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Introduction

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales ont été le moyen le plus utilisé pour
résoudre les problemes de la santé humaine et animale. Elles représentent une source
essentielle pour la découverte de nouveaux produits utilisés en médecine alternative (Alain et
al., 2018). Leur popularité est due a leur facilité d'utilisation, leur efficacité, ainsi que leurs
bienfaits incontestables et leurs colts généralement inférieurs aux medicaments de synthése
(Panda et Duarte-Sierra, 2022).

Dans le domaine de la phytothérapie, il est de plus en plus reconnu que les principes
actifs sont souvent associés aux métabolites secondaires tels que les polyphénols. Ces
derniers forment 1’un des groupes de métabolites secondaires les plus abondants et diversifiés
avec plus de 8000 composeés identifiés a ce jour (Simdes et al., 2024). lIs jouent un role
crucial grace a leurs activités pharmacologiques (Othman et al., 2019; Panda et Duarte-
Sierra, 2022).

Lavatera cretica est une plante qui appartient a la famille des Malvacées (Veeramani
et al., 2017). Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter les blessures,
les brdlures et les autres affections. En médicine vétérinaire elle est employée pour soigner
les maladies gastro-intestinales et la constipation. Elle sert également de reméde contre la
grippe, les infections bactériennes et inflammatoires (Ben-Nasr et al., 2015; Veeramani et
al., 2020). Malgré I’utilisation répandue de cette plante en médecine traditionnelle, peu
d'études scientifiques ont été réalisées pour déterminer la composition phytochimique et les
propriétés pharmacologiques des feuilles de Lavatera cretica. Ceci nous a incité a étudier la
composition de cette plante en termes de molécules bioactives ainsi que ses activités

antioxydants et antibactériennes.

Ce mémoire comporte trois chapitres. Le premier chapitre présentera une revue de la
littérature concernant la plante, les métabolites secondaires et leurs activités biologiques. Le
deuxiéme chapitre décrira le matériel et les méthodologies utilisées pour le screening
phytochimique, le dosage des métabolites secondaires ainsi que I'évaluation de l'activité
antioxydante et antibactérienne. Le troisiéme chapitre exposera les résultats obtenus et leur
discussion. Enfin, nous achéverons notre travail par une conclusion générale et des

perspectives.
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Chapitre 1 Syntheése bibliographique
I.1.Métabolites secondaires

1.1.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques (Lelario et al., 2018)
produits par la plante, tres diversifiés structurellement et chimiquement (Lattanzio, 2013). Ils
ne sont pas impliqués dans la croissance et le développement normal de la plante (Lelario et
al., 2018) mais ils interviennent dans la défense contre les agents pathogénes, les insectes, la
pigmentation, la régulation de la germination et d'autres processus (Sharma et al., 2020). lls
ont également de grands intéréts pour les applications humaines, tels que la production de
médicaments efficaces, de compléments alimentaires, d’aromes et d’autres matériaux
industriels (Tiwari et Rana, 2015; Sharma et al., 2020). Les métabolites secondaires sont
biosynthétisés a partir des métabolites primaires par cing voies métaboliques principales: la
voie de I’acide shikimique, de I’acide malonique, de 1’acide mévalonique, des acides aminés
et du glucose 3 phosphate via la voie des pentoses phosphate (Lattanzio, 2013; Le Pogam et
al., 2015; Babenko et al., 2019). Plus de 300 000 meétabolites secondaires ont été découverts
dans le regne végétal (Teoh, 2016).

1.1.2. Polyphénols

Les polyphénols sont le plus vaste groupe de métabolites secondaires (Teoh, 2016).
IIs sont caractérisés par leur faible poids moléculaire. Ils sont composés d’un cycle
aromatique sur lequel sont présents un ou plusieurs groupements hydroxyles (Croteau et al.,
2000 ; Bennetau-Pelissero, 2014; Rambaran, 2020; Truzzi et al., 2021). Leurs principales
classes comprennent les acides phénoliques, les flavonoides et les non flavonoides (Figure 1)
(Rambaran, 2020).

1.1.2.1. Acides phénoliques

Il existe 2 types : acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques. Ils sont présents
a la fois sous forme liée et sous forme libre dans les plantes. Ces acides possedent plusieurs
dérivés tels que I’acide ellagique, l'acide gallique, l'acide caféique et l'acide P-coumarique.
(Rambaran, 2020).
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Acides phénoliques Flavonoides Non-flavenoides
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Figure 1 . Classification des polyphénols (Rambaran, 2020).

1.1.2.2. Flavonoides

Les flavonoides, également appelés vitamine P (Bose et al., 2018), sont des
pigments végétaux caractérisés par la présence de deux cycles benzoiques (cycle A et B),
connectés a trois chaines carbonés dans un hétérocycle oxygéné (cycle C). La variation de ce
dernier permet la formation de divers flavonoides qui comprennent les flavanones, les
flavanols, les flavonols, les isofalvons, les flavones et les anthocyanidines (Abbas et al.,
2017; Rambaran, 2020).

1.1.2.3. Les non flavonoides

1.1.2.3.1. Les tanins

Les tanins sont une sous-classe de polyphénols non-flavonoides, hydrosolubles. Ils
sont présents presque dans toutes les parties de la plante (Han et al., 2007; Elizondo et al.,
2010; Rambaran, 2020) et ils sont libérés en cas d'attaque par divers micro-organismes, ce
qui aide a prévenir toute infection éventuelle des tissus végétaux (Aguilera-Carbo et al.,
2008). Les tanins sont divisés en deux groupes, les tanins hydrolysables et condensés (Figure
2) (McMahon et al., 2000).
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» Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables se composent d'un noyau glucidique dont les groupes
hydroxyles sont estérifiés avec des acides phénoliques principalement I'acide gallique et /ou

I'acide hexahydroxydiphénique (Frutos et al., 2004).
» Tanins condensés

Les tanins condensés également appelés proanthocyanidines, sont des polymeéres de
flavan-3-ol (par exemple, catéchine) ou de flavan-3,4-diol liés par des liaisons C—C ou des
liaisons C — O — C (McMahon et al., 2000; Aguilera-Carbo et al., 2008) et qui ne

contiennent pas de résidus de sucre (Aguilera-Carbo et al., 2008).

Tanin hydrolysable Tanin condensé

Figure 2 : Composition structurelle des tanins hydrolysables et condensés (McMahon et al., 2000).

1.1.3. Alcaloides

Les alcaloides constituent une classe de composés structurellement variée qui
contient I'atome d'azote dans le cycle hétérocyclique. Ils sont synthétisés principalement a
partir d'acides aminés (Croteau et al., 2000 ; Kaur et Arora, 2015). Ces composés ont été
classés en différentes catégories sur la base de leurs précurseurs biosynthétiques et leurs
systéemes de noyaux hétérocycliques, notamment les alcaloides indole, tropane, pipéridine,
purine, imidazole, pyrrolizidine, pyrrolidine, quinolizidine et isoquinoléine (Kaur et Arora,
2015).
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1.1.4. Terpénes

Ce sont des métabolites secondaires qui sont formé par des unités isoprenes
répétitives a 5 carbones. Le nombre d'unités isoprene a cing carbones détermine leur
classification en : Monoterpénes, Diterpenes, Triterpenes, Hémiterpenes, Sesquiterpenes,

Sesterterpenes et Caroténoides (Tiwari et Rana, 2015; Teoh, 2016).

1.1.5. Propriétés biologiques des composées phénoliques

Les polyphénols jouent multiples réles dans la physiologie végétale et également la
prévention de plusieurs maladies, telles que I'nypercholestérolémie, I'hyperglycémie et les
maladies cardiovasculaires. Ils sont doté¢ également d’activité antioxydant, antiallergique,
anti-inflammatoire et antibactérienne (Daglia, 2012; Bennetau-Pelissero, 2014; Gyawali et
Ibrahim, 2014; Abbas et al., 2017; Rambaran, 2020). Ces propriétés varient en fonction de
leurs structures et compositions chimiques (position, nombre, type de groupement

fonctionnels, et aussi la présence de double liaison C2=C3) (Panda et Duarte-Sierra, 2022).

