voies métaboliques
cellulaires (acide urique), également quelques protéines tel que la ferritine, la ceruloplasmine
et ’albumine qui prévient la formation des radicaux libres notamment le radical hydroxyle via

la réaction de fenton (Kohen et Nyska, 2002 ; Martinez-Cayuela, 1995).

6.2 Antioxydants exogenes

6.2.1 Vitamine E (a-tocophérol)
La vitamine E regroupe deux lignées de composés les tocotriénols et les tocophérols (figure
11). C’est un antioxydant liposoluble qui joue un rdle protecteur au sein des membranes

biologiques riches en acides gras polyinsaturé, empéchant 1’oxydation des corps gras de
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I’organisme. Elle transforme les radicaux peroxyle pour former un radical tocopheryle,

permettant de diminuer la propagation de la peroxydation lipidique.

La vitamine E (a-TocH) se retrouve en quantité variable dans les huiles (soja, mais, olive) et

dans les noix et noisettes (Haleng et al., 2007).

CH;

CH; Tocotriénol

Figure 11 : Structure des différents vitameéres de la vitamine E (Landrier, 2011)

6.2.2 Vitamine C (Acide ascorbique)
La vitamine C ou acide ascorbique est un puissant antioxydant hydrosoluble qui est
synthétisée par beaucoup de mammiféres dans leur foie ou dans leurs reins mais est exogéne
chez I’homme. Elle réagie d’une manicre directe comme piégeur des ERO notamment HO" et
O2" (figure 12), ou indirectement en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire
issue de sa réaction, avec des radicaux lipidiques, contribuant activement a I’inhibition de la

peroxydation lipidique. (Padayatty et al., 2003 ; Haleng et al., 2007).

HO AscH, Ho AscH HO Asc?
A_ O ; AN O\ 0
Ho\/ﬁo pK —4.1 Ho\/i)fo pK =118 HO\/X_—Z
HO OH o OH 0 (o}

. Ho AscH’
5

HO~ AN OO _H'
\/g =
. pK=-0.86

‘0 OH

RH

Figure 12 : les formes variées de I’acide ascorbique (vitamine c) et sa réaction avec les

radicaux (R") (Valko et al., 2006)
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6.2.3 Caroténoide

Il existe environ plus de 600 caroténoides dans la nature dont certains d’entre eux se
retrouvent dans le sang et les tissus animaux. Cependant le chef de fil des caroténoides est le
B-carotene (figure 13), également nommé provitamine A, connus pour sa capacité de se
transformer en vitamine A via une hydrolyse hépatique. Il protege les structures cellulaires
contre les agressions oxydantes, il a également le pouvoir de limiter les réactions en chaine de

lipoperoxydation (Haleng et al., 2007 ; Goudable et Favier, 1997).

Figure 13 : Structure de B-caroténe (Kiokias et Gordon, 2004)

6.2.4 Oligoélément
6.2.4.1 Sélénium

Le sélénium joue un rdle protecteur des cellules et de leurs constituants contre les agressions
oxydatives, cela est due a sa présence au niveau du site actif des glutathions peroxydases
séléno-dépendantes et a I’activité biologique antiradicalaire des sélénoprotéines. Ce qui lui
permet d’assurer le maintien du pool intra-lymphocytaire de glutathion réduit, et donc une
protection de la membrane. Ce rdle est complété par d’autres fonctions essentielles, telles que
son role de détoxification des métaux lourds (cadmium, mercure, plomb) qui s’agglomeérent
dans les tissus au cours du vieillissement, ainsi son effet activateur du métabolisme des

xenobiotiques organiques (Roussel et Ferry, 2002).

6.2.4.2 Zinc
Comme le sélénium, le zinc protege la membrane cellulaire notamment les groupements thiols
des protéines, il peut assurer également I’inhibition des réactions de formation d’ERO induites

par des métaux de transition tel que le fer ou le cuivre.

Le zinc joue un réle primordial comme cofacteurs de la superoxyde dismutase (SOD), il
intervient ainsi dans de nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la

synthése des prostaglandines, le fonctionnement de ’anhydrase carbonique (Haleng et al.,
2007).
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6.2.4.3 Cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur de nombreuses enzymes comme la

SOD, la cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il déclenche les réactions de production d’ERO (réactions de Fenton) et peut

devenir un pro-oxydant a concentration élevée. (Haleng et al., 2007).

7  Composés phénoliques comme antioxydants

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des substances
naturelles trés diversifiées. Ces derniers regroupant les acides nucléiques, les protéines, les
glucides et les lipides connus sous le nom de métabolites primaires, ils sont impliqués
notamment dans la structure et la physiologie des cellules et des tissus, et ils jouent un role

majeur dans la croissance et la survie de la plante.

En effet, a coté des métabolites primaires, ils s'accumulent fréquemment des métabolites dits
secondaire appartiennent a des groupes chimiques variés (alcaloides, terpenes, composés
phénoliques...) qui sont associés a un systéme de défense des plantes contre les insectes et les
autres organismes (stress biotique) et également aux stress de I’environnement (ou stress

abiotique) (Calatayud et al., 2013 ; Macheix et al., 2005).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des substances possédant au moins un
groupement hydroxyle (OH) avec un ou plusieurs cycles aromatiques, ils sont catégorisés en
molécules simples comme les acides phénoliques et des molécules polymérisés comme les
tanins (Bravo, 1998).

