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Introduction :

Depuis I’antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacothéque
naturelle et pragmatique pour I’homme. Personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment

elles agissent, mais ¢’était un fait incontesté et qui paraissait magique.
9

Le continent africain est doté¢ d’une biodiversité parmi les plus riches dans le monde avec
un nombre trés éleve de plantes qui possedent des propriétés biologiques trés intéressantes qui
trouvent des applications dans divers domaines, a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie

et agriculture.

Actuellement I’organisation mondiale de la santé (OMS) estime environ 80% des habitants
de la planéte ont recours a la médecine traditionnelle a base de plante en tant que soins de santé

primaire.

Parmi ces derniéres I’ortie, « Urtica membranacea », une plante sauvage présente partout,
sur les chemins, les ruines. On peut la reconnaitre les yeux fermés. Elle fait partie des plantes
dont on veut toujours se débarrasser et que I’on néglige trop souvent est pourtant c’est une
plante aux milles vertus, que nos ancétres savaient apprécier. Considérer comme une
« mauvaise herbe », elle est employée en agriculture, en alimentation, cosmétique, teinturerie,

I’industrie de textile et a des fins médicinales.

Elle est couramment utilisée comme tonique dépurative, diurétique et anti inflammatoire

en plus, fait toujours 1’objet de plusieurs travaux de recherches.

A cet effet et dans le cadre de la valorisation de cette espéce médicinale poussant a 1’état
spontané dans la région de Tizi-Ouzou, nous nous sommes proposés d’explorer ces activités

biologiques dans ce présent travail qui est divisé en trois chapitres :
> Le premier chapitre comprend quatre parties :
e [a premicre partie est dédiée a des généralités sur ’ortie.
e La deuxieme partie donne un apercu sur les métabolites secondaires.
e Latroisieme partie résume le stress oxydatif.

e La quatrieme partie englobe quelques les méthodes d’extraction.



» Le deuxiéme chapitre est d’ordre pratique dans lequel sont exposés les matériels, les

méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail a savoir :

e Extraction de la partie aérienne de la plante.
e Criblage phytochimique de matériel végetal.
e Dosage des métabolites secondaires.
e Evaluation de ’activité antioxydante des extraits végétaux de la plante.
e Analyse par spectrométrie UV-Visible.
e Examen par chromatographie liquide a haute performance.
e Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits végétaux de la plante.
e Essai de formulation.

> Le troisieme chapitre est une interprétation et discussion des résultats.

Pour terminer, une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude est établie.



Chapitre | :

Synthese
bibliographique



Partie 01 :

Géneéralités sur I’Ortie



Chapitre I . synthése bibliographique Partie 01 . Généralités sur ’ortie

I.1.1. Historique :

L'Ortie, compagne des premiers campements prehistoriques, fut I'un des premiers légumes
utilisés par I'homme. Consommée partout comme épinard, elle fait l'objet de plantations
depuis bien longtemps, que ce soit comme fourrage (pour le bétail) ou pour l'industrie (textile
et papier) [1].

Au Moyen-age, l'ortie était considérée comme une panacée. Elle était préconisee contre
I'angine, les crachements de sang, les maladies de la rate, les maux de téte. Les graines étaient
employées contre les maladies des reins et de poitrine. Le suc frais contre les douleurs
articulaires et les plaies enflammées, la racine contre les tumeurs ganglionnaires et les

saignements de nez [2].

Son utilisation ne s'est guére limitée a I'Europe, car les bandelettes entourant les momies

de I'Egypte ancienne étaient constituées de fibres d'ortie "la Ramie" [3].

Connue aussi chez les Grecques et les Romains, les premiers dailleurs a I'avoir appelée
Alkalyplie, et qui s'en servaient pour soigner la toux, la tuberculose, l'arthrite ainsi que pour
stimuler la poussé des cheveux. Les américains de leurs coté la recommandaient en tisane

contre les affections des reins et de la vessie, et son jus pur, contre les maladies de la peau [4].

L'herboriste anglais John Gerard, la qualifiait de contrepoison efficace contre toutes
sortes d'empoisonnements du sang. Alors que Nicholas Culpeper, célebre médecin anglais de
la premiére moitié du XVlle siecle, la recommandait pour soigner les maladies des vaisseaux

sanguins et des voies respiratoires [5].

En effet, l'ortie présente de nombreuses propriétés médicinales, culinaires et agricoles
vantées depuis I'Antiquité. De nos jours, elle entre dans la composition d'un grand nombre de

plats culinaires et de médicaments et fait toujours l'objet de beaucoup de recherches [1].

I.1.2. Description :

L’Urtica membranacea considerée comme plante annuelle de 30-80 cm, peu hérissée,

dressée, souvent rameuse.
Elle possede :

e des feuilles assez grandes, ovales, arrondies ou presque en cceur a la base, incisées-

dentées.
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e pétiole a peu pres égal au limbe, a une seule stipule.
e Des fleurs monoiques, parfois dioiques, en grappes pédonculées, simples, unisexuées,
les inferieurs ou toutes femelles, cylindriques, plus coutres que le pétiole, a axe dilaté

membraneux et florifere seulement en dessus [6].

Figure 01 : plante Urtica membranacea.

1.1.3. Origine et répartition :

L’ortie se disait Urtica en latin, mot venant lui-méme du verbe urere signifiant le verbe

braler faisant allusion aux piqares bralantes des poils [7].

Elle se retrouve dans la région méditerranéenne et de 1’ouest vers le nord de 1’Europe,

allant jusqu’a la région nord de la France, Acores [8].

1.1.4. Noms vernaculaires de I’Urtica membranacea :

L’Ortie est connue sous différentes appellations [9], dont on site :

En francais : Ortie a membrane ou ortie doteuse.
En anglais : Membranous Nettle.

En italien : Ortica Membranosa.

En catalan : Ortiga Membanacia.

En arabe : houreigue.

En kabyle : Azegduf.

YV V. V V V V
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1.1.5. Taxonomie :

L’Ortie (Urtica membranacea) appartient a la famille des Urticaceae qui regroupe une

trentaine d'especes de plantes herbacées a feuilles velue [6].

Régne : Plantae.

Embranchement : Spermatophytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Eudicotylédones.

Sous-classe : Rosidées.

Ordre : Rosales.

Famille : Urticaceae

Genre : Urtica.

YV V.V V V V V V VY

Espéce : Urtica membranacea.

1.1.6. Composition chimique d’ortie :

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des composés chimiques. Parmi ces
derniers, les métabolites primaires qui sont indispensables a leurs existences, ceux-ci
englobent des protéines, des lipides, des fibres alimentaires et des hydrates de carbone qui
servent a la subsistance et a la reproduction, non seulement de la plante elle-méme mais

encore des animaux qui s'en nourrissent.

De plus, les plantes synthétisent aussi une gamme extraordinaire d'autres composes
appelés métabolites secondaires dont la fonction est loin de faire l'unanimité [10],
essentiellement des flavonoides, des tanins et des composés volatiles, mais aussi des acides
gras, des polysaccharides, des stérols, des terpénes, des vitamines et des
minéraux[11 ;12 ;13 ;14].

En effet, les parties aériennes d’Urtica membranacea contiennent de la chlorophyille,
plusieurs vitamines (vitamine C, K, Bl et B2...), caroténoides, huiles essentielles et des

minéraux (Fe, Cu, Mn et Ni).

Quant aux polyphénols présents dans cette plante, il s’agit principalement d’aprés la
littérature de kaempferol, isorhamnetine, quercétine, isoquercétine et d’astragaline qui

conferent a la plante ses propriétés antioxydantes [15].
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En plus de la composition des feuilles, les poils contiennent de 1’acétylcholine, de

I’histamine, 5-hydroxytripamine (sérotonine), des leukotrienes et de I’acide formique qui sont

responsables de ’effet urticant de la plante [16 ; 17].