1.1.5.1. Mécanismes d’action antioxydant des composés phénoliques

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules caractérisés par la présence des
électrons non appariés sur leurs couches externes. Ils sont généralement instables et
hautement réactifs et ils cherchent & se stabilisé par liaison a des molécules d'organisme.
Lorsqu’ils ne sont pas neutralisés par des antioxydants, ils induisent des dommages en se
liant a des molécules biologiques essentiels telles que I’ADN, les lipides et les protéines
(Yoshikawa et Naito, 2002). Pour éliminer 1’excés des radicaux libres qui entrainent un
stress oxydatif, deux systemes de défense antioxydant sont mis en jeu, les antioxydants
enzymatiques tel que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase, le glutathion peroxydase et
les antioxydants non enzymatique comme la vitamine E, 1’acide ascorbique et les

polyphénols (Yoshikawa et Naito, 2002; Fernandez-Panchon et al., 2008).

Les polyphénols exercent leur effet antioxydant a travers une gamme de mécanismes
a savoir I’inhibition des réactions d'oxydation en augmentant l'activité des enzymes ou
I'expression des protéines antioxydantes, I’inhibition des enzymes génératrices des radicaux
libres, réduction et piégeage de radicaux libres. Les polyphénols agissent également comme
des donneurs d'hydrogene pour réagir directement avec les radicaux et réduire les activités de
H202, OH-, ROOO:-, 02~ (Yan et al., 2020 ; Lv et al., 2021). Ils peuvent aussi chélater les

ions métalliqgues comme le fer et le cuivre. Ces actions contribuent a neutraliser les radicaux
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libres et a prévenir les dommages oxydatifs offrant ainsi une protection de la santé de
I’individu (Yoshikawa et Naito, 2002).

1.1.5.2 Mécanismes d’action antibactériens des composés phénoliques

Les mécanismes d'action antibactériens précis des composés phénoliques ne sont pas
bien élucidés, mais il est couramment connu qu'ils ont divers sites d'action au niveau
cellulaire (Bouarab Chibane et al., 2019). IlIs peuvent agir par inhibition des facteurs de
virulence en inhibant les enzymes extracellulaires et la phosphorylation oxydative (Coppo et
Marchese, 2014). De plus, les polyphénols peuvent inhiber la synthese de la paroi cellulaire
en se fixant au centre actif de I'enzyme D-alanine-D-alanine ligase, impliquée dans la
synthése du peptide terminal du précurseur de peptidoglycane : pentapeptide de l'acide
uridine 5'-diphospho -N-acétylmuramique (UDP MurNAc-pentapeptide) (Gérniak et al.,
2019). Par ailleurs, les composés phénoliques peuvent interagir avec la membrane
cytoplasmique des bactéries. Ils traversent la bicouche lipidique par diffusion passive, ils
perturbent la membrane cellulaire, acidifient le cytoplasme et provoquent une dénaturation
des protéines altérant ainsi la membrane et induisant a la mort cellulaire (Borges et al.,
2013). Aussi, les polyphénols peuvent inhiber la synthese des acides nucléiques en inhibant
I'activité d’une enzyme appelée dihydrofolate réductase, elle intervient dans la voie de
synthése de l'acide folique (précurseur des pyrimidines et des purines), ce qui explique la
réduction de la synthése d'ADN et d’ARN de certaines bactéries telle qu’E. coli (Gérniak et
al., 2019b; Biharee et al., 2020). lls peuvent également inhiber I'ADN Gyrase en se liant a la
sa sous unité GyrB (la sous-unité B de I’ADN gyrase) chez E. coli, bloquant ainsi son activité
ATPase (Coppo et Marchese, 2014; Shin et al., 2018; Bouarab Chibane et al., 2019;
Gorniak et al., 2019; Panda et Duarte-Sierra, 2022).

1.2.Généralités sur Lavatera cretica

1.2.1. Description morphologique

Plante herbacée, hermaphrodite, a souche ligneuse, de 20 a 150 cm de hauts, a tige
poilues dressées ou ascendantes. Elle a des feuilles alternes, divisées palmatifides, arrondies a
cordiformes, pubescentes, pétiolées, de 5 a 7 lobes tres dentés. Les feuilles inférieures sont
presque rondes et les supérieurs sont a division plus profondes. Les fleurs sont a symétrie
radiance, lilas, violettes ou roses, veinées de rouge ou de pourpre, a pédoncule court réunies

par 2 a 8 en bouquets a l'aisselle des feuilles. Corolle a 5 pétales de 10 a 20 mm de long.
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Calice a 5 sépales libres, assez large. Les fruits ont 12 akénes au plus, soudés, lisses ou

legerement ridés (Anonyme 01) (Figure 3).

Figure 3 : Lavatera cretica (photographie).

1.2.2. Répartition géographique

Lavatera cretica (LC) est une plante qui se développe dans les zones cétiéres du
Proche-Orient et de la région méditerranéenne, principalement en Afrique du Nord et en
Macaronésie. Elle est couramment observée sur les grandes Tles méditerranéennes telles que
les Tles Baléares, la Corse, la Sardaigne, la Sicile, I'archipel maltais et la Créte. Cette espece
s'est également naturalisée dans certaines régions des Etats-Unis d'’Amérique et d'Afrique du
Sud (Ben-Nasr et al., 2015).

1.2.3. Nomenclature

Lavatera cretica L. nom donné en I’honneur de J.R. Lavater, médecin et naturaliste
Suisse du 17éme siecle (Anonyme 1). Cette plante est connu également sous le nom de
Malva multiflora (Ben-Nasr et al., 2015). Elle est nommeée en francais lavatere de créte, en
anglais smaller tree-mallow (Anonyme 1), en italien marmolone ou malvone (De Feo et al.,

1992), en arabe khobiza (Veeramani et al., 2018) et en kabyle mejir .
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1.2.4. Classification

Lavatera cretica est classee comme suit (Anonyme 2) :

Tableau I : Classification taxonomique de Lavatera cretica.

Régne Plante

Classe Dicotylédone
Ordre Malvales
Famille Malvacées
Genre Malva

Espéce Malva multiflora

1.2.5. Composition chimique

Une étude antérieure a démontré par I’analyse GC-MS (Chromatographie en phase
gazeuse couplé a une spectrométrie de masse) la présence des composés organiques tels que
I'acide 9, 12,15-octadécatriénoique, la vitamine E, le phytol, I'acide hexadécanoique, I'acide

benzénepropanoique et le stigmastérol (Veeramani et al., 2018).

De plus, 1’étude de Ben Nasr et al. (2015) a démontré que 1’extrait des feuilles de L. cretica

est riche en flavonoides et en phénols totaux.

1.2.6. Utilisation traditionnelle

Les feuilles et les tendres tiges sont consommeées par les gens comme nourriture
cuite avec des haricots et des céréales (Ben-Nasr et al., 2015; Veeramani et al., 2017;
Veeramani et al., 2018). De plus, leur extrait est utilisé en medicine vétérinaire pour traiter
les maladies gastro-intestinales (Viegi et al., 2003) et pour soulager les constipations chez les
animaux domestiques notamment les bovins (De Feo et al., 1992). En médecine
traditionnelle elle est employée comme traitement antitussif, analgésique, antiseptique,
laxatif, antiparasitaire, antibactérien et cicatrisant. Cette plante est également utilisée pour
calmer les voies respiratoires hautes et les douleurs d’estomac (Gaspar et al., 2002; Ben-

Nasr et al., 2015; Veeramani et al., 2018).
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1.2.7. Etudes antérieurs
Ben Nasr et al. (2015) ont démontré que les extraits aqueux de Lavatera cretica ont
la capacité d'éliminer les radicaux libres et de prévenir la peroxydation lipidique. De plus, ces
extraits ont également montré une inhibition de la lipooxygénase, une enzyme impliquée dans

le processus inflammatoire.