Les classes de composés phénoliques contiennent des différentes structures en fonction du
nombre de cycles benzéniques et de la position des groupements hydroxyles sur leur squelette
de base (figure 16) (Muanda ,2010).
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Figure 14 : Classification typique des polyphénols et des structures chimiques de certains
antioxydants polyphénoliques (Losada-Barreiro et Bravo-Diaz, 2017)

8 Evaluation biologique du stress oxydatif

L’existence d’un état de stress oxydant, caractéris€é par une surproduction des especes
radicalaires et un déficit chronique en antioxydants est probablement impliqué dans des
complications au long cours de certaines maladies telles que la maladie de Parkinson,
d’Alzheimer, le diabéte, cancers, les maladies cardio-vasculaire et ainsi le processus de

vieillissement (Morena et al., 2002 ; Meziani et Desobry, 2016).

A T’heure actuelle, i1 est possible de mettre directement en évidence les ERO d’une manicre
simple, a partir d’un bilan sanguin permettant d’évaluer et de suivre le stress oxydatif. Cette
mesure se réalise par le biais des biomarqueurs basés sur quatre axes d’analyses cliniques

(Defraigne et Pincemail, 2008) :

e Ladétermination des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
e Le dosage des oligo-éléments
e Lamesure des dommages oxydatifs au niveau des lipides, de I’ADN et des protéines

e L’identification de sources génératrices de stress oxydant (Haleng et al., 2007).
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Nous disposons dans le tableau suivant la liste de différents marqueurs biologiques qui

permettent d’évaluer le stress oxydatif (Tableau 05) :

Tableau 05 : Quelques exemples des marqueurs sanguins du stress oxydant (Pincemail,

2009)

Antioxydants
Marqueur de la consommation de fruits  H: 6,21 a 15,18 pg / mi

Vitamine C valeur plasmatique basse associee avec F:8,6a18,83 ug/ ml
I'apparition de diverses pathologies
Marque la survenue de pathologies 0,28 2 2,42 mg / litre
y-tocophérol cardiovasculaires et de cancer de la
prostate
Acide urique Réveéle la présence de phénomeénes H <70 mg/ litre
d'ischémie-reperfusion F <60 mg/ litre

Oligoélément

Marqueur de la présence d'un stress

Rapport Cu/Zn oxydant corrélation positive avec le taux 1-1,17
plasmatique de peroxydes lipidique

Marqueurs d’oxydation

Peroxydes Marqueur des dommages oxydatifs au
lipidiques niveau des lipides et le développement de 10-400 pmol/litre
I'athérosclérose
8 hydroxy - Marqueur d'oxydation de I'ADN 0-16 pg/litre
déoxyguanosine Facteur de risque de développement de 0-20 pg / g creatinine
cancer

Advanced glycated
endproducts (AGE)  Marqueur de la glycolisation des protéines

(pentosidine) et dans le diabéte, I'athérosclérose, les
récepteurs des maladies rénales et I'arthrite rhumatoide
AGE
Sources d’oxydation
Glucose Amplifie la peroxydation lipidique 0,6-1,1 g/litre
implication dans la glycation des protéines
Facteur de risque cardiovasculaire <60 ans: 5-15
Homocystéine indépendant du cholestérol - contribue a pmol/litre
I'oxydation des LDL > 60 ans : 5-20
pmol/litre
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1 Généralité sur les plantes médicinales
Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou plusieures substances
ayant des propriétés biologiques intéressantes pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques

ou qui sont des précurseurs dans les syntheses des drogues utiles (Bongende, 2003).

Au fil des siécles, la médecine traditionnelle est considérée comme étant 1’une des
potentialités culturelles, avait sa place bien marquée dans la vieille civilisation Africaine
(Wome, 1985). Selon la définition officielle de 1’organisation mondiale de la santé (OMS), la
médecine traditionnelle se rapporte a un ensemble des pratiques, des savoirs et des croyances
impliquant le pouvoir thérapeutique des plantes médicinales pour soigner, diagnostiquer et

prévenir les maladies ou préserver la santé (OMS, 2013).

L’Algérie par la richesse et la diversité floristique d’espéces végétales constitue un véritable
territoire de recherche des nouvelles extraits actifs. Ceux-ci contribuent activement au

développement des nouveaux traitements de plusieurs maladies (Hamel, 2018).

Malva sylvestris L. constitue une des plantes les plus répondue en Algérie et fera 1’objet de

notre travail.

2 Plante étudiée : Malva sylvestris L.
2.1 Classification botanique (Ghédira et Goetz, 2016)

e Reégne : Plantae (plantes)

e Super division : Embryophyta

e Division : Tracheophyta

e Subdivision : Spermatophytina (Spermatophytes)
e Classe : Magnoliopsida

e Super ordre : Rosanae

e Ordre : Malvales

e Famille : Malvaceae

e Genre : Malva

e [Espece : Malva sylvestris L.
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2.2 Description botanique

Malva sylvestris L. est une plante herbacée bisannuelle a racine pivotante charnue, comme
peut éventuellement étre vivace par des bourgeons souterrains, appartenant a la famille des
Malvaceaes, elle présente des caractéristiques qui sont résumées sur le tableau 06 (Flores,
2011).