1.1.7. Proprietés thérapeutiques :

Tableau 01 : propriétés thérapeutiques d’Urtica membranacea.

Propriétés Thérapeutiques

Actions

Traitement de cancer
prostatique et d’hypertrophie

bénigne de la prostate

Les effets de la racine d’ortie dans le traitement de ’HBP.

(un effet comparable a celui de la tamsulosine) [18].

Hypotenseur Les racines d'ortie peuvent produire des réponses
hypotensives a travers des effets vasodilatateurs, par la
libération de l'oxyde d'azote endothélial et par l'ouverture
des canaux potassiques, et a travers une action inotrope
négative [19].

Diurétique Augmente le débit urinaire [20].

Hépato-protectrice,

Dépurative

Elimination des toxines accumulées dans l'organisme
(uréeions de chlorure). La feuille aide a assainir autant la
lymphe que le sang en diminuant I’acidité tout en régulant

les facteurs inflammatoires [21].

Anti-anémique, Anti-

agrégation plaquettaire

Antifatigue grace a la forte teneur en fer contenu dans la

chlorophylle des feuilles [22].

allergique, Antioxydante

Utile dans le traitement de I'allergie au pollen, traitement de
longue durée. Effets sur les récepteurs clés et les enzymes

associes a la rhinite allergique (feuilles) [23].

Anti-inflammatoire,

Immuno-stimulateur

Activité inhibitrice sur un cedéme de patte de rat des
polysaccharidique de I’extrait aqueux des racines. Une
activité immuno-stimulatrice des flavonoides glycosides des

feuilles sur les neutrophiles [24].

Traitement de rhumatismes

et Arthrose

Effet sur la maturation des cellules dendritiques myeloides

humaines, avec diminution de I’induction la réponse des

cellules T primaires du rhumatisme articulaire.
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Consolidation des cartilages.
gréace a sa richesse en Silice (surtout les racines) [25].

Effet sur la fonction | La feuille d’ortic est capable de diminuer la transcription
cérébrale et la mémoire des facteurs de [D’inflammation, et de stimuler la

performance cérébrale [26].

Alopécie (chute des | Stoppe la chute des cheveux. (surtout les racines) [27].

cheveux)

1.1.8. Autres domaines d’utilisation de I’Ortie :

» Usage de ’ortie dans I’industrie cosmétique :

L’Ortie est également utilisée dans plusieurs produits cosmétiques comme les
shampoings, car on lui attribue la capacité de stimuler la croissance des cheveux et un pouvoir

de lutter contre la chute, les pellicules, et les cheveux gras [28].
» En alimentation :
En cuisine, les jeunes feuilles sont excellentes, cuites en potage, en salade ou comme
legume [29].

L’ortie constitue une source industrielle de chlorophylle mise a profit dans 1’industrie
agroalimentaire (E140) [30 ; 31]. Elle peut aussi étre utilisee pour améliorer la conservation et
la qualité organoleptique de certains aliments tels que le chocolat [32].

» Enagriculture :

L’Ortie est utilisée en purin comme tonique universel, en pulvérisation foliaire sur les
plantes. Le purin d’ortie a aussi I’avantage de renforcer les défenses naturelles des plantes et

d’avoir un certain effet répulsif sur les insectes [33].

Elle est aussi utilisée comme facteur de croissance dans 1’alimentation de bétail, des volailles,
des poissons et fruits de mer tels que les truites et pour I’amélioration de leur immunité innée

[34 ; 35 ; 36].




Partie 02 :
Composes phénoliques



Chapitre I . synthése bibliographique Partie 02 : composés phénoliques

1.2.1. définition :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des vegétaux, I’élément
structural de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs
groupes hydroxyles, libres ou liés a une autre fonction chimique (éther méthylique, ester,
sucre,...) [37 ; 38].

Ils sont présents sous forme d’hétérosides (lignines, tanins) dans la nature [39]. Ces
composés contiennent exclusivement du carbone, de 1’hydrogéne et de I’oxygeéne [40]. Les
composés phénoliques sont produits par les végétaux pour se protéger contre la lumiere UV,

insectes, virus et bactéries [41].

Ils jouent un role d’antioxydants naturels et suscitent de plus en plus d’intérét pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires [42],
et assurent aussi la protection de la cellule vivante, vu leur large diversité biologique

conférant des activités antiinflammatoires et chimio-prévention [43].

1.2.2. Classification des composés phénoliques :

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre

de noyau aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux [44].
On peut distinguer deux catégories :

> Les composés phénoliques simples.

» Les composés phénoliques complexes.

1.2.2.1. Les composés phénoliques simples :

Les formes phénoliques simples présentent des structures chimiques allant de simple
phenol en Cs (non présent naturellement chez les végetaux) aux flavonoides en Cis et a des

molécules proches.

Sauf exceptions, ces substances sont présentes sous forme soluble dans la vacuole [44].
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1.2.2.1.1. Acide phénolique :

Ils appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et les acides

hydroxycinnamiques.

» Acide hydroxybenzoique :
IIs sont dérivés de 1’acide benzoique et ont une forme de base de type Ce-Ci.
Il existe sous forme d’ester ou de glucosides et peuvent également étre intégrer dans

des structures complexes comme certains tanins [44].

» Acide hydroxycinnamiques :
IIs présentent une classe tres importante dont la structure de base (Ce-C3) dérivé de

celle de I’acide cinnamique [44 ; 45].

1.2.2.1.2. Les flavonoides :

Les flavonoides sont des métabolites secondaires qui constituent un des plus vastes
groupes de polyphénols naturels et présentent un large champ d'activité biologique aussi bien
chez les animaux que chez les végétaux [40].

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composes naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végetaux [46].

Ces composés ont un poids moléculaire faible, partageant tous une méme structure de base de
15 atomes de carbone arrangés en 3 cycles C¢-C3-Cs @ A, B et C avec un ou plusieurs

substituant hydroxyle [47].

Figure 02 : Squelette de base des flavonoides [48].
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De plus, les flavonoides possédent de remarquables activités biochimiques et
pharmacologiques dues a leur pouvoir antioxydant, antibactérien, antiviral et anti

inflammatoire [49].

1.2.2.2. Les formes condensées :

Ces composés résultent généralement de la condensation de certaines des formes simples

précédemment évoquées.

Dans tous les cas, les formes condensées sont particulierement difficile a étudier, et dans
la plupart des cas, on est obligé de les dégrader chimiquement ou enzymatiquement avant de
pouvoir les analyser [44].

1.2.2.2.1. Tanins :

Les tanins sont un groupe de polyphénols & haut poids moléculaire et qui existent dans

presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles et racines [50].

Ces composés sont des molécules fortement hydroxylées et peuvent former des
complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes

digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments.

Les tanins naturels sont subdivisés selon leur structure chimique en deux groupes : les

tanins hydrolysables et les tanins condensés [51].

» Les tanins hydrolysables :

Ces tanins sont des dimeres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosylé, Ils
comprennent 1’acide gallique et les produits de condensation de son dimere, 1’acide

hexahydroxydiphénique.

Ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous

’action enzymatique et de 1’eau chaude [37].
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Figure 03 : Structure générale des tannins hydrolysables [52].

» Les tanins condensés :

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la polymérisation auto oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-Csg (parfois

C4-Ce) des uniteés adjacentes, et nommé ainsi proanthocyanidines de type B.

Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison Cs-Csg et par

une liaison d’éther additionnelle entre C et Cy, les proanthocyanidines sont dits de types A.

Figure 04 : Structure chimigque de proanthocyanidine [53].
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1.2.2.2.2. Lignines :

La lignine est une macromolécule tridimensionnelle hydrophobe de haut poids
moléculaire, faisant partie des polyphénols, et qui est produite par toutes les plantes

vasculaires ligneuses et herbacées.