Veeramani et al. (2017) ont étudié I'effet hépatoprotecteur de L. cretica. Leurs recherches ont
démontré que l'administration orale de fractions d’acétate d'éthyle de LC a des souris
soumises a un régime riche en graisse a entrainé une diminution significative des niveaux de
triglycérides hépatiques, d'acides gras libres, d'ASAT (Aspartate aminotransférase), d’ALAT
(Alanine aminotransférase), du cholestérol total ainsi qu’une diminution de la production des

biomarqueurs du stress oxydatif.

Les recherches menées par Veeramani et al. (2018) ont mis en évidence les propriétés de
I'extrait des feuilles de L. cretica dans la régulation de la résistance systémique a l'insuline.
L'administration de ’extrait de LC a des souris soumises a un régime riche en graisse a
conduit a une réduction du poids corporel, de la prise alimentaire, des niveaux plasmatiques
de leptine et d'insuline. De plus, les résultats du test de tolérance au glucose ont montré que

LC prévenait une augmentation supplémentaire des taux de glucose circulants.
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11.1. Matériel

11.1.1. Appareillage et produits chimiques
Le matériel de laboratoire et les produits chimiques nécessaires a la réalisation de ce

travail ont été résumés dans I’annexe 1.

11.1.2. Matériel végétal

Les feuilles de Lavatera cretica ont été selectionnées comme matériel végétal pour
cette étude. L’identification botanique a été confirmée par le botaniste Mr. ABACCI H.
enseignent au département de tronc commun, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a
I’université de Bejaia. Les échantillons ont été récoltés pendant le mois de février 2022 au

niveau du village de Berdoune, commune d’ Amizour, wilaya de Bejaia.

Les feuilles ont été nettoyées puis séchées dans une étuve a une température de 30
°C. Apres séchage, elles ont été broyées puis tamiseées pour obtenir une poudre fine de 250

MM conservée a une température de -20 °C a I’abri de la lumiére.

11.1.3. Souches bactériennes

Afin d’évaluer I’effet antibactérien de 1’extrait hydro-éthanolique des feuilles de LC,
nous avons testé quatre souches bactériennes, dont deux a Gram positif : Staphylococcus
aureus (ATCC 6314) et Bacillus subtilis (ATCC 10876) et deux a Gram négatif : Escherichia
coli (ATCC 29522) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Ces souches bactériennes

sont fournies par le Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) de I'université de Bejaia.

11.2. Méthodes

I1.2.1. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de L. cretica
La méthode suivie dans cette étude est I'extraction par macération. Une quantité de
120 g de poudre des feuilles de LC a été mélangée dans 1L d'éthanol a 50 %. Le mélange a
¢té macéré pendant 8 heures a I’abri de la lumiére par un agitateur électrique, puis laissé
décanter toute la nuit. Ensuite, le surnageant a été soumis a un évaporateur rotatif puis laissé

sécher dans I'étuve a 35 °C. Enfin, I’extrait sec a été conservé a -20 °C jusqu’a utilisation.

10
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Le rendement d’extraction est exprimé en pourcentage. Il est calculé par la formule
suivante :
R (%) = (P1/Po) x 100

Ou:
R : Rendement en pourcentage ;
P1 : Poids de I’extrait sec ;

Po : Poids de la poudre soumise a 1’extraction.

I1.2.2. Analyse qualitative de I’extrait hydro-éthanolique de L. cretica
(Screening phytochimique)

Le screening phytochimique consiste a effectuer une série de tests sur 1’extrait hydro-
éthanolique de LC dans le but d'avoir une idée sur la présence ou l'absence de certaines

métabolites primaires et secondaires (Bouchenak et al., 2020) en utilisant des protocoles
standardisés décrit par Haddouchi et al. (2018) et Kancherla et al. (2019).

Le criblage de ces composés phytochimiques est base sur I'observation visuelle suite a
un changement de couleur ou la formation d'un précipité apres I'ajout de réactifs spécifiques
(EL-Haoud et al., 2018).

11.2.2.1. Détection des Alcaloides

Différents tests ont été réalisés afin de vérifier la présence des alcaloides dans 1’extrait de
LC:

» Test de Dragendorff

e Principe

Les ions bismuth (Bi®*) du réactif de dragendorff réagissent avec le groupe amine des

alcaloides, formant un complexe insoluble rouge-orange (Harborne, 1998).
e Mode opératoire

Un volume de 2 ml de I’extrait a ét¢ mélangé avec 1 ml du réactif de Dragendorff.
L'apparition d'un précipité rouge-oranger confirme la présence des alcaloides (Haddouchi et
al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11
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> Test de Hager

e Principe

L'interaction entre les groupes amines des alcaloides et le groupe nitro (NO.) de
I'acide picrique du réactif de Hager forme un complexe insoluble, se manifestant par une

précipitation jaune (Harborne, 1998).
e Mode opératoire

Un volume de 2 ml de I’extrait a ét¢ mélangé avec quelques gouttes du réactif de
Hager. Apres agitation, la formation d'un précipité jaune indique la présence des alcaloides
(Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).

» Test de Mayer

e Principe

Les groupes amines des alcaloides (NH>) réagissent avec le chlorure de mercure du
réactif de Mayer pour former des complexes visibles sous forme de précipités blancs ou
jaunes (Harborne, 1998).

e Mode opératoire

Trois gouttes du réactif de Mayer ont été ajoutées a 1 ml d'extrait de LC. La présence
des alcaloides a été détectée par la formation d’un précipité jaunatre ou blanc (Haddouchi et
al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.2. Détection des flavonoides
» Test de réactif alcalin

e Principe

Les groupes hydroxyle (OH) des flavonoides réagissent avec la soude (NaOH) du
réactif alcalin. Dans ce milieu alcalin, les groupes OH se déprotonent, formant des anions

phénolates, ce qui entraine un changement de couleur (Mabry et al., 2012).
e Mode opératoire

Quelque goutte d’hydroxyde de sodium sont rajoutées a 2 ml d'extrait. Initialement,
une couleur jaune foncé apparait, mais elle devient progressivement incolore en ajoutant
quelques gouttes de HCI dilue, indiquant la presence de flavonoides (Haddouchi et al., 2018;
Kancherla et al., 2019).
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11.2.2.3. Détection des tanins
> Test de FeCl3

e Principe

Les groupes hydroxyle (OH) des tanins réagissent avec les ions ferriques (Fe**) pour

former un complexe coloré (Hagerman et Butler, 1978).
e Mode opératoire

Le test consiste a mélangé 1ml d’extrait avec une goutte de FeCls a 5%. La
couleur du mélange réactionnel est observée 1 min apres réaction a température ambiante.
L’apparition d’une couleur verdatre indique la présence des tanins catéchiques et une couleur

bleue indicative des tanins galliques (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.4. Détection des protéines

Différents tests ont été effectués pour vérifier la présence des protéines dans ’extrait de LC :

> Test de Biuret

e Principe

Le test repose sur la formation de liaisons coordonnées entre les ions cuivre (Cu?*) du
réactif de Biuret et les atomes d'azote des liaisons peptidiques présentes dans les protéines,

fournissant ainsi un complexe coloré (Neslon et al., 2008).
e Mode opératoire

Un volume de 1ml d’extrait a été mélangé avec 2ml de réactif de biuret. L apparition
d’une couleur violette ou rouge apres une incubation de Smin est indicative de la présence

des protéines (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).
» Test de Ninhydrine

e Principe

Le groupe amine (NH:) de l'acide aminé réagit avec 1'un des groupes carbonyles de la
ninhydrine, libérant de I'ammoniac (NHs) qui réagit ensuite avec une deuxiéme molécule de
ninhydrine pour former un composé coloré violet appelé pourpre de Ruhemann, permettant

ainsi de visualiser les acides aminés dans I'échantillon (Moore et Stein, 1963).