Tableau 06 : L'aspect botanique des différentes parties de Malva sylvestris L. (Flores, 2011)

La partie de

la plante Aspect botanique

La racine principale est
fusiforme, de couleur blanche,
et riche en mucilage, tandis

La racine que les autres sont discrétes
radicelles

e Ronde et velue, le plus
souvent rameuse et ligneuse a
la base, pouvant atteindre de 2
La tige a 70 cm de long

e Large de couleur vert foncé et
pourpre a la base longuement
pétiolées, possédant 3a 7
lobes a nervure palmée dont
Les feuilles chacune est arrondie avec un
bord dente

e Rose pourpré, portées par de
courts pédicelles et regroupées
en bouguet de deux ou plus.

e Le calicule est formé de trois
piéces courtes, lancéolées
suivi d’un calice a cinq

Les fleurs sépales, pubescents, soudés a
divisions triangulaires, puis
vient la corolle a cing pétales
rose pourpre veinés de trois
stries ramifiées plus foncées et
violettes
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e A maturité le fruit est
incomplétement enveloppé par
le calice légerement
accrescent et les pédoncules
fructiféres restent dressés

Le fruit

2.3 Origine et répartition géographique
La grande mauve a des origines eurasiatiques. Elle est répondue dans toute 1’ Afrique du Nord
et trés commune en Algérie, elle trouve son aire de répartition également dans les pays d’Asie
Occidentale, d’Asie du Nord et du Sud-ouest, ainsi dans certains pays d’Europe (Ait Youssef,
2006).

Cette espece sauvage a tendance de pousser dans des régions humides, par contre elle redoute
la chaleur de I'été, elle se développe généralement dans les climats tempérés et dans les terres
de consistance moyenne légérement argileuse avec un habitat de type friches vivaces
xérophiles (Quezel et Santa, 1963). De plus elle est nitrophile et préfere les sols pollués par
les nitrates. C’est une plante rudérale, elle croit dans les décombres. Elle peut pousser jusqu’a

1500 cm d’altitude (Flores, 2011).

2.4 Dénomination vernaculaire de Malva sylvestris
Le tableau ci-dessous représente les principaux noms vernaculaires de Malva sylvestris L.

utilisés pour désigner cette espéce, afin de faciliter son identification et son usage traditionnel.

Tableau 07 : Noms vernaculaires de Malva sylvestris L. (Ghédira et Goetz, 2016 ; Ait
youssef, 2006)

Nom scientifique Malva sylvestris L.

_ Mauve des bois, Grande Mauve, mauve
Nom francais
sauvage, fromageon

Nom anglais Blue Mallow, High Mallow
Nom arabe soha 4y
Nom berbere Mejyer, amedjir
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2.5 Latoxicité
D’aprés de nombreux ouvrages, la mauve sylvestre 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. C’est pour cette raison qu’elle peut étre utilisée chez les enfants et les

personnes agees.

Cependant, la mauve est potentiellement comestible mais son utilisation alimentaire doit étre

modérée et ne doit pas étre prolongé.

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

ocytocique des feuilles (Flores, 2011).

2.6 Usages traditionnels
La richesse de la grande mauve en substances naturelles bénéfiques, nous a offert de

nombreux usages au fil du temps :

e Usage alimentaire :

La mauve est traditionnellement considérée comme un légume, les jeunes feuilles sont
consommeées crues dans les salades, ou cuites dans les soupes et sous forme de Iégumes
bouillis. Les fruits immatures sont sucés ou machés par des enfants, des bergers et des

chasseurs (Barros et al., 2010 ; Neves et al., 2009).

e Usage Thérapeutique :

En médecine traditionnelle, la mauve est indiquée sous différente formes ; pour traiter et
soulager diverses affections, utilisée en application externe et interne. Nous citons quelques
exemples sur 1’usage thérapeutique de Malva sylvestris L. ainsi le mode de préparation dans le

tableau suivant (Tableau 08) :

Tableau 08 : Usage thérapeutique de Malva sylvestris L. et ses différents modes de

préparation (Gasparetto et al., 2012)

Usages thérapeutiques Parties utilisées Modes de préparation

Les troubles digestives Feuilles, fleurs, racines e Décoction / infusion

e Infusion /Décoction

Affection dermatologique Feuilles, fleurs, racines | 4  Cataplasme

e Compresses emollientes
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Les troubles urinaires La plante entiére

Infusion

Les inflammations de la voie La partie aérienne Infusion / décoction

respiratoire

Les maladies bucco- Feuilles, fleurs Mastication

dentaires

Bain de bouche

2.7 Les principaux constituants chimiques

Tableau 09 : Principaux constituants chimiques de Malva sylvestris (Ghédira et Goetz,
2016)

Fleurs
Familles chimiques Constituants chimiques

. Polysaccharides neutres et acides de P.M. compris entre 1,3 et 1,6.
Mucilages (3,8- A .
7.3%) 10°. Par hydrolyse, fournissent du galactose, du rhamnose et les

acides glucuronique et galacturonique.
Anthocyanosides et

T Malvidine, malvine, delphinidine.

Génistéine, myricétine, dérivés de ’apigénine, de la quercétine et

Flavonoides .
du kaempférol.
Autres Tanins et coumarines.
Feuilles
Familles chimiques Constituants chimiques

: Polysaccharides acides de PM entre 11 000 et 10°, fournissant par
Mucilages (6,0- , . , .
7.2%) hydrolyse du glucose, du rhamnose, de I’arabinose et de 1’acide
’ galacturonique.
Gossypine (gossypétine 3-sulfate-8-O-f-D-glucoside), hypolaetine
3’-sulfate, hypolaetine 4’-méthyl ether 8-O- - D -

Flavonoides glucuronopyranoside, hypolaetine 8-O- B - D -glucuronopyranoside
et isoscutellareine 8-O- B - D -glucuronopyranoside.
Dérivés phénoliques Acides 4-hydroxybenzoique, 4-méthoxybenzoique, 4-
(386,5 mg/g) hydroxydihydro-cinnamique, férulique et Tyrosol.