Elle est le troisieme polymere naturel le plus abondant, Dans la paroi cellulaire végétale,
la lignine remplit les espaces entre la cellulose et les hémicelluloses, et agit comme une résine

qui unit I’ensemble de la lignocellulose (biomasse lignocellulosique) [54].
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1.3.1. définition :

L’oxygene est indispensable a la vie des organismes aérobies ou les mitochondries,
"poumons™ de la cellule, qui en utilisent la majeure partie comme substrat de la chaine

respiratoire pour la production de I'énergie sous forme d’ATP.

Ce métabolisme induit la production d’espéces réactives dérivées de I’oxygeéne (ERO) et

de I’azote (ERA) en équilibre avec les systémes antioxydants [55].

Le stress oxydant est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la production

de composés pro-oxydants et leur élimination [56].

1.3.2. Radicaux libres :

Un radical libre est une espéce chimique possedant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. Dans les phénomeénes de stress oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont
une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron célibataire sur un atome
d’oxygene. Ceci leur confére la dénomination d’especes réactives de 1’oxygene (ERO ou

ROS) ou de I’azote (ERA ou RNS) [57].

1.3.3. Especes réactives de I’oxygene :

L’instabilité des espéces oxygénées réactives (Tableau 2) rend difficile leur mise en
évidence au niveau des différents milieux biologiques. Leurs constantes de vitesse
réactionnelle varient selon leurs natures. La durée de vie des especes oxygenées réactives est

extrémement trés courte de la nano a la milli seconde [58].

En effet, la toxicité des espéces oxygénées réactives n’est pas nécessairement corrélée
avec leur réactivité, dans plusieurs cas des espéces peu réactives peuvent étre a I’origine d’une
grande toxicité en raison de leur demi. vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des
locations sensitives ou elles peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de

leurs sites de production [59].
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Tableau 02 : Les principales espéces ERO et ERA générées dans les systemes biologiques [60].

Nom Symbole
Anion superoxyde O,
Radical hydroxyle OH’
Monoxyde d’azote NO*
Peroxyde d’hydrogene H20:
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulet 10,
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO

1.3.4. Principales cibles des espéces réactives de 1’oxygene :

Les radicaux libres agissent en s’attaquant a une large gamme de molécules

d’importance majeure parmi lesquelles on cite :

» L’ADN : c’est la principale cible des ERO, ces derniéres sont capables d’apporter des
modifications a la molécule d’ADN en altérant de cette manicre sa structure et donc

son intégrité [61].

» Les protéines : les acides aminés qui sont les plus réactifs avec les ERO, sont
I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Ces interactions ont
pour conséquences la formation de groupements carbonyles, des clivages des chaines
peptidiques et la formation de ponts bi-tyrosine intra et inter-chaines. Ces
modifications altérent la fonction de la protéine (perte de son activité enzymatique ou

non reconnaissance d’un site spécifique : récepteur ou ligand) [61].

> Les lipides : les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée des radicaux libres
car ils s’attaquent aux carbones situés entre deux doubles liaisons, en arrachant un

hydrogene.

Cette étape, est la premicre d’un processus dit « la peroxydation lipidique », qui a des
conséquences facheuses sur la cellule en altérant la fluidité de sa membrane lipidique

la conduisant inévitablement a I’apoptose [61].
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1.3.5. Antioxydants :

Les antioxydants sont des composés qui peuvent inhiber ou retarder les dommages

oxydatifs et protegent contre de nombreuses maladies [62].

Ce sont des molécules capables d’interagir avec les radicaux libres en empéchant la

propagation des réactions en chaine d’oxydation [63].

Les principaux antioxydants sont : la vitamine C et E, les caroténoides, les polyphénols

et les enzymes endogenes (superoxyde dismutase et la catalase).

Chez les individus en bonne santé, il existe un équilibre entre le systéme de défense
antioxydant naturel et les espeéces réactives de 1’oxygéne (ERO) produites par le corps,
lorsque cet équilibre est perturbé, les ERO peuvent causer des Iésions cellulaires et induire
des dommages oxydatifs au niveau des protéines, lipides, ADN et ARN [64].

L’activité antioxydante multi-fonctionnelle des composés phénoliques est fortement liée
aux cycles de phénols qui agissent en tant que piégeurs d’électrons, ils possédent également
des propriétés redox, qui leur permettent d’agir comme des agents réducteurs et donateurs
d’hydrogéene [63].

Pour lutter contre les radicaux libres, 1’organisme dispose de deux sources

d’antioxydants qui sont :
» Antioxydants exogeénes :

Dont la presence est assurée par un apport nutritionnel sous forme de fruits et légumes

riches en flavonoides, caroténoides, vitamines C et E et acide lipidique [61].
» Antioxydants endogenes :

Ceux-ci sont représenteés par des enzymes, des proteines et des endonucléases présentes

naturellement dans 1’organisme [61].

v' Enzymatique : Comme le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase

(GPx), la catalase et des endonucléases.
v" Non enzymatiques : Protéines (ferritine, transferrine, céruloplasmine et albumine),

en plus des oligo-éléments tels que le sélénium, le cuivre et le zinc qui jouent le réle

de cofacteurs d’enzymes a activité antioxydante [61].
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1.4.1. Définition :

L’extraction est une technique qui consiste a séparer sélectivement un ou plusieurs

composés d’un mélange sur la base de ses ou de leurs propriétés chimiques et physiques.
Il existe ainsi différentes facons d’extraire les principes actifs d’une plante.

Nous distinguons ainsi :

1.4.1.1. Extraction par solvant :

> La décoction :

Décrite par BASSENE et al [65], elle est utile lorsque 1’on utilise les parties compactes,
dures et ligneuses de la plante qui cédent difficilement leurs principes actifs (racines, graines,

écorces).

On place la racine ou I’écorce d’une plante dans de 1’eau froide, le tout est porté a

¢ébullition et les constituants se dissolvent dans 1’eau.

La décoction dure de 2 a 10 min, dés le commencement de 1’¢bullition de 1’cau, en

fonction de la substance de la plante ou la concentration que 1’on souhaite obtenir.

> L’infusion :

Ce type d’extraction est recommandé dans le cas ou 1’on utilise les parties fragiles,

nobles de la plante telles que les fleurs, les feuilles, etc...

L’infusion consiste a recouvrir la partie dont on veut extraire le principe actif d’un

solvant initialement bouillant, en générale de 1’eau et de le laisser infuser quelques minutes.

Selon la plante que I’on utilise, le temps d’infusion peut varier car plus les feuilles sont

fines, plus I’infusion est rapide.

I est préconisé de couvrir I’infusion pour que les principes actifs ne s’évapore pas [66].
> La maceration :

Cette technique permet d’extraire lentement les principes actifs de plantes fragiles dont

les températures élevées risqueraient de les altérer.
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Elle consiste a verser de I’eau, de 1’alcool ou de I’huile, tout dépend du but recherché, a
température ambiante sur la substance végeétale réduite en morceaux et broyés, et la laisser
reposer quelques heures ou bien un ou plusieurs jours voir un mois, suivant les espéces
concernées. Au cours de cette période, il y a lieu d’agiter de temps a autre le mélange. A la

fin, on filtre soigneusement ce mélange, en pressant les végétaux macérés [67].

1.4.1.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :

Contrairement a I’hydrodistillation, I’extraction par entrainement a la vapeur d’eau ne
met pas en contact direct ’eau et la matiére végétale a traiter. La vapeur d’eau fournie par une

chaudiere, traverse la matiére végétale située au-dessus d’une grille.

Le passage de la vapeur a travers le matériel végétal entraine I’éclatement des cellules,
libérant ainsi I’HE qui, sous ’action de la chaleur est vaporisée pour former un mélange

« EAU + HE ».

Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en

une phase aqueuse et une phase organique.

L’absence de contact directe entre 1’eau et la maticre végétale, puis entre 1’eau et les
molécules aromatiques évitent certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant

nuire a la qualité de 1’huile [68].
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I1.1. Choix du materiel végétal :

La récolte de la plante Urtica membranacea a eu lieu en plein floraison au mois d’avril

2019, dans la région d’Azazga, a 30 km du I’est de la wilaya de Tizi Ouzou.