13
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e Mode opératoire

Trois gouttes de réactif de ninhydrine ont été ajoutées a Iml d’extrait de LC.
L’apparition d’une couleur violette aprés 5 min d’incubation au bain marie confirme la

présence des protéines (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.5. Détection des carbohydrates

Différents tests ont été réalisés afin de vérifier la présence des carbohydrates dans 1’extrait de

LC:
> Test de Benedict

e Principe

En présence de sucres réducteurs, le sulfate de cuivre (1) est réduit en cuivre (1). Ce

dernier précipite sous forme d’oxyde de cuivre (I), donnant une couleur rouge (Sumner et

Howell, 1935).
e Mode opératoire

Un volume de 5ml d’extrait a été mélangé avec Iml de réactif de benedict.
L’apparition d’une couleur rouge foncé aprés Smin d’incubation indique la présence des

carbohydrates (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).

» Test de Fehling

e Principe

Ce test repose sur la réduction des ions cuivre (Cu®") en cuivre (Cu*) par les sucres
réducteurs, ce qui permet la formation d'un précipité rouge brique d'oxyde de cuivre (Cu20)
(Miller, 1959).

e Mode opératoire

Un volume de 2 ml d’extrait a été mélangé avec 2 ml de la solution de Fehling (A et
B). Le développement d’une couleur rouge foncé apreés 5 min d’incubation est indicatif de la

présence des carbohydrates (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).
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11.2.2.6. Détection des glycosides
» Test de Keller-Kiliani

e Principe
Lorsque I'extrait est traité avec de I'acide acétique, les glycosides présents subissent
une hydrolyse partielle pour libérer des groupes de sucres, qui réagissent ensuite avec le

FeClz pour former un complexe coloré (Harborne, 1998).
e Mode opératoire

Un volume de 0,5 ml d'acide acétique et 3 gouttes de FeClz a 5% ont été mélangés a
2ml d’extrait. Ensuite, 1 ml de H2SO4 concentré a été ajouté le long des parois du tube a essai.
La présence des glucosides est confirmée par la formation d’un anneau de couleur bleu foncé

(Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.7. Détection des saponines
» Test de mousse

e Principe

Le Na,COsz favorise la formation de bulles de dioxyde de carbone (CO2) qui
emprisonnent les micelles des saponines, créant ainsi une mousse persistante (Sparg et al.,
2004).

e Mode opératoire

Quelques gouttes de NaCOs ont eté ajoutées a 5 ml d'extrait. Aprés une agitation
vigoureuse et une incubation de 5 minutes, I'émergence d'une mousse révele la présence des
saponines (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.8. Détection des triterpenoides
» Test d’horizon

e Principe

Les doubles liaisons dans le squelette des triterpénoides réagissent avec 1’acide

trichloroacétique, ce qui entraine la formation de complexes colorés (Harborne, 1998).
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e Mode opératoire

Un volume de 2 ml d'acide trichloroacetique a été mélangé avec 1ml d'extrait. La
présence des triterpénoides est révélée par la formation d'un précipité rouge (Haddouchi et
al., 2018; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.9. Détection des stéroides

» Test de Salkowski

e Principe
L'acide sulfurique déshydrate les stéroides, formant des composés stéroidiens qui

réagissent ensuite avec le chloroforme pour donner une couleur rouge (Harborne, 1998).

e Mode opératoire

Un volume de 5ml d'extrait a été mélangé a 2ml de chloroforme et du H2SOs
concentré a été ajouté le long des parois d’un tube a essai. L'apparition d'une couleur rouge

signifie la présence des stéroides (Haddouchi et al., 2018 ; Kancherla et al., 2019).

11.2.2.10. Détection d’amidon
» Test au lugol

e Principe

L'iode réagit avec les polysaccharides de I'amidon pour former un complexe d'iodure

d'amidon, ce qui provoque une coloration bleue (Neslon et al., 2008).
e Mode opératoire

Quelques gouttes de solution de lugol ont été ajoutées a 2 ml d'extrait. L'observation
d'une couleur bleue confirme la présence d'amidon (Haddouchi et al., 2018; Kancherla et
al., 2019).
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I1.2.3. Analyse quantitative de I’extrait hydro-éthanolique de L. cretica

11.2.3.1. Dosage des phénols totaux
» Principe

La teneur en phénols totaux a été déterminée par spectrophotométrie selon la
méthode de Folin-Ciocalteu. Ce réactif de couleur jaune est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et phosphomolybdique (H3PMo012040). Lorsque les
polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Ciocalteu dans un état alcalin en un
complexe ayant une couleur bleue constitué¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdeéne.
L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés

(Enneb et al ., 2015; Munteanu et Apetrei, 2021).
» Mode opératoire

Selon le Protocol décrit par Zeghbib et al. (2022), un volume de 200 pl d'extrait de
LC a été mélangé avec 1ml de Folin Ciocalteu (0,1 N). Aprés 5 minutes d'incubation a
température ambiante dans 1’obscurité, un volume de 800 pl de Na>COs (7,5%) a été ajouté
suivi d'une incubation a une température de 50 °C / 5min. L'absorbance a été mesurée a une
longueur d'onde de 760 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant I’acide
gallique comme standard (Figure 04). Les résultats ont été exprimés en milligramme

équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

11.2.3.2. Dosage des flavonoides
» Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (AICI3). Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des
métaux (fer et aluminium). Ceci signifie que le metal (Al) perd deux électrons afin de se lier a
deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(Lysiuk et Hudz, 2017).
» Mode opératoire

L’analyse quantitative des flavonoides a été réalisée selon le protocol de Surana et al.
(2016). Un volume de 250 pl d'extrait a été additionné a 750 ul d'éthanol absolu, 50 ul
d'acétate de potassium (1M), 50 ul de chlorure d’aluminium (AICI3) a 10% et 1,4 ml d’cau
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distillé. Le mélange a été vigoureusement agité puis incubé pendant 40 min dans 1’obscurité a
température ambiante. L’absorbance a été mesurée a une longueur d’onde de 415 nm. Une
courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant la quercétine comme standard (Figure 05). Les
résultats obtenus ont été exprimés en milligramme équivalent quercétine par gramme
d’extrait sec (mg EQ/g ES).

11.2.3.3. Dosage des tanins condensés

> Principe
Cette méthode est basée sur la liaison des groupements aldéhydiques de vanilline au
carbone 6 du cycle A de la catéchine, ce qui induit la formation d'un complexe chromophore

rouge qui absorbe a une longueur d'onde de 500 nm (Enneb et al., 2015).
» Mode opératoire

Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon Sun et al. (1998). Un volume de
125 pl de I'extrait a été mélangé avec 750 pl de la solution de vanilline a 4 % et 375 pl de
HCI. Apres une incubation de 15 min a température ambiante, I'absorbance de I'échantillon a
été mesurée a 500 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant la catéchine comme
molécule de référence (Figure 06). Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalent

catéchine par gramme d'extrait sec (mg EC/g ES).

I1.2.4. Evaluation de ’activité antioxydante de I’extrait hydro-éthanolique

des feuilles de L. cretica

11.2.4.1. Test de la réduction de fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant

power)

» Principe

Le test FRAP est une méthode basée sur la réduction du complexe d'ion ferrique (Fe®*) en
ion ferreux (Fe?*) en présence des antioxydants réducteurs. La couleur bleue est obtenue
comme produit final quantifiable par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 593 nm et

montre le pouvoir réducteur des antioxydants (Dontha, 2016; Munteanu et Apetrei, 2021).
» Mode opératoire

L’activité antioxydant a été évaluée en utilisant la méthode décrite par Benzie et
Strain (1999). Un volume de 50 pl d'extrait a ét¢ mélangé avec 950 pl du réactif de FRAP.