Acides Oxalique, Malonique, Fumarique Succinique, Benzoique,
Glutarique, Phenylacetique
Autres Coumarines, Tanins, Malvones

Acides organiques

2.8 Effets biologiques
Plusieurs études phytochimiques ont été réalisé a partir d’extraits issus de 1’espéce Malva

sylvestris L. vu qu’elle renferme de nombreux composés bioactifs responsables de plusieurs
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activités biologiques, a savoir 1’activité antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne, et

antifongique...etc.

Razavi et ses collaborateurs (2011) ont étudié la bioactivité des extraits issus de 1’espéce
Malva sylvestris L. leurs résultats montrent que ses parties aériennes possedent une activité
antibactérienne envers Streptococcus aglactiae, Staphylococcus aureus, et Enterococcus
faecalis, en plus d’une activité anti-fongique plus importante contre Candida kefyr, Candida

albicans, Aspergillus niger, Pinicillum SP (Razavi et al., 2011).

Une autre étude menée par Ghédira et Goetz (2016) ont montré que Malva sylvestris a des
propriétés anti inflammatoire, 1’extrait chloroformique réduit I’inflammation par une voie liée
aux cytokines, ainsi 1’extrait aqueux associ¢ a la sulfadiazine améne a une diminution des
cellules inflammatoires au niveau d’une plaie. En outre, deux polysaccharides montrant une
forte activité anti complément, permettant ainsi de moduler la réponse inflammatoire, ont été
découverts dans les feuilles de Malva sylvestris par Gonda et ses collaborateurs (1990).
(Ghédira et Goetz, 2016 ; Gonda et al., 1990).

El Ghaoui et ses collaborateurs (2008) ont trouvé un autre effet biologique, il s’agit de
propriétés immunomodulatrices d’extrait aqueux de Malva sylvestris, elle semble étre un

activateur des macrophages et lymphocytes Thl (EI Ghaoui et al., 2008).

La mauve possede également une activité cicatrisante démontré par Pirbalouti et ses
collaborateurs (2009), I’extrait de fleurs de Malva sylvesrtis contribue activement a
’accélération de la cicatrisation des brilures chez les rats examinés par une augmentation du

taux de collagéne par rapport aux témoins non traités (Pirbalouti et al., 2009).

Elsagh et ses collaborateurs (2015) ont trouvé un traitement efficace contre la constipation
fonctionnelle a travers son activité laxative a partir de 1’extrait aqueux des fleurs de Malva
sylvestris (Elsagh et al., 2015).

La plante est douée également de propriétés hépatoprotectrices, grace a son pouvoir
antioxydant, ceci peut étre expliquer par sa forte teneur en composés phenoliques, démontré

par Hussain et ses collaborateurs (2014) (Hussain et al., 2014).

D’apres I’étude de Ebadi (2002), la mauve renferme en particulier les tanins qui jouent un role
protecteur de la muqueuse gastrique, et possedent ainsi une action antiulcéreuse (Ebadi,
2002).
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1 Objectif

L’objectif de notre travail consiste a 1’évaluation du pouvoir antioxydant des différents

extraits issus de la partie aérienne de Malva sylvestris L.

L’étude a été réalisée au niveau de Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives

(LASNABIO), Tlemcen.
Elle est réalisée comme suite :

Etape 1 : préparation des extraits hydroéthanolique et hydroacétonique a partir de la partie
aérienne de Malva sylvestris L.

Etape 2 : évaluation de I'activité antioxydante des extraits obtenus par la méthode de « Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) ».

2 Matériel

2.1 Matériel végétal
L’étude expérimentale est réalisée sur la partie aérienne (feuilles, pétiole, fleurs et la tige)
d’une plante locale trés connue qui est Malva sylvestris L., appartenant a la famille des
malvaceae. La plante a été récoltée en mois de mai 2021 a la commune de Ain Fezza, willaya

de Tlemcen (Figure 15).
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Figure 15 : la partie aérienne de Malva sylvestris L. (Photo prise sur terrain)

Les parties récoltées ont été triées, séchées a I’air libre, a I’abri du soleil et a température
ambiante pendant prés de 10 jours, et par la suite broyées a 1’aide d’un broyeur jusqu’a
I’obtention d’une poudre trés fine. Ensuite, la poudre est conservée dans un flacon fermé

hermétiquement et mise a I’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu’a 1’utilisation.
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2.2 Solvants et solutions

e Eau distillée

e Ethanol (Alcool éthylique)

e Acétone (Dimethylcétone)

e Tampon Phosphate (0,2M, pH 6,6)

e Ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%
e Acide Trichloracétique (TCA) a 10%

e Chlorure Ferrique (FeCls) a 0,1%

3  Meéthodes

3.1 Extraction et préparation des extraits

+ Principe :

Le processus d’extraction est utilisé pour extraire sélectivement un ou plusieurs composés
contenus dans un mélange (liquide/Solide), basé sur la différence de leur solubilité dans
un solvants (I’eau distillée, solvants organiques...etc.), et cela s'effectue selon divers

techniques extractives (Boutefnouchet et al., 2020).