L’Urtica membranacea utilisée dans cette étude expérimentale, a été identifié par Mr.
Benghanem Abdelkader Nabil, Maitre-Assistant A au niveau de la faculté des Sciences

Biologiques et des Sciences Agronomiques de 1I’université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

11.2.Collecte du matériel végétal :
Le matériel végetal fraichement collecté a été traité de la maniere suivante :
11.2.1. Lavage :

La plante Urtica membranacea a été lavée par 1’eau de robinet pour éliminer les grosses
particules (la poussiere) présente dans cette plante récoltée, puis rincée a 1’aide de I’eau

distillée pour éviter la présence des impureteés.
11.2.2. Séchage :

Le séchage de la matiére végétale a été réalisé dans un endroit sec a I’air libre et a ’abri

de la lumiére pendant 15 jours (jusqu’a I’obtention d’une plante vraiment séche).

Figure05 : Urtica membranacea fraiche. Figure06 : Urtica membranacea séche.
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11.2.3. Concassage et broyage :

Comme indiqué dans la figureQ9, le concassage de 1’ortie, suivi par le broyage, a été fait
a 1’aide d’un broyeur pour diminuer la taille de la matiere végétale a pour objectif d’élever la

surface du contact avec le solvant utilisé.

Figure07 : La partie aérienne de 1I’Urtica membranacea apres broyage.

11.3. Préparation des extraits par macération a froid :

11.3.1. Extraction des extraits bruts éthanolique et acétonique :

10 g de la poudre de la partie aérienne de la plante est placée dans un bécher contenant
200 ml du solvant adéquat (éthanol ou acétone) pendant 24 h sous agitation a I’aide d’un

agitateur magnétique a température ambiante.

Apres filtration a I’aide d’un papier filtre Wattman N°01, les solutions récupérées sont
évaporées a sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de type STUART

RE300DB a 60°C et a 40°C pour I’extrait éthanolique et acétonique respectivement.

Les extraits ont été récupérés dans des cristallisoirs couverts de papier aluminium est

perforé pour assurer 1’évaporation du solvant et éviter 1’exposition a la lumiere.

Aprés 03 jours de séchage a I’air libre et a I’abri de la lumiére, les résidus ont été

récupérés a I’aide d’une lame et conserves dans des Eppendorfs.

19




Chapitre II Matériels et méthodes

Figure08 : extrait récupéré avant séchage. Figure09 : extrait récupéré apres séchage.

11.3.2. Extraction de I’extrait brut aqueux :

20 g de la poudre de la partie aérienne de la plante est placée dans un bécher contenant
500 ml d’eau distillée pendant 24 h sous agitation a ’aide d’un agitateur magnétique a

température ambiante.

Apreés filtration a 1’aide d’un papier filtre Wattman N°01, la solution récupérée a été

centrifugée dans une centrifugeuse de type SIGMA 2-16 a 4000 tr/min pendant 05 minutes.

Le surnageant est ensuite récupéré dans des cristallisoirs couverts de papier film et placé

dans le congélateur a -45°C.

Aprés 24h de congélation, 1’extrait surgelé subit une sublimation de I’eau présente dans

ce dernier a I’aide d’un lyophilisateur de type CHRIST ALPHA 1-2.

Apres environ 07 heures, I’extrait sec est récupéré dans des flacons propres et stériles.

FigurelO : lyophilisateur. Figurell : centrifugeuse.
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I1.4. Conservation des extraits :
Aprés avoir éliminé les solvants utilisés, on a obtenu des extraits secs.

Ces derniers ont été conservés dans un réfrigérant a température de +4°C et a I’abri de la

lumiére.

11.5. Rendement :
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait obtenue et la

masse de la matiére vegétale seche initialement utilisée [69].
RE (%) = (ME / MS) x 100

RE : Rendement en extrait (%).

ME : Masse d’extrait récupérée exprim¢ en g.

MS : Masse de la matiére végétale seche utilisée pour 1’extraction exprimée en g.

11.6. Les tests phytochimiques :

Ces tests consistent & detecter les différents composés chimiques existant dans 1’Urtica
membranacea par des réactions qualitatives de caractérisation.

Ces réactions sont basees sur les phénomeénes de précipitation ou de coloration par des
réactifs spécifiques.

Ces derniéres permettent de définir la présence ou non de quelques métabolites
secondaires.

» Test pour les alcaloides :

10 ml d’une solution méthanolique de chaque extrait (éthanolique, acétonique et aqueux)
a été chauffé jusqu’a évaporation totale du solvant. Le résidu obtenu a été dissout dans 1,5 ml

de HCL a 2% puis 1 a 2 gouttes du réactif de Mayer sont ajoutées a la solution obtenue.

La formation d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides [70].

» Test pour ’amidon :
Traiter 5 ml d’une solution méthanolique de chaque extrait avec le réactif d’amidon.

L’apparition d’une coloration bleue violacée indique la présence d’amidon [70].
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» Test pour les composés réducteurs :

Ajouter a 2 ml des solutions aqueuses de chaque extrait 5 a 8 gouttes de Liqueur de

Fehling et chauffer la solution.
Un précipité rouge brique montre la présence des hydrates de carbones [70].
» Test pour les saponosides :

Les extraits secs ont été traités par de 1’eau bouillante, refroidis puis agiter fortement

jusqu’a formation d’une mousse.
Les mélanges obtenus sont laissés reposer pendant 20 minutes.

La présence ou I’absence des saponosides est notée par la mousse et son épaisseur, ou sa
disparition aprés 20 minutes [70].

e Pas de mousse : test négatif.
e Mousse de 1 cm : test faiblement positif.
e Mousse de 1a 2 cm : test positif.

e Mousse plus de 2 cm : test trés positif.

» Test pour les flavonoides :

5 ml d’une solution méthanolique de chaque extrait ont été traité avec quelques gouttes

de HCL concentré et 0.5 g de tournure de magnesium.

La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se

développe en espace de 3 minutes [70].

» Test pour les tanins :

2 ml d’cau distillée et 2 a 3 gouttes de FeCls diluée ont été ajouté a 1ml d’une solution

aqueuse de chaque extrait.

Un test positif est révélé par 1’apparition d’une couleur bleu noir, verte ou bleu verte et

un précipité, selon que les tanins sont cathéchiques, galliques ou éllagiques [70].
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» Test pour les stérols et stéroides :

10 ml d’une solution méthanolique de chaque extrait a été chauffé jusqu’a évaporation
totale du solvant. Le résidu obtenu a été dissout dans 0.5 ml d’anhydride acétique et 0,5 ml de

chloroforme et puis a été traité par le réactif de Libermann Burchardt.
Les stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée fugace virant au vert.

D’autre part, cette réaction donne avec les hétérosides stéroidiens et triterpéniques

respectivement des colorations bleue et verte violette [70].

I1.7.Dosages des métabolites secondaires :

11.7.1.Détermination du contenu phénolique total :

La concentration en composés phénoliques dans I’extrait de la plante a été déterminée a

I’aide de la méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu.

Le mélange réactionnel a été préparé en mélangeant 200 pul de chaque extrait dissout
dans I’eau (& 5mg/ml pour les deux extraits éthanolique et acétonique et a 10 mg/ml pour
I’extrait aqueux) avec 1ml de réactif de Folin- Ciocalteu (dilué dix fois) et 800 ul de

carbonate de sodium (75mg/ml).

Le mélange a été incubé pendant 45 minutes et I’absorbance a été mesuré par rapport a
un blanc, préparé dans les mémes conditions que 1’extrait et en remplagant 1’extrait par le

solvant, a 760 nm.

La méme procédure a été faite pour la substance standard (acide gallique) et la courbe

d’étalonnage a été construite [71].