L'absorbance a été mesurée a 593 nm apres 30 minutes d’incubation a 37 °C. Le trolox a été
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utilise comme standard pour réaliser la courbe d'étalonnage (Figure 07). Les résultats ont été

exprimés en milligramme équivalent trolox par gramme d’extrait sec (mg E Trolox/g ES).

11.2.4.2. Test de piégeage de I’oxyde nitrique (NO)

> Principe
La procédure s’appuie sur le principe selon lequel le nitroprussiate de sodium en
solution aqueuse a pH physiologique génére spontanément de I'oxyde nitrique qui interagit
avec l'oxygene pour générer des ions nitrite, mesurables a l'aide du réactif de Griess. Les
piégeurs d’oxyde nitrique entrent en compétition avec 1’oxygéne, réduisant ainsi la

production d’ions nitrite (Sreejayan et Rao, 1997; Ebrahimzadeh et al., 2010).
» Mode opératoire

L’activité de piégeage de I’oxyde nitrique a été réalisée selon la méthode décrite par
Lopes et al. (2012), avec de légeres modifications. Un volume de 450 pl d'extrait a été
additionné a 450 ul de nitroprussiate de sodium. Ce mélange a été incubé a température
ambiante pendant 1 heure. Ensuite, un volume de 450 pl de réactif de Griess a été ajouté,
suivi d'une incubation de 10 minutes a I'obscurité. L'absorbance a été mesurée a 562 nm. Les

résultats ont €té exprimés en pourcentage d’inhibition de 1’oxyde nitrique.

I1.2.5. Evaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait hydro-

éthanolique des feuilles de LC

11.2.5.1. Antibiogramme
» Principe
Cette methode repose sur la diffusion de I’agent antimicrobien, en milieu solide, a
partir d'un point précis, afin de déterminer la sensibilité et la résistance des bactéries testées a
cet agent. L'évaluation de 1’effet de la substance antimicrobienne sur la souche cible se fait en

mesurant la zone d'inhibition résultante aprés un temps de contact déterminé entre I'extrait et

le microorganisme (Jehl et al., 2015).
> Mode opératoire
A l'aide d'une once de platine, des colonies bien isolées de chaque souche bactérienne

a tester ont été raclées dans le but de préparer I'inoculum bactérien dans un tube contenant de
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l'eau physiologique, afin de préparer une suspension bactérienne de 108 unités formant
colonie (UFC)/mL qui correspond aux normes de Mc Farland équivalentes a une densité

optique de 0,08 a 0,1 & une longueur d'onde de 630 nm.

Trois méthodes sont utilisées pour évaluer I'activité antibactérienne de 1’extrait hydro-
éthanolique de LC, a savoir : la méthode des disques, des puits et des spots. A l'aide d'un
écouvillon stérile bien imbibé dans la suspension bactérienne préparée, les surfaces du milieu
gélosé Mueller Hinton ont été ensemencées par les souches cibles. Quatre concentrations
d'extrait ont été utilisées (10, 25, 50 et 100 mg/mL). L’cau distillée a été utilisée comme
contrdle négatif, tandis que I’amoxicilline a été utilisee comme témoin positif (10 mg/mL).
Les boites de Pétri ont été mises au réfrigérateur a 4 °C pendant 2 heures pour une pré-
diffusion. Apres incubation a 37 °C pendant 24 heures, les diamétres des zones d'inhibition
ont été mesurés et les résultats ont été exprimes en millimetre (mm) (Adam, 2005 ; Balouiri
et al., 2016).

11.2.6. Analyse statistique

Les résultats des tests ont été exprimés en moyenne + SD. L’analyse statistique a été
réalisée en utilisant le logiciel GraphPad Prism 8.0 ; test de Student. Les résultats sont

considérés comme significatifs a P < 0,05.
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III.1. Rendement d’extraction

Le procédé d’extraction des plantes médicinales est souvent réalisé pour isoler les
composeés bioactifs tels que les composes phénoliques reconnus pour leurs diverses activités
biologiques (Stalikas, 2007). Dans cette étude I'extraction des feuilles de L. cretica a été
effectuée en utilisant de I'éthanol a 50% comme solvant selon une méthode d'extraction par

macération.

Selon Jacotet-Navarro et al. (2018) le mélange hydro-éthanolique est un choix idéal
pour extraire le maximum des composés de plantes en raison de sa faible sélectivité et sa
capacité a couvrir une large gamme de polarités concernant les composés a extraire. Le
solvant polaire favoriserait la solubilisation et 1’extraction des composés polaires alors qu’un
solvant moins polaire permet I'extraction des molécules moins polaires. De plus, le solvant
hydro-éthanolique est largement utilisé en raison de son innocuité et sa disponibilité par
rapport a d'autres solvants (Elboughdiri, 2018).

La matiere végétale a été préalablement séchée et broyée pour obtenir une poudre
fine afin d'augmenter la surface d'interaction entre le solide et le solvant d'extraction. Le
rendement d'extraction de L. cretica a été de 19,71%. Ce chiffre représente la quantité de
matiére extraite a partir de la matiére végétale initiale. Plusieurs variables peuvent influencer
I'efficacité de ces résultats a savoir la méthode d'extraction, le type de solvant, la
granulométrie de la matiére végétale, la partie utilisée dans 1’extraction, la durée de
I’extraction, le degré de maturité des feuilles, la température d'extraction et I’interaction avec

I’environnement (Chew et al., 2011).

En effet, cette méthode a démontré un rendement significatif, offrant ainsi une
méthode d'extraction efficace pour isoler les molécules bioactives de cette plante.

I11.2. Analyse qualitative de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de L.

cretica

Un screening phytochimique a été realisé sur I'extrait hydro-éthanolique des feuilles
de LC afin d'identifier les différents constituants de cette plante. Les résultats sont exprimés

dans le tableau ci-dessous (Tableau I1) :
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Tableau Il : Screening phytochimique de I’extrait hydro-éthanolique de LC

Constituants Tests Résultats
Test de Dragendorff
Alcaloides
Test de Hager
Test de Mayer
Flavonoides Test de réactif alcalin +++
Tanins Test de FeCls
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Test de Biuret
Protéines
Test de Ninhydrine
Test de Benedict +
Carbohydrates
Test de Fehling +
Glycosides Test de Keller killiani +
Saponines Test de mousse B
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Triterpénoides Test d’horizon a
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(-) : Absence ; (+) : Présence ; (++) : Présence Modérée ; (+++) : Abondance des phytoconstituants

Les tests phytochimiques effectués sur I’extrait des feuilles de LC révélent la présence
de divers composés. Cela a été constaté par des changements de couleur indiquant la présence
des flavonoides, tanins catéchique, protéines, alcaloides, carbohydrates et glycosides. En
revanche, les tests sur les saponines, triterpénoides, stéroides et amidon ont montré un résultat

négatif indiquant I’absence de ces derniers dans 1’extrait de LC.

Notre étude a révélé I'abondance des flavonoides dans 1’extrait des feuilles de LC. Ce
résultat confirme ce qui a été retrouvé dans 1’étude réalisé par Veeramani et al. (2017). Les
flavonoides sont connus principalement pour leurs propriétes antioxydants qui neutralisent les
radicaux libres, réduisant ainsi le stress oxydatif (Teoh, 2016). lls possedent aussi des
propriétés anti-inflammatoires en inhibant les enzymes responsables de [l'inflammation,
contribuant ainsi a la réduction de la réaction inflammatoire dans le corps (Croteau et al.,
2000). Le criblage phytochimique réalisé dans notre étude a egalement démontré la richesse
de LC en tanins catéchique. Ces derniers sont reconnus comme étant un bon remede pour
traiter diverses maladies, notamment les maladies cardiovasculaires et les infections

bactériennes (Daglia, 2012; Gyawali et Ibrahim, 2014).
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Les résultats de notre étude sont cohérents avec ceux de (Dowek et al., 2020) ayant
travaillé sur une plante du méme genre et ayant mis en évidence la présence des tanins,
flavonoides, polyphénols et alcaloides dans I’extrait des feuilles de Malva sylvestris. De plus,

leur étude a démontré I’absence des glycosides, stéroides, triterpénes et saponines.