Dans 1’¢tude présente, la méthode employée est celle de 1’extraction par décoction en
utilisant deux solvants 1’éthanol et 1’acétone afin d’obtenir un extrait brute riche en

molécules d’intérét

+ Mode opératoire :

- Extrait hydroéthanolique :
Une masse de (10g) de poudre obtenue a partir de la partie aérienne de notre plante Malva
sylvestris L. est introduite dans un ballon en verre contenant une quantité de 30 ml d’eau
distillée et 70 ml d’éthanol. Le mélange est porté a ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon

pendant 30 min (figure 16).
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Figure 16 : Montage d’extraction sous reflux

L’extrait est ensuite récupéré par une filtration a 1’aide d’un papier filtre (papier wattman), le
filtrat est par la suite évaporeé a sec sous pression par évaporateur rotatif. Le résidu de ce filtrat

a été séché a I’étuve pendant 48 h a 50 °C pour obtenir 1’extraits sec (figure 17).
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Figure 17 : (A) Filtration a I’aide d’un papier filtre, (B) Evaporateur rotatif, (C) les deux

extraits obtenus apres I’évaporation
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(Photos prises au niveau du laboratoire LASNABIO, Tlemcen)

- Extraits hydroacétonique :

Une deuxiéme préparation d’extrait a été procédé en utilisant 1’acétone au lieu de

I’éthanol, et en suivant le méme protocole d’extraction précédant.

La figure 18 représente le schéma qui résume les différentes étapes qui nous ont permis

d’obtenir les deux extraits bruts.
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100 ml de solvant
(30 ml d’eau distillée + 70 ml acétone)
ou
(30 ml d’eau distillée + 70 ml éthanol)

10g de poudre
fine

[ Décoction pendant 30 min J

l

Filtration a 1’aide du papier filtre

X Evaporation a sec sous

| pression par I’évaporateur
1
1

rotatif

[ Récupération des extraits bruts ]

T

Extrait hydroéthanolique Extrait
hydroacétonique

Figure 18 : schéma récapitulatif de I’extraction sous reflux de la partie aérienne de Malva

sylvestris L.

3.2 Détermination du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction exprimé en pourcentage est déterminé par le rapport entre la masse
de I’extrait sec apres €évaporation du solvant sur la masse seche de 1’échantillon végétal en

gramme, selon la formule suivante :
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[ R (%) = (M /MO) x 100 J

» R : Rendement exprimé en %.
» M : Masse en gramme de l'extrait sec résultant

» MO : Masse en gramme du matériel végetal a traiter (10g)

3.3 Evaluation de activité antioxydante des extraits étudiés
La capacité antioxydante des deux extraits étudiés a été mesuré dans 1’¢tude présente par le
test FRAP. Cette méthode est fondée sur 1’évaluation du pouvoir réducteur des composés a un

faible pH.
+ Principe

La méthode FRAP est basée sur la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*®)
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe*?), la
réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique en couleur bleu vert du fer

ferreux en présence de chlorure ferrique (FeCl,),I’absorbance du milieu réactionnel est

mesurée a 700 nm par le spectrophotomeétre (Ouldyerou et al., 2018).

Une absorbance élevée correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés (Hubert, 2006).

+ Mode opératoire (selon le protocole décrit par Chew et al., 2009)

Nous avons préparé une solution mere de chaque extrait a 1mg/ml. Ensuite une gamme de

concentrations de 1’extrait est réalisé (0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml).

Un millilitre de I'extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml d'une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d'une solution de ferricyanure de
potassium KzFe(CN)s & 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min
ensuite, 2,5ml d'acide trichloracétique a 10% sont ajoutés. Les tubes sont centrifugés a 3000
rpm pendant 10min. Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinee avec 2,5ml d'eau
distillée et 0,5ml d'une solution aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1%. La lecture de
I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en
remplacant I'extrait par de I'eau distillée qui permet de calibrer I'appareil (spectrophotomeétre
UV-VIS). Une augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés.
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Dans cette étude expérimentale, nous avons servi de 1’acide ascorbique (Vitamine C) connu

par son pouvoir antioxydant, comme un contrdle positif a des concentrations similaires et
dans les mémes conditions expérimentales.

La figure 19 récapitule le protocole appliqué pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante par

la méthode FRAP.
1ml d’extrait a différentes concentrations

2,5ml de Ferricyanure de 2,5ml de Tampon
potassium a 1% phosphate (0,2M, pH=6,6)

:' Incubation a 50°C/20min
2,5ml d’acide ! au bain marie

Trichloracétique a 10% @ S .

= =

:l Centrifugation a 3000
| rpm/10 min

Récupération de 2,5 ml du
surnageant

25mldeaudisile [ NT« N\l 05mlde chlorure ferrique

al%

Lecture des DO a 700 nm a I’aide d’un
spectrophotometre

Figure 19 : schéma récapitulatif de la méthode FRAP employée dans 1’évaluation de

I’activité antioxydante
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3.4 Evaluation statistique des résultats
Les résultats acquis ont permis de tracer les courbes des absorbances en fonction des
différentes concentrations utilisées pour les deux extraits testés issus de la partie aérienne de

la plante étudiée. Les courbes obtenus sont tracées par le Microsoft Excel 2019.