11.7.2.Détermination de la teneur totale en flavonoides :

La teneur totale en flavonoides dans I’extrait de la partie aérienne de la plante a été

déterminée a 1’aide du dosage spectrophotométrique au chlorure d’aluminium.

La formation des complexes jaunatres, lors de 1’ajout du chlorure d’aluminium, est due a
la fixation des ions AI** sur les atomes d’oxygéne présents sur les atomes de carbone 4 et 5

des flavonoides [72].
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1 ml de chaque extrait préparé dans le méthanol (a 0.2mg/ml pour les deux extraits
acétonique et éthanolique et 5 mg/ml pour I’extrait aqueux) a €té mélangé avec le méme

volume d’une solution méthanolique contenant 2% de trichlorure d’aluminium.

Apres une incubation de 10 minutes, les absorbances des mélanges réactionnels ont été
mesurées a 430 nm par rapport a une solution blanche, préparée dans les mémes conditions

que I’extrait et en remplagant I’extrait par le solvant.

La méme procédure a été faite pour la substance standard (Quercétine) et la courbe

d’étalonnage a été construite [71].

11.7.3. Détermination de la teneur en flavonols :

La teneur en flavonols a été déterminée selon la méthode de KUMARAN et
KARUNAKARAN avec modifications mineures [73].

Chaque 1 ml d’extrait dissout dans le méthanol a été mélange avec 1 ml de trichlorure
d’aluminium (2%) et 1.5 ml d’acétate de sodium (50 g/L).

Aprés 15 minutes d’incubation, I’absorbance a été lue a 440 nm.
La concentration a été calculée en mg d’équivalent quercétine par gramme d’extrait.

Une courbe d’étalonnage a été établie avec la quercétine dans les mémes conditions

opératoires que celle des essais.

11.7.4. Détermination de la teneur en tanins totaux :

La teneur en tanins totaux a été déterminée selon la méthode de HAGERMAN et
BUTLER :

500 pl de chaque extrait dissout dans 1’eau a 10mg /ml est additionné a 1 ml d’une

solution de BSA & 1 mg/ml préparé dans le tampon acétate (0,4M, pH=6).

Apreés incubation a 1’abri de la lumiére (24h a 4°C), le mélange est centrifugé a 3000

tr/min pendant 20 min.

Le précipité obtenu est dissout dans 2 ml de SDS/TEA (1%/5%), additionné de 500 pl de
FeClz dilué (voir annexe 03-A), dissous dans une solution d’HCI a 0,01M, puis incubé 15 min

a ’obscurité.
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L’absorbance est mesurée a 510 nm.

La méme procédure a été adoptée pour la solution standard d’acide tannique avec un

temps d’incubation de 15 min a 4°C et la courbe d’étalonnage a été construite [71].

11.7.5. Détermination de la teneur en chlorophylles et en caroténoides :

Les chlorophylles « a » et « b » ainsi que les caroténoides sont des pigments colorés qui
ont la capacité d’absorber la lumiére dans le domaine UV-Visible et de donner plusieurs

bandes d’absorbance :

e La chlorophylle « a » absorbe dans des longueurs d’ondes spécifiques I'une entre
350 nm -450 nm et I’autre entre 650 nm — 690 nm.

e La chlorophylle « b » présente une absorbance entre 400 nm — 480 nm et 620 nm —
670 nm.

e Les caroténoides (B-caroténe) absorbent & 250 nm — 350 nm et & 400 nm — 500 nm
[74].

Les teneurs en chlorophylles «a» et «b» et en caroténoides d’Urtica membranacea sont
déterminées selon la méthode de Hartmut et ses collaborateurs [75] ; 400ug de chaque
extrait pur sont additionné & 10 ml d’éther diéthylique, le mélange est agité pendant 30

minutes a ’abri de la lumiére.

Les extraits obtenus sont centrifugés a 5000 tr/min pendant 10 minutes. Enfin les

surnageants sont récupérés. lls ont fait I’objet d’une lecture a 644 nm, 662 nm et 470 nm.

Les teneurs sont exprimées en mg/g de matiere séche et elles sont calculées selon les

équations suivantes :

e Teneur en Chlorophylle «a » ; (Chlo a, pg/ml) = (10,05.Abs 2 — 0,766.AbS 644).
e Teneur en Chlorophylle «b » (Chlo b, pg/ml) = (16,37.Abs 644 — 3,14.AbS 662).
e Teneur en Caroténoides (g/ml) = (1000.Abss70-1.28.Chlo a - 56,7.Chlo b)/230.
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11.8. Mesure de P’activité antioxydante :
11.8.1. Effet scavenger du radical DPPH :

La méthode de DPPH" est basée sur la mesure spectrophotométrique de changement de

la concentration du radical DPPH résultant de la réaction de DPPH" avec un antioxydant.

Au cours de la réaction, les antioxydants (donneurs de protons) réagissent avec le DPPH;,
qui sera réduit au DPPH-H (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl) (figurel2).

Par conséguence, la couleur de la solution change allant du violet (forme radicalaire) au
jaune pale (forme réduite) 1’absorbance diminue, en passant de la forme radical DPPH a la
forme DPPH-H.

Le degré de décoloration indique le potentiel de I’activité antioxydante des extraits en

termes de capacité de donneur d’hydrogene [76].

VIiOLETY

Figurel2 : réduction du DPPH par un antioxydant [77].

e Mode opératoire :

Un volume de 750 pl de DPPH- (40 pg/ml) est ajoutée a 250 pl de chaque extrait
méthanolique a différentes concentrations (0.5 ; 0.75; 01 ; 02 ; 03 ; 04 et 05 mg/ml).

Aprés 30 min d'incubation dans I'obscurité a tempeérature ambiante, I'absorbance est

mesurée a 517 nm.

L'activité antioxydante est exprimée en pourcentage d'inhibition de radical DPPH., et

calculée a partir de I'équation suivante :

el Abs T in—Abs echantill
Inhibition () ={AksTemoin-Abs echantillon) . 4,
Abs témoin
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D’ou:

¢ Inhibition % : Pourcentage d’inhibition des radicaux libres.
e Abs Témoin : Absorbance du Témoin.

e Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

La méme procédure a éte faite pour la solution standard de 1’acide ascorbique [71].

11.8.2. Pouvoir réducteur FRAP :

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe®") du
complexe ferricyanure (Fe®") en fer ferreux (Fe?"), en présence d’antioxydants réducteurs
[78].

La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur
de I’extrait [79].

Un volume de 1 ml de tampon phosphate et 1 ml de ferricyanure de potassium a 1% est
additionné & un volume de 1 ml de chaque extrait dissout dans 1’eau distillée a différentes
concentrations (0.5 ; 01 ; 02 ; 03 ; 04 et 05 mg/ml).

Apres incubation dans un bain marie a 50°C pendant 20 min, 1 ml de TCA a 10% est

ajouté au mélange.

Apres centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 min, 1 ml de surnageant a été mélangé

avec 1 ml d’eau distillée et 200 pl de chlorure ferrique a 0.1%.
L’absorbance a été mesurée a 700 nm.

La méme procédure a été faite pour la substance standard (Acide ascorbique) et la courbe

d’étalonnage a été construite.
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11.9. Identification des constituants des extraits par des méthodes

analytiques :
11.9.1. Spectrométrie Ultra-violet-Visible :

Le spectre d’absorption UV a ¢été réalisé avec un spectrophotométre de type
SHIMADZU UV- 1601 a double faisceaux, piloté par un micro-ordinateur dans une cuve ou

cellule en quartz d’un centimétre d’épaisseur.

L’absorption optique d’une substance en solution peut étre obtenue par la loi de Beer-

Lambert, qui s’exprime comme suit :
I,
A=Log i e.L.C

Avec :

lo : intensité du faisceau incident

I : intensité du faisceau transmis
A : I’absorbance

€ : coefficient d’extinction molaire (L. mol™ .cm™)
C : concentration (mol. L™?)

L : épaisseur de la cellule (cm).