Une autre ¢tude faite sur I’extrait éthanolique (70%) des feuilles de Malva parviflora
a révélé la présence de constituants similaires a ceux retrouvé dans ’extrait de LC. Quoi qu’il
a éte retrouvé que M. parviflora contient des saponines contrairement a notre plante (Farhan
etal., 2012a).

Plusieurs facteurs montrent que l'environnement et les besoins spécifiques de chaque
plante influencent la production des métabolites secondaires (Akula et Ravishankar, 2011).

Voici quelques suggestions qui expliquent la présence et I'absence de ces métabolites :

e Stress environnemental : une plante exposée au stress tel que la sécheresse, peut
produire certains composés qui sont moins importants dans le cas d'absence de stress

environnemental (Chaves et al., 2009).

e Lumiere : une plante soumise a une forte lumiére solaire, peut synthétiser certains
composés chimiques avec des quantités accrues pour se protéger contre les rayons

ultraviolets. Alors qu’une plante a I'ombre peut ne pas avoir besoin de ces métabolites

(Jenkins, 2009; Yang et al., 2018).

e La composition phytochimique de la plante peut également dépondre de la saison de

récolte, le solvant, la méthode d’extraction ainsi que le type de sol (Locatelli et al.,

2010; Yang et al., 2018; Lezoul et al., 2020).

I11.3. Analyse quantitative de I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de L.

cretica

L'étude quantitative de I'extrait hydro-éthanolique des feuilles de LC a été réalisée par
des dosages spectrophotométriques afin de déterminer les teneurs en phénol totaux,
flavonoides et tanins. Le dosage de ces composés est privilégié en raison de leur disponibilité

dans la nature et de leur pertinence dans de nombreux domaines d'application.
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Le tableau ci-dessous représente la teneur de l'extrait de LC en phénols totaux,
flavonoides et tanins (Tableau I11). Ils sont déterminés a partir des équations de régression
linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées successivement en mg équivalent d’acide
gallique, mg équivalent de quercétine et en mg équivalent de catéchine par g de matiere

seche.

Tableau Il : Teneur de I’extrait des feuilles de L. cretica en phénols totaux, flavonoides et

tanins.

Phénols totaux (a) Flavonoides (b) Tanins (c)
L’extrait des
feuilles de L. cretica 85.582 + 2.826 32.992 + 0.309 51.131+4.674

(@) mg équivalent d’acide gallique par g de matiére séche de la plante (mg EAG/g MS).
(b) mg équivalent de quercétine par g de matiéere séche de la plante (mg EQ/g MS).

(c) mg équivalent de catéchine par g de matiére seche de la plante (mg EC/g MS).

La détermination de la teneur en phénols totaux dans I’extrait hydro-éthanolique a été
estimée selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu en utilisant 1’acide gallique
comme standard (Figure 4). Un taux de 85,582 + 2,826 mg EAG/g MS a été enregistré
(Tableau I11).
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Figure 4 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux dans I'extrait
de Lavatera cretica.

Nos résultats de dosage confirment la richesse de 1’extrait des feuilles de L. cretica en
phénols totaux. En revanche, cette teneur reste inférieure a celle rapportée par Ben Nasr et al.
(2015) qui ont enregistré une teneur de 254,62 + 6,50 mg EAG/g ES pour I'extrait aqueux des
feuilles de L. cretica, ainsi que celle démontré par Devrim-Lanpir (2023) qui a estimé une
teneur de 95,42 + 5,25 mg EAG/g MS dans ’extrait des feuilles de Malva pusilla.

Une autre ¢tude a été effectuée par Basheer et al. (2021) sur I’extrait hydro-
méthanolique des feuilles de L. cretica a démontré un rendement de 16,5 = 3,2 mg EAG/g

ES, une teneur relativement faible en comparaison a la valeur retrouvé dans notre étude.

De méme, la teneur de notre extrait en phénol totaux dépasse celle de I’extrait hydro-
éthanolique de Malva sylvestris (1,42 + 0,14 mg EAG/gPF) rapporté par Petkova et al.
(2018), ainsi que celle de D’extrait éthanolique de Malva parviflora (2,24 + 0,031mg
EAG/gPF) démontré par Farhan et al. (2012b).

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode spectrophotométrique au
trichlorure d’aluminium (AIClz) en utilisant la quercétine comme standard (Figure 5). La
teneur des flavonoides dans 1’extrait hydro-éthanolique de L. cretica a été estimée a 32,992 +
0,309 mg EQ/g MS (Tableau I11).
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Figure 5 : Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides dans I'extrait de
Lavatera cretica.

Nos résultats sont clairement supérieurs a ceux retrouvé par Moon et al. (2020) qui
ont révélé une teneur de 2,4 £ 0,1 mg EQ/g MS pour I'extrait aqueux de Malva verticillata.
IIs divergent également des résultats de Pektova et al. (2019) qui ont enregistré une teneur de

0,76 + 0,19 mg EQ/g PF pour I'extrait éthanolique (70%) de Malva sylvestris.

Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon la méthode de la vanilline en
utilisant la catéchine comme standard (Figure 6). Leurs teneurs dans 1’extrait hydro-
éthanolique de L. cretica a été estimée & 51,131+ 4,674 mg EC/g MS (Tableau 111).
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Figure 6 : Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tains condensés dans l'extrait de
Lavatera cretica.

L'étude menée par Tabaraki et al. (2012) a enregistré des teneurs de 1,87 £ 0,03 mg
EC/g MS, 2,18 £ 0,03 mg EC/g MS et 1,86 + 0,05 mg EC/g MS dans les extraits des feuilles
de Malva sylvestris récoltées dans trois regions différentes. Ces valeurs sont tres faibles en

comparaison a celles enregistrées dans notre étude sur les feuilles de LC.

Les variations observées dans les teneurs des phénols totaux, flavonoides et tanins
dans les différentes études peuvent étre expliquees par plusieurs facteurs interconnectés.
L'origine géographique des échantillons joue un rdle crucial, car les conditions climatiques,

les types de sols et les stress environnementaux locaux influencent directement la biosynthése
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des composes phénoliques (Locatelli et al., 2010). Par ailleurs, la saison de recolte est
déterminante, avec des études montrant que les concentrations en composés bioactifs peuvent
varier selon le stade de développement de la plante, les jeunes feuilles présentant souvent des
teneurs différentes par rapport aux feuilles matures (Faller et fialho, 2009). La durée et les
conditions de stockage post-récolte affectent également les teneurs, car une exposition
prolongée a la lumiére, a I'numidité ou a des températures inappropriées peut entrainer la
dégradation des composés phénoliques par oxydation ou dégradation enzymatique (Houssain
et al., 2010). Les méthodes d'extraction utilisées introduisent une autre source de variation,
les techniques telles que I'extraction par solvants, par ultrasons ou par micro-ondes pouvant
donner des rendements différents en fonction de leur efficacité a libérer les composés
phénoliques (Dai et Mumper, 2010). Le choix des solvants est également crucial ; les
solvants polaires comme le méthanol et I'éthanol sont généralement plus efficaces pour
extraire les phénols que les solvants non polaires (Sultana et al., 2009). Enfin, les conditions
de réaction, notamment la température et le pH, influencent fortement I'extraction et la
stabilité des composés phénoliques. Des températures élevées peuvent améliorer I'extraction
mais aussi causer la degradation des composés thermolabiles, tandis que le pH du solvant
peut modifier la solubilité et I'extraction de certains composés (Cacace et mazza, 2003).
Ainsi, la combinaison de ces facteurs explique les différences significatives observées dans
les teneurs en composés phénoliques, flavonoides et tanins rapportées dans la littérature
(Ghasemzadeh et al., 2010; Locatelli et al., 2010).