CHAPITRE 2

Résultats et interpretations
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1 Extraction

1.1 Aspects des extraits de Malva sylvestris L.
Aprés avoir préparé I’extrait hydroéthanolique et hydroacétonique a partir de Malva sylvestris
L., nous avons procédé a 1‘analyse de quelques caractéristiques. La premiere observation nous
a permis de constater que les deux extraits ont les mémes caractéristiques sauf la couleur, leur
aspect semble pateux et trés aromatisé dont leur masse est de 7,3g, 7,69 respectivement. Ainsi
nous avons remarqué que 1’extrait hydroéthanolique est de couleur vert foncé alors que

I’extrait hydroacétonique est de couleur noir verdatre (figure 20).

\

Figure 20 : Aspect des deux extraits obtenus apres le séchage, (A) Extrait hydroéthanolique,

(B) Extrait hydroacétonique

1.2 Rendement de I’extraction
Les deux solvants utilisés, éthanol et acétone sont de polarité différente selon leurs propriétés
physico-chimiques. Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction avec

I’acétone est légerement élevé : 76% par rapport a 73% pour 1’éthanol.

La rentabilité du rendement d’extraction dépend de la partie de plante utilisé, la saison de
récolte, la méthode d’extraction et le choix des solvants utilisés selon leurs caractéristiques

physico-chimiques, notamment leur polarité (Azmir et al., 2013)

2 Evaluation de D’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits de Malva sylvestris L. a été évaluée par la méthode FRAP,
basée sur le pouvoir réducteur du fer par I’extrait hydroéthanolique et hydroacétonique de la

plante étudiée du fer par rapport a 1’acide ascorbique.
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2.1 Effet de I’extrait éthanolique
La courbe présentée ci-dessous, représente la variation d’absorbance en fonction de la

concentration de I’extrait hydroéthanolique exprimée en mg/ml.
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Figure 21 : Représentation graphique du pouvoir réducteur de 1’extrait hydroéthanolique de

la partie aérienne de Malva sylvestris L.

Les résultats obtenus illustrés en (figure 21) montre que le pouvoir réducteur présente une
augmentation proportionnelle par rapport ala concentration de I’extrait qui a atteint a une

concentration de 1 mg/ml une valeur de 0,39.

2.2 Effet de ’extrait hydroacétonique
En tracant la courbe des absorbances obtenues de notre extrait hydroacétonique de la partie
aérienne de la plante étudiée (figure 22), on a pu remarquer une augmentation de la capacité
de réduction du fer (DO=0,58) corrélativement reliée avec 1’augmentation de sa

concentration.
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Figure 22 : Représentation graphique du pouvoir réducteur de 1’extrait hydroacétonique de la

partie aérienne de Malva sylvestris L.

2.3 Effet de I’acide ascorbique
L’acide ascorbique qui est un composé réducteur par excellence a été employé dans cette

méthode comme témoin, nous constatons que ce dernier présente un pouvoir réducteur plus

important (figure 23).
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Figure 23 : Représentation graphique du pouvoir réducteur de I’acide ascorbique
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En comparant les résultats obtenus a partir des graphes précédents, nous remarquons que le
pouvoir réducteur des extraits testés issus de la partie aérienne de la plante Malva sylvestris L.
est dose dépendante (concentration dépendante), ¢’est-a-dire plus la concentration augmente

plus leur capacité a réduire le fer ferrique (Fe*3) en fer ferreux (Fe*2) est importante.

A la concentration de 1 mg/ml, le pouvoir réducteur de 1’extrait hydroacétonique est
largement supérieur (DO=0,58) comparativement a celui de 1’extrait hydroéthanolique (DO=
0,39), mais nettement inférieur a celui de ’acide ascorbique qui donne une absorbance de
0,47 a seulement une concentration de 0,1 mg/ml. Cela révele que I’extrait hydroacétonique a

la capacité réductrice la plus élevée par rapport a I’extrait hydroacétonique.

De plus, cette activité antioxydante est estimée par la concentration efficace (ECso) qui
exprime la concentration de I'échantillon qui produit 50 % de 1’activité réductrice du fer

(FRAP) établie a partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage linéaire.
Les valeurs ECsg déterminées en mg/ml sont exprimées dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Les valeurs des ECsp des extraits de la plante étudiée

) Extrait Extrait ) _
Les extraits ] . o Acide ascorbique
hydroéthanolique hydroacétonique
ECso (mg/ml) 1,30 0,92 0,10

Les valeurs ECso calculées ont permis de comparer et de classer I’efficacité des extraits a

I’égard de I’acide ascorbique qui est I’antioxydant de référence (tableau 10)

Une faible valeur d’ECso indique une bonne efficacité de 1’activité antioxydante de 1’extrait

étudié (Kusmardiyani et al., 2016).

Les résultats obtenus montrent que I’acide ascorbique reste le plus efficace avec une faible
ECso de 0,Img/ml suivie par [D’extrait hydroacétonique 0,92mg/ml et [’extrait

hydroéthanolique 1,30mg/ml.

En accord avec ce travail mené sur les extraits de la partie aérienne de Malva sylvestris L.,

nous déduisons que 1’extrait hydroacétonique présente la meilleure activité¢ antioxydante.
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Les plantes medicinales suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur

immense réserve en composés potentiels et en molécules bioactives, qui se caractérisent par
une grande diversité structurale et chimique et un large éventail d’activités biologiques, cela

demeure 1’objet de plusieurs recherches scientifiques in vitro et in vivo (Mohammedi, 2020).

Le présent travail a pour objectif d’évaluer le pouvoir antioxydant de I’extrait

hydroéthanolique et hydroacétonique issus de la partie aérienne de Malva sylvestris L.
Préparation des extraits de la partie aérienne de Malva sylvestris L.