Pour nos extraits, nous avons préparé une solution méthanolique de 100ug/ml pour
chacun des extraits éthanolique et acétonique, et une solution de 0.5mg/ml pour ’extrait

aqueux.

Par un balayage de différentes solutions du I’extrait dans le domaine de 190 a 900 nm, on

a déterminé la longueur d’onde maximale d’absorption.
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Figurel3 : spectrophotométre UV-V.

11.9.2. Chromatographie Liquide a Haute Performance couplée a la spectrométrie

Ultra-violet :

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) de nos extraits obtenus par
I’acétone, 1’éthanol et 1’eau distillée, a été réalisée avec un appareil SHIMADZU SPD-20AV
couplé a un appareil UV de marque SHIMADZU RF-10AXL.

e Principe :

La chromatographie liquide a haute performance est une technique de séparation et
danalyse quantitative et qualitative des molécules, elle fait intervenir les différentes
caractéristiques des molécules telles que la polarité, hydrophobicité, affinité... La séparation

se fait selon un gradient adapté pour chaque type d'analyse.
e Mode opératoire :

La séparation des molécules phénoliques est basée sur leurs caracteres
hydrophobes/hydrophile. Pour cette raison on a utilisé une colonne CI8. La phase mobile est
constituée par deux solutions A et B, respectivement un mélange eau-acide formique 0.1 % et

[’acétonitrile.

Le gradient utilisé est optimisé pour permettre une meilleure séparation des pics. Apres
plusieurs tentatives et essais suivant les protocoles décrits par la littérature et en se référant a

plusieurs travaux antérieures, nous avons retenu le gradient suivant : un RUN commence par
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une phase B a 4% pour une durée de 3.2 min, et se varie de 4% a 100 % pendant 28.8min puis
atteint 100% a 34.4 min, demeure a 100 % pendant 2.4 min, atteint 4 % B pendant 1.6 min,
pour boucler le cycle en passe a 4% B pendant 4 min [80].

e La détection est réalisée par un détecteur (UV) a 280 nm.
e Le débit de la phase mobile est 1ml /min.
e Le volume d'injection est 10 p1.

e Température est 30 °C.

Figurel4 : appareil de la chromatographie liquide a haut performance (HPLC).

11.10. Détermination de ’activité antibactérienne des extraits étudiés :

Les tests antibactériens ont pour objectif de rechercher ’activité biologique de chaque

extrait vis-a-vis des souches bactériennes testées.

Ces tests ont été réalisés au niveau du laboratoire de biochimie analytique et
biotechnologies (LABAB) de la faculté des Sciences Biologiques et Agronomiques de
I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou en se basant sur la méthode des puits décrite

par Bag et ses collaborateurs [81]; Mansouri et ses collaborateurs [82].

Afin d’évaluer I’activité antibactérienne des trois extraits, nous avons adopté la méthode

des puits.
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11.10.1. Nature, origine et conservation des souches :
L’activité antibactérienne des extraits étudiés a été testée sur une souche de bactéries qui est
Pseudo menas aeroginosa (G-) de la famille des Pseudomenaceae.

La souche a été conservée a 4°C dans une boite pétrie contenant 10 ml de milieu de

conservation.

11.10.2. Mise en évidence du pouvoir antibactérien des extraits étudiés :

11.10.2.1. Préparation de I’inoculum :

A partir de culture jeune de 18-24 h pour les bactéries sur le milieu gélosé adéquat, des
suspensions bactériennes dans 1’ecau physiologique a 0.9% ont été réalisées a une

concentration de 107 a 108 germes/ml.

Cette derniére est obtenue a 1’aide d’un spectrophotomeétre en mesurant la densité

optique a 625 nm. Cette concentration correspond a une DO située entre 0,08-0,1.

11.10.2.2. Diffusion sur milieu gélosé :
e Principe :

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie, repose sur la diffusion du
composé antibactérien en milieu solide. Cela consiste a mettre la substance inhibitrice dans un

puit tracé sur la gélose inoculée par la souche cible au préalable.

La substance inhibitrice diffuse dans le milieu en provoquant un gradient de
concentration décroissant autour du puit. Ainsi, la bactérie se développera si la concentration
en antibiotique est inférieure & la concentration minimale inhibitrice ; ce qui se materialisera
par ’apparition d’une zone circulaire d’inhibition de la croissance bactérienne autour du puit,
et, en fonction du diamétre d’inhibition, la souche du microorganisme sera qualifiée de
sensible, d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique de diffusion, il y a compétition

entre la croissance du microorganisme et la diffusion du produit a tester [83 ; 84].
e Procédure:

L’activité antibactérienne des extraits de plantes étudiés a été déterminée par diffusion

sur milieu gelosé, suivant le protocole décrit par Bag et ses collaborateurs [81] ; Mansouri
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et ses collaborateurs [82] qui utilise 1 ml d’une suspension fraichement préparée contenant
5 x 10° UFC/ml de microorganismes a tester pour inoculer des boites de Pétri coulées avec 20

ml de gélose a 1% agar précédemment ensemencer.

L’ensemencement se fait a I’aide d’un écouvillon stérile : introduire ce dernier dans la
suspension bactérienne, I’essorer en le pressant fortement sur la paroi interne du tube (en le
tournant) afin de le décharger au maximum. Puis frotter 1’écouvillon sur la totalité de la
surface gélosée de haut en bas, en stries serrées. Répéter 1’opération trois fois en tournant la
boite de 60°, et en pivotant 1’écouvillon sur lui-méme et enfin, finir I’ensemencement en

tournant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Des puits de 06 mm de diametre ont été tracés sur la gélose molle déja inoculée avec les

microorganismes a tester a une distance de 30 mm chacun.

11.10.2.3. Préparation des extraits et réalisation des tests :

On prépare des solutions meres jusqu’a saturation dans un mélange de DMSO a 15% et

le solvant d’extraction de départ.
Un volume de 100pl de chaque extrait a été mis dans les puits.

Un puit imprégné avec 100pl de gentamicine 10 pg comme contrdle positif, et un autre avec
100pl de mélange (DMSO a 15% et le solvant d’extraction de départ) comme contrdle

négatif.

Les boites de petri ont été conservées a 4°C pendant 4h pour une pré-diffusion de

I’extrait et ont été ensuite incubées a 37°C pendant 18h.

Les diametres des zones d'inhibition (mm) sont mesurés, y compris le diametre des puits
[85].

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
- Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14mm.
- Tres sensible (++) : diameétre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.
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11.11. Essai de formulation :

Le but de cet essai, a été de préparer une formule pour des éventuels traitements contre les
troubles sanitaires comme 1’eczéma et les problémes articulaires (I’arthrose), en associant
I’extrait aqueux de la plante avec 1’huile essentielle de romarin, afin d’améliorer I’efficacité et

I’odeur de notre formulation.

11.11.1.Extraction de I’huile essentielle de romarin par entrainement a la vapeur :

Les feuilles du romarin ont été récoltées au sein de 1’université Mouloud Mammeri de

Tizi-Ouzou.

Ces derniéres ont été lavées, bien séchée puis subit un entrainement a la vapeur afin

d’extraire les molécules bioactives.

Un rendement de 0.64% a été noté.

Figure 15 : huile essentielle de romarin.

11.11.2. Formule :
Composant Quantité Fonction
Extrait aqueux 1g Substances actives
Huile de romarin 19 Substances actives
Vaseline blanche 89 Excipient
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11.11.3. Préparation :

L’extrait aqueux a été tamisé puis triturez avec I’huile essentielle de romarin jusqu’a

obtention d’un mélange homogene.

La vaseline blanche a été ensuite progressivement ajoutée jusqu’a obtention d’une pommade

homogeéne [86].
11.11.3.Contrdle de la qualité de la formulation préparée :
» Caractéeres macroscopiques :
L’observation de la couleur, la consistance et I’odeur de la pommade [86].
» Caractére microscopique :

Nous avons vérifié 1’homogénéité de notre formulation a 1’aide d’un microscope de type

OPTIKA B-150 en I’étalant une quantité de cette derniére sur une lame.