I11.4. Evaluation de I'activité antioxydant

Dans le but d'évaluer I'activité antioxydante de I'extrait des feuilles de L. cretica, deux
tests ont été réalisés, a savoir le test du pouvoir réducteur du fer et le test de piégeage de

I’oxyde nitrique.

111.4.1. Pouvoir antioxydant réducteur du fer (FRAP)

La capacité de I'extrait des feuilles de LC a réduire le Fe** en Fe?* a été déterminée en
utilisant la courbe d'étalonnage exprimé en mg équivalent trolox par g de matiere séche
(Figure 7). Une valeur de 166,302 + 1,867 mg ET/g MS a été obtenue (Tableau 1V).

Tableau 111 : Pouvoir réducteur de 1’extrait des feuilles de L. cretica (FRAP).

Pouvoir réducteur (mg E Trolox/g MS)

L’extrait des feuilles 166,302 + 1,867
de L. cretica
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Nos résultats sont supérieurs a ceux des travaux de Basheer et al. (2021) ayant utilisé
I'extrait hydro-meéthanolique des feuilles de L. cretica et qui ont enregistré une valeur de 0,6 +
0,1 mg ET/g ES. De méme, l'extrait éthanolique (70%) des feuilles de Malva sylvestris a
exhibé une teneur de 4,04 £ 0,85 mM ET/g ES (Petkova et al., 2019).
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Figure 7 : Courbe d'étalonnage du trolox pour la détermination du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

dans I'extrait de Lavatera cretica.

Le pouvoir réducteur de L. cretica est probablement di aux groupements hydroxyles
présents dans les polyphénols (tel que I'acide gallique, quercétine, catéchine) et a la vitamine
E, qui peuvent agir comme donneurs d'électrons. Ainsi, les antioxydants sont considéres
comme des réducteurs et des inactivateurs d'oxydants (DeGraft-Johnson et al., 2007;

Bougandoura et Bendimerad, 2013; Benzie et Devaki, 2017).

I11.4.2. Piégeage de I’oxyde nitrique (NO)

Le résultat du piégeage de l'oxyde nitrique par I'extrait hydro-éthanolique de LC est
représente dans la figure 8. Une différence trés hautement significative a été observé ente le
controle et ’extrait de LC (P<0,001). Le pourcentage d'inhibition du NO est estimé a 82,876
+ 2,457 %.
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Figure 8 : Pourcentage de I’oxyde nitrique en présence de 1'extrait hydro-éthanolique de L. cretica.

Ctrl : Contrdle ; LC : Lavatera cretica, Toutes les valeurs sont représentées par la moyenne+ SD,
GraphPad Prim 8.0 a été utilisé pour l'analyse statistique, ***P < 0,001 comparé au controle.

Certaines ¢études ont testé I’effet inhibiteur de quelques plantes de la famille des
malvacées vis-a-vis du NO. Cependant, aucun test n’a été déja réalisé pour déterminer la
capacité de LC a inhiber NO. Les essais effectués par Mondal et al. (2016) ont montré des
résultats plus élevés que ceux obtenus par notre extrait. En effet, 1’extrait éthanolique (90%)
des feuilles de Hibiscus rosa-sinensis a permis une inhibition de 86,45 +2.09 % de NO. Dans
une autre étude réalisée par Zahidal et al. (2015), I'extrait méthanolique des feuilles

d’Hibiscus schizopetale a montré un pourcentage d'inhibition de 37,2% de NO.

L'étude menée par Paquay et al. (2000) a montré que la querceétine et la catéchine telle
que l'epigallocatéchine gallate peuvent protéger contre la toxicité de I'oxyde nitrique (NO) et
qu'ils réduisent la formation des espéces réactifs comme le peroxynitrite. Ils inhibent

également I'activité de I'oxyde nitrique synthase.
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Par ailleurs, I'étude réalisée par Bubols et al. (2014) a démontré que les polyphénols
inhibent I'oxyde nitrique, ce qui entraine une inhibition des produits stables de NO qui sont
les nitrites et les nitrates, susceptibles de causer des dommages aux lipides. Ainsi, une baisse
des teneurs de NO pourrait étre responsable de la diminution de la peroxydation lipidique.

Les différences dans les activités antioxydantes observées dans les études précédentes
peuvent principalement s'expliquer par leurs contenus en composes phénoliques, reconnus
comme les principaux contributeurs a leurs propriétés antioxydantes (Abdelhafez et al.,
2020), ainsi que par les interactions entre les divers composés presents dans les extraits. De
plus, les variations dans les concentrations des réactifs ou les conditions expérimentales,
telles que la température, le pH et la durée d'incubation, peuvent affecter les résultats (Yang
et al., 2018). Le type de solvant utilise peut influencer également l'efficacité des
antioxydants. Enfin, la nature chimique des antioxydants présents dans les échantillons peut

varier, impactant leur activité dans les tests FRAP et NO (Lezoul et al., 2020).

Les résultats obtenus dans les tests FRAP et NO ont indiqué que l'extrait hydro-
éthanolique des feuilles de LC a présenté une capacité antioxydant importante et cela peut
étre d0 a la richesse de notre plante en polyphénols comme l'ont montré les tests
phytochimiques. Ces métabolites sont considérés comme de principaux composants qui

contribuent aux propriétés antioxydants des plantes (Abdelhafez et al., 2020).

I11.5. Evaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait des feuilles de LC

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité antibactérienne de I'extrait des feuilles
de LC contre 4 souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus subtilis). L'antibiogramme a été réalisé en utilisant trois méthodes

(Disques, Puits, Spots) (Figure 9).
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Figure 9 : Zones d'inhibition obtenues par I'extrait hydro-éthanolique des feuilles de LC contre 4
souches bactériennes (B. subtilis (a), E. coli (b), S. aureus (d) et P. aeruginosa (c)). Ab : antibiotiques

(amoxicilline), T- : témoin négatif.

La figure 09 montre que I’extrait hydro-éthanolique des feuilles de LC n’a exhibé
aucun effet ; pour les trois méthodes d’antibiogrammes utilisées. Aucune zone d’inhibition
n’a été observée aux quatre concentrations testées et ceci vis—a-vis de toutes les souches
bactériennes cibles. L’antibiotique testé (amoxicilline) a enregistré des zones d'inhibition
contre S. aureus, E. coli et B. subtilis (mm) a travers les trois méthodes réalisées (disques,
puits et spots) (Tableau V). Cependant, aucune zone d’inhibition n’a été observée vis-a-vis de

P. aeruginosa.
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Tableau V : Diamétre des zones d’inhibition de I’amoxicilline a 1’égard des souches testées.

Zones d’inhibition
(mm)
Souches bactériennes Disques Spots Puits
/Méthodes
Staphylococcus aureus 315+£212 375+354 35,5+ 0,71
Escherichia coli 22,5+ 0,71 275 +0,71 32,5+2,12
Bacillus subtilis 40,5 +0,71 42+ 2,83 43+1,41

A notre connaissance, aucune étude n’a été faite sur I’activité antibactérienne de L.
cretica, d’ou le choix de tester son effet antibactérien. L'analyse des résultats des
antibiogrammes réalisés a démontré que I’extrait des feuilles de L. cretica n’a révélé aucun
pouvoir antibactérien sur milieu solide. Des résultats similaires ont été trouvés dans une étude
menée par Rojas et al. (2003) ayant travaillés sur I'extrait éthanolique (95 %) des feuilles de
Lavatera arborea contre les mémes espéces bactériennes testées dans notre étude par la
méthode de diffusion sur puits. Fagbohun et al. (2012) ont montré que I'extrait méthanolique
des feuilles d'Urena lobata, testé par la méthode de diffusion sur gélose, a montré une
efficacité notable contre E. coli (1 a4 mm) et S. aureus (1 a 3mm), mais une résistance contre
P. aeruginosa. Dans une autre étude menée par Ododo et al. (2016), en utilisant la méthode
de dilution en série des écorces de racines de Malva parviflora, ils ont constaté que I’extrait
éthanolique a le pouvoir d’inhiber S. aureus alors que I’extrait chloroformique possede une

activité antibactérienne contre S. aureus et E. coli.