Les différents extraits résultants de Malva sylvestris L. ont été préparés dans la
présente étude par décoction de la poudre de la partie aérienne dans le mélange éthanol/eau et
acétone/eau dans une deuxieme préparation. Le déroulement de cette extraction a été effectué
au moyen de ce mélange pour but d’extraire les composés polaires ainsi que les composées de
moyenne et de faible polarité. D’apres Joki¢ et ses collaborateurs (2010) 1’éthanol et 1’eau
sont préférables en raison de leurs avantages de ne pas étre polluants et d’étre moins chers et
non toxiques par rapport a d’autres solvants comme le méthanol (Jokié¢ et al., 2010).
Toutefois Jones et Kinghon (2006) considérent que 1’utilisation de I’eau seule n’est pas idéale
pour plusieurs constituants bioactifs des plantes puisqu’elle permet d’extraire
préférentiellement les composés polaires et bien quelques composés amphiphiles a

température élevée (Jones et Kinghon, 2006).

D’apres, Mohammedi et Atik, (2011), 1’addition de 1’eau aux solvants organiques
augmente la solubilité des polyphénols par changement de la polarité du solvant organique
(Mohammedi et Atik, 2011).

Le meilleur rendement de ’extraction qui a ¢té obtenue est celui de I’extrait
hydroacétonique (76%), suivi par I’extrait hydroéthanolique (73%) de la partie aérienne.
Cependant nos résultats semblent étre largement supérieur par rapport a ceux obtenus par
Beghdad et ses collaborateurs (2014), dont les rendements de 1’extraction de différentes
parties de Malva sylvestris L. (les feuilles, la tige et les fleurs) sont (26,143%2,960),
(26,658+2,779), (17,25+3,181) respectivement exprimés en pourcentage (Beghdad et al.,
2014).

En effet, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif, et s’avere d’étre influencé par de nombreux parametre tels que la

répartition géographique, la période de recolte, le stade physiologique de la plante, les
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conditions et la durée de conservation, la taille et la nature chimique des particules, et dépend

probablement de la technique extractive employée et la nature du solvant utilisé (Falleh et al.,
2008).

Dans notre travail, nous avons procédé a une seule opération d’extraction sous reflux,
les résultats acquis pourront étre plus crédibles, lorsqu’il s’agit d’une extraction a travers
plusieurs cycles extractifs, car le nombre de répétition joue un réle important dans la fiabilité

des résultats.
Activité antioxydante

L’activité antioxydante des deux extraits de la partie aérienne de Malva sylvestris L.
(hydroéthanolique et hydroacétonique) a été évalué par la méthode du test FRAP. Cette
derniére nous a permis d’apercevoir une augmentation proportionnelle du pouvoir réducteur
avec l’augmentation de la concentration des deux extraits testés. Ceci est confirmé par
Beghdad et ses collaborateurs (2014) qui ont montré que tous les extraits ont une activité
antioxydante dépendante de la concentration des différentes parties de Malva sylvestris
récoltée dans la région nord-ouest de I’ Algérie (Beghdad et al., 2014).

Suite a notre étude in vitro, nos échantillons ont demontré auparavant une capacité
réductrice du fer, nous pouvons les classer comme suit : Extrait hydroacétonique (ECso = 0,92
mg/ml), Extrait hydroéthanolique (ECso = 1,30 mg/ml).

L’étude menée par Mohajer et ses collaborateurs (2016), ont montré une capacité
réductrice de 0,355 dans I’extrait aqueux des fleurs de Malva sylvestris récoltée en Iran. Cela
peut avoir une relation directe avec la forte teneur de la mauve en composés phénoliques et en
flavonoides, d’aprés Siddhuraju et Becker (2003), les plantes ayant des teneurs plus élevés en
substances naturelles représentent une puissante activité réductrice. Cependant, 1’acide
ascorbique et Hydroxytoluéne butylé (HTB) ont révélé un pouvoir réducteur plus élevé de
I’ordre de 0,715 et 1,854 respectivement a une concentration de 0,5 mg/ml. (Mohajer et al.,
2006 ; Siddhuraju et Beker 2003).

Selon Barros et ses collaborateurs (2010), I’extrait méthanolique des feuilles de
mauve recueillis en juillet 2009, dans le Parc de Montesinho, Tras-os-Montes, nord-est du
Portugal, a révélé de trés fortes propriétés antioxydantes, notamment un pouvoir réducteur

(ECso= 0,07 mg/ml), étant donné que cette partie de la plante est riche en antioxydants
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puissants (phénols, flavonoides, caroténoides et tocophérols), en acides gras insaturés (acide

a-linolénique) et en minéraux (Barros et al., 2010).

Néanmoins, ’activité¢ antioxydante de 1’extrait méthanolique des graines de la
mauve d’Ecosse présentées 0,97 mg/ml comme valeur de la ECso, démontré par Kumarasamy
et ses collaborateurs (2007), ce qui prouve que les feuilles et les fleurs ont un potentiel
antioxydant plus élevé que les graines de mauve. Autrement, les fruits semblent avoir la plus

faible capacité antioxydante par rapport aux autres extraits (Kumarasamy et al., 2007).

De nombreuses études ont indiqué que le don d’électrons refléte la puissance
réductrice des composés associée a leur pouvoir antioxydant. De plus Malva sylvestris semble

étre une bonne source des composés phénoliques et antioxydants (Beghdad et al., 2014).