L'absence de I'activité antibactérienne est probablement due a plusieurs facteurs. 1l est
possible que I’extrait éthanolique des feuilles de LC étudiée ne contienne pas les composés
bioactifs dotés de propriétés antimicrobiennes. Il est aussi possible que les composés de LC
ont une capacité limitée a se diffuser sur la gélose. Cependant, tester 1’extrait des feuilles de
LC sur milieu liquide et n’en pas gélosé pourrait permettre une meilleure diffusion de ses

composés bioactifs et mettre en évidence son pouvoir antibactérien.
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés au screening
phytochimique et au dosage des composes phénoliques, ainsi qu'a I'évaluation de I’activité

antioxydant et antibactérienne de I'extrait hydro-éthanolique des feuilles de Lavatera cretica.

Le criblage phytochimique a révélé la présence des flavonoides, tanins, alcaloides,
protéines, carbohydrates, et glycosides dans les feuilles de LC, tandis qu'elles étaient
dépourvues de saponines, triterpenoides, stéroides et amidon. De plus, le dosage des
polyphénols a montré des teneurs importantes en phénols totaux (85,582 + 2,826 mg EAG/g
ES), flavonoides (32,992 + 0,309 mg EQ/g ES), et tanins condensés (51,131+ 0,674 mg EC/g
ES).

Les tests antioxydants réalisés ont demontré que LC posséde un pouvoir de réduction
du fer (FRAP) avec une valeur de (166,302 + 1,867 mg ET/g ES). De plus, le test de piégeage
de l'oxyde nitrique a révélé une inhibition de 82,876 + 2,457 %. Ces résultats montrent le
potentiel élevé de I’extrait de LC en tant qu’agent antioxydant, ceci peut étre attribué a la
présence de composés bioactifs identifiés lors du screening phytochimique. Cependant,
malgré ses propriétés antioxydants remarquables, il convient de noter que 1’extrait de LC n’a

démontré aucune activité antibactérienne contre les souches testées sur milieu gélosé.

Pour élargir cette étude, il serait intéressant de réaliser des fractionnements de
I’extrait de LC et d’identifier les composés bioactifs en utilisant la chromatographie liquide
sous haute pression couplé a une spectrométrie de masse (HPLC-MS), d’étudier la toxicité de
LC sur des modéles animaux pour déterminer les effets aigus et chroniques et analyser les
parametres biochimiques apres administration.. De plus, il serait préférable de tester 1’effet de
I’extrait de LC contre les souches testées sur milieu liquide. Il serait également souhaitable
d'orienter la recherche vers les autres parties de la plante (tiges, fleurs, racines) afin

d’apporter des informations complémentaires sur ses propriétés bioactives.
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Annexe 1 : Différents appareillages et produits chimiques utilisés.

Appareillages et instruments

Produits chimiques

-Balance (Darwag & Pywe tha triangle)
-Etuve (BINDER)

-Rotavapeur

-Cristallisoirs

-Eprouvette, Barreau magnétique

-Boites petri en plastique, Ballon, Spatule
-Béchers, Pipette Pasteur, Micropipette
-Falcons, Tubes a essai

-Vortex (VELPS scientifica)

-Bain marie (Raypa, Bunsen)
-Centrifugeuse (Hettich Zentrifugen)
-Autoclave

-Spectrophotomeétre (Biotech Engineering
Management CO.LTD.(UK))

-Agitateur électrique (Velp scientifica)
-Bec benzéne

-Papier wattman, parafilm

-Ance de platine, pince, spatule, Ecouvillons
-Boites de pétrie en verre

-Eppendorfs, cuves, embouts

-pH meétre (Bante instruments)

-Ethanol, Méthanol, Chloroforme
-Folin Ciocalteu

-Quercetine, Catéchine, Acide gallique
- Acétate de potassium, chlorure
d’aluminium,

-Réactif de Dragendorff

-Réactif de Hagers, réactif de Mayer
-Réactif alcaline, réactif de Benedict
-Reactif de griess, Réactif de FRAP
-Sodium Potassium tartrate

-CuSOs4 (sulfate de cuivre), NaOH
(hydroxide de sodium), Na,COs (carbonate
de sodium)

-Ninhydrine, Vanilline

- FeCls chlorure de fer), réactif de Fehling
- Acide acétique

- Acide trichloracétique

-lodure de potassium iodé
-Antibiotique (amoxicilline)

-KH2PO4 dihydrogénophosphate de
potassium)

-Nitroprussiate de sodium dihydraté.
-Acide acétique glacial

-Acetate de sodium, Trolox




Résumé

Lavatera cretica (LC) est une plante de la famille des Malvacées, largement utilisés en médecine
traditionnelle. L’ objectif de cette étude est de réaliser un criblage phytochimique de 1’extrait hydro-
éthanolique de LC et d’évaluer son pouvoir antioxydant et antibactérien. Différent tests qualitatifs ont
été réalisé afin de vérifier la composition phytochimique de LC. Cela a révélé la présence des
alcaloides, flavonoides, tanins, protéines, carbohydrates et glycosides. Les tests quantitatifs ont
indiqué des teneurs de (85,582 + 2,826 mg EAG/g MS) pour les phénols totaux, (32,992 + 0,309 mg
EQ/g MS) pour les flavonoides et (51,131 + 4,674 mg EC/g MS) pour les tanins. L’activité
antioxydante de LC a été évaluée en utilisant le test de FRAP qui a indiqué une valeur de (166,302 +
1,867 mg E Trolox/g MS) et le test de NO a exhibé une inhibition de (82,876 + 2,457 %). En
revanche, D’extrait hydro-éthanolique de LC n’a indiqué aucune activité antibactérienne contre les
souches testées. Ces résultats montrent la richesse de cette plante en composés bioactifs qui pourraient
avoir des propriétés antioxydantes notables.

Mots clés : Lavatera cretica, extrait hydro-éthanolique, activité antioxydant, activité antibactérienne,

métabolites secondaires, screening phytochimique.

Abstract

Lavatera cretica (LC) is a plant of the Malvaceae family, widely used in traditional medicine. The
objective of this study is to carry out a phytochemical screening of the hydro-ethanolic extract of LC
and to evaluate its antioxidant and antibacterial activities. Various qualitative tests were performed to
verify the phytochemical composition of LC. They revealed the presence of alkaloids, flavonoids,
tannins, proteins, carbohydrates and glycosides. Quantitative tests indicated contents of (85.582 +
2.826 mg EGA/g DW) for total phenols, (32.992 + 0.309 mg EQ/g DW) for flavonoids and (51.131 +
4.674 mg EC/g DW) for tannins. The antioxidant activity of LC was evaluated using the FRAP assay
which indicated a value of (166.302 + 1.867 mg E Trolox/g DW), while, the NO assay exhibited an
inhibition of (82.876 + 2.457 %). In contrast, the hydroethanolic extract of LC didn’t indicate any
antibacterial activity against the strains tested. These results show the richness of this plant in
bioactive compounds which could have notable antioxidant properties.

Keywords: Lavatera cretica, hydroethanolic extract, antioxidant activity, antibacterial activity,
secondary metabolites, phytochemical screening.
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