Cependant, le comportement antioxydant des extraits de Malva sylvestris est sans
doute lié par la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui
peuvent servir comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés
comme des réducteurs et inactivateurs des espéces radiculaires (Siddhuraju et Becker,
2006).

En rassemblant toutes ces études avec les résultats obtenus, nous confirmons la
présence d’une forte capacité antioxydante dans nos extraits ayant différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique se manifeste

comme étant un parametre qui pourrait disperser les résultats obtenus selon le procédé utilise.

Par conséquent ce travail mérite d’étre rénover par d’autres approches plus instructives avec
des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant et ainsi contribuant a la recherche
de autres composés bioactifs dont il faut tirer le maximum de profit afin de développer des

nouvelles substances ayant des propriétés thérapeutiques.
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Dans le présent travail, on s’est intéressé a I’é¢tude de 1’effet antioxydant in vitro de
I’extrait hydroéthanolique et hydroacétonique issus de la partie aérienne de Malva sylvestris
L. une plante spontanée largement utilisée dans la pharmacopée traditionnelle pour le

traitement de plusieurs maladies.

La détermination des rendements en extraits a montré une rentabilité qui differe en
fonction des solvants utilisés : 76% et 73% pour I’extrait hydroacétonique, et 1’extrait

hydroéthanolique respectivement.

L'activité antioxydante in vitro des deux extraits a été évaluée par la méthode du
pouvoir réducteur du fer (FRAP), a I’issu des résultats obtenus nous avons constaté que les
deux extraits présentent une capacité réductrice qui augmente proportionnellement avec la
concentration dont 1’extrait hydroacétonique (ECso= 0,92 mg/ml) a un potentiel antioxydant
plus élevé par rapport a I’extrait éthanolique (ECso= 1,30 mg/ml), cependant ces valeurs
demeure largement supérieur a celle enregistrée pour 1’acide ascorbique utilisé en guise

standard (ECso= 0,10 mg/ml).

A la suite de ces résultats, il est clair que notre travail apporte une validation a
I’utilisation traditionnelle de cette espéce mais des études complémentaires approfondie sont

nécessaires afin d’exploiter le grand potentiel réel de ses propriétés biologiques.

Pour mieux cerner les différents effets biologiques de cette plante, de hombreuses

perspectives a venir s’ imposent :

v Réalisation d’une étude qualitative en vue de caractériser et d’identifier les composés
actifs dans les différents extraits responsable des différentes activités biologiques de
cette plante ;

v" Application des autres procédes d’extraction en utilisant un large choix du solvant

v’ Etendre I’éventail des autres tests antioxydants tels que le test de blanchissement de B-
carotene, TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl), TRAP (Total Radical Trapping Antioxydant Parameter) ;

v" Elargir le spectre de recherche en étudiant d’autres parties de la plante dans d’autres
régions pour but de réaliser une étude comparative ;

v’ Orienter la recherche vers d’autres activités biologiques de la mauve sylvestre a savoir
I’activité antimicrobienne, antifongique, anti-inflammatoire, antitumorale... etc.

v’ Etudier la toxicité de cette plante.
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Résumé

Ce mémoire s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de I’activité antioxydante d’une
plante médicinale Malva sylvestris L. appartenant a la famille des malvacées et populairement
connue sous le nom de "Khobeiza” récoltée dans la région de Ain Fezza, Tlemcen.

Le pouvoir antioxydant de Malva sylvestris L. a été évalué in vitro par la méthode du
pouvoir réducteur du fer (FRAP), dont nous avons préparé deux extraits a partir de la partie
aérienne séchée et broyée. L’extraction se fait par décoction du matériel végétal dans un
mélange eau-acétone (ou eau-éthanol) & 30/70 pendant 30min. Les extraits sont ensuite
récupérés, évaporés, sechés et conserveé afin de tester leur pouvoir réducteur du fer.

L’extrait hydroacétonique avec une ECso = 0,92 mg/ml, présente un potentiel
antioxydant remarquable par rapport a 1’extrait hydroéthanolique ou ECsp = 1,30 mg/ml.

Ce travail confirme que Malva sylvestris est une plante douées d’un pouvoir médicinal
et ouvre des nouvelles perspectives contribuant a la recherche des autres composés bioactifs
dont il faut tirer le maximum de profit afin de développer des nouvelles substances ayant des
propriétés thérapeutiques.

Mots clés : Malva sylvestris, activité antioxydante, FRAP.



Abstract

The aim of these work is the evaluation of the antioxidant activity of a medicinal plant
Malva sylvestris L. belonging to the Malvaceae family and popularly known as "Khobeiza”
collected in the region of Ain Fezza, Tlemcen.

The antioxidant power of Malva sylvestris L. was evaluated in vitro by the iron
reducing power method (FRAP), of which we prepared two extracts from the dried and
ground aerial part. The extraction is done by decoction of the plant material in a water-
acetone (or water-ethanol) mixture at 30/70 for 30min. The extracts are then recovered,
evaporated, dried and stored in order to test their reducing power of iron.

The hydroacetanic extract with an ECso = 0.92 mg / ml, exhibits remarkable
antioxidant potential compared to the hydroethanolic extract where ECso = 1.30 mg / ml.

This work confirms that Malva sylvestris is a plant endowed with medicinal power
and opens up new perspectives contributing to the search for other bioactive compounds
which must be taken advantage of in order to develop new substances with properties
therapeutic.

Key words: Malva sylvestris L., antioxidant activity, FRAP.