Figurel6 : microscope optique.

» Homogénéité :

Nous avons vérifié 1’homogénéité de la pommade en 1’étalant en couche mince sur une
surface plane a I’aide d’une spatule. La répartition réguliere ou non des composants (extrait et

I’huile essentielle de romarin) dans I’excipient a été noté [86].

» Mesure de pH :

Le pH a été déterminé en mesurant celui d’une dilution au dixiéme de notre pommade dans de
I’eau distillée chaude [86].

34




Chapitre 111 ;
Reésultats et discussions



Chapitre III Résultats et discussions

I11.1. Rendement des extraits :

Les résultats de rendement des extraits de 1’Urtica membranacea obtenus sont

mentionnés dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Rendement des extraits végétaux apres 1’évaporation des solvants.

Extraits végétaux T° d’ébullition des solvants (°C) | Rendement de 1’extrait (%)
Agueux 100 9.56
Ethanolique 78.37 4.98
Acétonique 56 1.89

Les valeurs de rendement des extraits végétaux varient selon la nature du solvant et la

quantité de matiére seche initialement utilisée.

I11.2. Tests phytochimiques :
Les tests phytochimiques effectués ont permis d’obtenir les résultats suivants :

Tableau 04 : Résultats de 1’analyse phytochimique des trois extraits d’Urtica membranacea
étudié.

Extraits Aqueux | Ethanolique | Acetonique
Familles des composés

Alcaloides + - -

Amidon - - -

Composes réducteurs + - -

Saponosides - - -

Flavonoides + ++ ++

Tanins - + ++

Stérols et stéroides - - i

(-) : Test négatif. (+) : Test faiblement positif. (++) : Test positif.

Les résultats des tests de caractérisation phytochimiques ont permis de mettre en
évidence la présence des flavonoides pour les trois extraits aqueux, éthanolique et acetonique.

On a noté I’absence d’amidon, des saponosides ainsi les stérols et stéroides dans ces
derniers.

En revanche, les alcaloides, les composés réducteurs sont révélés uniquement dans
I’extrait aqueux, ainsi que les tanins dans I’extrait éthanolique et acétonique.
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Une étude effectuée par Daoudi et ses collaborateurs [87] sur Urtica membranacea a

confirmer la présence des flavonoides et des tanins galliques.

111.3.Dosage des metabolites secondaires :

111.3.1 : Teneur en polyphénols totaux :

Dans notre travail, la teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été

déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu.

Les teneurs en composés phénoliques totaux des différents extraits sont représentées

dans la figure 17 :
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Figure 17 : Teneur en composés phénoliques des extraits d’Urtica membranacea.

La figure révéle que la teneur la plus élevée en composes phénoliques (1.29+0.02 mg
EAG/g M.S) est obtenue pour I’extrait aqueux, cependant, la teneur la plus faible en

composés phenoliques (0.25£0.015 mg EAG/g M.S) est notée pour I’extrait éthanolique.

L’efficacité des solvants utilisés pour 1’extraction des composés phénoliques a partir de
la partie aérienne de la plante présente 1’ordre croissant suivant : eau distillée > acétone pure >

éthanol pur.

L’étude menée par Daoudi et ses collaborateurs [87] a montré que 1’extrait d’Urtica

membranacea enregistre une valeur de 0.049+0.09 mg EAG/g MS.

Ces valeurs sont largement inférieures a celles obtenues dans cette étude. Ces
différences peuvent étre en relation avec la différence de la période et le lieu de récolte, le

climat et les conditions géographiques [88].
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111.3.2.Teneur en flavonoides :

La teneur des extraits d’Urtica membranacea en flavonoides, varie d’une maniére

significative en fonction du solvant d’extraction utilisé.
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Figure 18 : Effet du solvant d’extraction sur les flavonoides d’Urtica membranacea.

L’extrait acétonique est celui qui a révélé la plus haute teneur en flavonoides avec une
valeur de 91.63+0.81 mg EQ/g E, s’ensuit I’extrait éthanolique avec une teneur de 85.79+0.69
mg EQ/g E, alors que la plus faible teneur a été révélée pour I’extrait aqueux avec une valeur
de 29.08+0.15mg EQ/g E.

L’étude menée par Daoudi et ses collaborateurs [87] montre que I’extrait d’Urtica
membranacea enregistre une valeur de 0.002+0.0002 mg EAG/g MS.

Cette valeur est largement inférieure a celle obtenue dans notre étude .Cette différence
peut étre expliquee par le fait que la méthode d’extraction ainsi que la région et la période de
la récolte sont différentes.

Un second paramétre pourrait étre a 1’origine de la différence de la teneur en
flavonoides, c’est leur solubilité. Selon Bruneton [89], la solubilisation des flavonoides
dépend de leur glycosylation, les hétérosides sont solubles dans I'eau et I'alcool ou le mélange,

et d'autres ont des propriétés hydrosolubles extrémement faibles.

111.3.3. Teneur en Flavonols :

La teneur en Flavonols des extraits d’Urtica membranacea a montré des différences en

fonction du solvant d’extraction utilisé.
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Figure 19 : Effet du solvant d’extraction sur la teneur en Flavonols d’Urtica membranacea.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait acétonique est riche en flavonols, par contre

des teneurs faibles sont observées pour I’extrait aqueux et éthanolique.

111.3.4. Teneur en tanins totaux :

Les teneurs en tanins totaux des différents extraits sont représentées dans la figure 20 :
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Figure 20 : Teneur en tanins totaux des extraits d’Urtica membranacea.

La figure révele que la teneur la plus élevée en tanins totaux est obtenue avec 1’extrait
acétonique (0.093+0.045 mg EAT/g E), cependant, les teneurs les plus faibles en tanins totaux
sont obtenues pour I’extrait aqueux et éthanolique respectivement (0.002+0.001mg EAT/g E,
0.035+0.0016 mg EAT/g E).
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Une étude menée par Zemmouri.H [90] montre que I’extrait aqueux et éthanolique
d’Urtica dioica enregistre une valeur de 1.05+0.34 mg EC/g E et de 6.67+0.69 mg EC/g E

respectivement.

Ces valeurs sont largement supérieures a celles obtenues dans notre étude. Cette
différence peut étre expliquée par le fait que la méthode d’extraction ainsi que la région et la

période de la récolte sont différentes.

111.3.5. Teneur en chlorophylles et en caroténoides :

acétonique éthanolique aqueux

e = T
o N D

Chlo ""a™, Chlo "'b™ et
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Figure 21 : Teneur en chlorophylles et en caroténoides des extraits d’Urtica membranacea.

La figure révele que les teneurs les plus élevées en chlorophylle « b », chlorophylle
«a» et en caroténoides: 4.930+0.841; 7.271+0.920 et 11.554+1.130 mg/g M.S

respectivement, sont obtenus pour 1’extrait acétonique.

Les deux extraits éthanolique et aqueux possédent des teneurs proches en chlorophylle
«a» et «b», tandis que la teneur en caroténoides est plus élevée pour I’extrait éthanolique
3.969+0.782 mg/g MS.

I11.4. Mesure de I’activité antioxydante :

111.4.1. Effet scavenger du radical DPPH :

L’inhibition du DPPH radicalaire a été évaluée pour 1’extrait éthanolique, acétonique et

aqueux de la plante ainsi que pour le témoin positif : acide ascorbique.
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L’activit¢ antioxydante des extraits indique leurs capacités a céder des atomes
d’hydrogéne. Ainsi, une valeur faible d’ICsg indique une activité antioxydante forte.

Le pourcentage d’inhibition (% I) pour chaque échantillon a été calculé. Les essais ont
¢été réalisés en triplicata et les résultats sont exprimés en valeur d’ICsox SE (Ecart standard).
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Figure 22 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des différentes
concentrations de 1’acide ascorbique.
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Figure 23 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des différentes
concentrations de I’extrait aqueux.
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Figure 24 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des différentes
concentrations de 1’extrait acétonique.
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Figure 25 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des différentes
concentrations de I’extrait éthanolique.

La concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire a
¢té calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes

concentrations d’échantillons préparés.

Tableau 05 : Activités antioxydantes des extraits de plantes, mesurées par la méthode DPPH
et exprimees en ICsq.

Echantillons 1Cs0 (ug/ml)
Acide ascorbique 17.8

Extrait aqueux 490

Extrait acétonique 1200

Extrait éthanolique 1490
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La comparaison des ICso par rapport au temoin positif montre que 1’extrait aqueux
posséde la plus forte activité antioxydante (490 pg/ml), suivi par 1’extrait acétonique
(1200 pg/ml).

Enfin, la plus faible activité est enregistrée pour 1’extrait éthanolique (1490 pg/ml).

L’étude menée par Zemmouri. H [90] sur I’extrait éthanolique et aqueux d’Urtica
dioica a révélé une bonne efficacité antioxydante traduite par une ICso de I’ordre de
95,21 + 1,71 et 152,34 + 0,37ug/ml respectivement.

Ces valeurs sont largement inférieures a celle obtenue dans notre étude, ce qui implique

que la ICso de nos extraits est supérieure a celle menée dans cette étude.

Comparées a I’antioxydant de référence, I’extrait éthanolique a été 83.7 fois moins
efficace, I’extrait acétonique 67.4 fois moins efficace, et I’extrait aqueux a été 27.5 moins

efficace.

Sidaoui et ses collaborateurs [91] ont attribué la bonne efficacité antioxydante des
extraits d’ortie a leurs fortes teneurs en polyphénols et flavonoides et que les groupes
hydroxyles des composés phénoliques dont la structure chimique peut fournir les composeés

nécessaires pour piéger les radicaux libres.
111.4.2. Pouvoir réducteur FRAP :

C’est une analyse de I’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile a
exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des flavonoides a réduire le fer ferrique Fe*

en fer ferreux Fe?*. La puissance de réduction est I’un des mécanismes antioxydants [92].

Les figures 26, 27 et 28 montrent que ’extrait acétonique et éthanolique d’Urtica
membranacea exerce une activité réductrice, mais inférieure a celle du témoin positif (acide

ascorbique).
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Figure 26 : pouvoir réducteur d’acide ascorbique.
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Figure 27 : pouvoir réducteur d’extrait acétonique.
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Figure 28 : pouvoir réducteur d’extrait éthanolique.

43




Chapitre III Résultats et discussions

Les concentrations des échantillons nécessaires pour réduire 50% de fer sont

représentées dans le tableau suivant :

Tableau 06 : Activités antioxydantes des extraits de plantes, mesurées par la méthode FRAP
et exprimées en ICs.

Echantillon 1Cso (png/ml)
Acide ascorbique. 41.92
Extrait acétonique. 1960

Extrait éthanolique. 2120

Extrait aqueux. /

La comparaison des ICso par rapport au témoin positif montre que 1’extrait acétonique
posséde le pouvoir réducteur le plus élevé (1960 pg/ml), suivi par P’extrait éthanolique
(2120 pg/ml).

Par contre, I’extrait aqueux ne posséde pas du pouvoir réducteur a faible concentration.

Et ceci est justifié par sa faible teneur en flavonoides.

Comparés a l’antioxydant de référence, I’extrait acétonique a été 46.7 fois moins

efficace et I’extrait éthanolique 50.6 fois moins efficace.

Les études de Chang et ses collaborateurs [93] et Halliwell [94] sur I’extrait aqueux
de I’ortie ont montre une capacité de chélation du Fer de 92% a une concentration de 250 mg

de ’extrait.

I11.5. Identification des constituants des extraits par des méthodes

analytiques :

I11.5.1. Analyse par spectrométrie UV-Visible :

L’examen par spectrométric UV-Visibles de nos extraits indique la présence de divers

COmposés organiques.

Les résultats sont regroupés dans les figures 29,30 et 31.
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Figure 29 : spectre UV-V de I’extrait acetonique.
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Figure 30 : spectre UV-V de I’extrait aqueux.
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Figure 31 : spectre UV-V de I’extrait éthanolique.
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Le spectre UV-V de I’extrait acétonique révele la présence de 1’acide coumarique a
208.4 nm ainsi que la chlorophylle « a » a 410.5 jusqu’a 665.4 nm.

Tandis que I’extrait aqueux revele la présence des aldehydes et cétone conjugués a, f
insaturée & 213.2 nm ainsi que I’isoquercétine a 262.2 nm.

Enfin I’extrait éthanolique révéle la présence de B-sitostérol a 210.4nm ainsi que la
chlorophylle « a » a 408.6 jusqu’a 662.7 nm.

111.5.2. Chromatographie Liquide a Haute Performance couplée a la spectrométrie
Ultra-Violet :

Les tableaux 07 et 08 regroupent les différents temps de rétentions des standards et des
extraits respectivement.

Tableau 07 : Temps de rétention des standards.

Standards Temps de rétention (min)
Acide caféique 15.18
Acide coumarique 16.92
Acide cinnamique 21.73
Acide gallique 12.16

Tableau 08 : Temps de rétention des différents extraits de la plante.

Extraits Temps de rétention.
Pic1 Pic 2
Extrait acétonique 22.660 36.913
Extrait aqueux 22.619 36.847
Extrait éthanolique 22.663 36.916

D’apres les chromatogrammes HPLC obtenus, on constate que les extraits végétaux
contiennent un acide phénolique : acide cinnamique, qui correspond au 1 pic.

Les figures 32,33, 34 et 35 représentent les chromatogrammes HPLC des standards et
des extraits végétaux a 280 nm.
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Figure 33: Chromatogramme HPLC de I’ extrait acétonique a 280 nm.
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Figure 34 : Chromatogramme HPLC de I’extrait aqueux a 280 nm.
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Figure 35 : Chromatogramme HPLC de I’extrait éthanolique a 280 nm.

111.6. Détermination de I’activité antibactérienne des extraits étudiés :

L'évaluation qualitative de l'activité antibactérienne de nos extraits de 1’Urtica
membranacea faite sur une bactérie pathogéne du laboratoire LABAB de la faculté des
Sciences Biologiques et Agronomiques de 1’Université Mouloud Mammeri Tizi-Ouzou a été
réalisée par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antibactérien est obtenu par la

mesure des diametres des zones d'inhibition (mm).

. ©@
' 4

Figure 36 : Aromatogramme de Figure 37 : Aromatogramme de Figure 38 : Aromatogramme de

I’extrait aqueux. I’ extrait acétonique. I’extrait éthanolique.

Tableau 09 : Diamétres de la zone d’inhibition des extraits.

Extrait Concentration (mg/ml) Diametre (mm)
Ethanolique 66.7 10.2+0.47
Acétonique 25 /

Agueux 66.7 /
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Les résultats de I’antibiogramme montrent que 1’extrait éthanolique de 1’Urtica
membranacea posséde une activité antibactérienne légerement inhibitrice sur la souche
bactérienne Pseudomenas aeroginosa, mais les deux extraits acétonique et aqueux n’ont pas

un pouvoir antibactérien sur la méme souche.

Selon Albayrak et ses collaborateurs [95], I’extrait méthanolique a exercé un effet
inhibiteur qui s’est traduit par des zones d’inhibitions de 1’ordre de 8 mm vis-a-vis de Bacillus

cereus, Morganellamorganii et Pseudomonas aeruginosa.

Une autre étude menée par Gulcin et ses collaborateurs [96] a également montré une
résistance de P.aeruginosa ATCC 9027 vis-a-vis de I’extrait aqueux des feuilles d’Urtica

dioica par contre E.coli a été sensible a cet extrait.

Pour de nombreuses plantes, en fonction de la date de la récolte il aura des variations

trés importantes dans la composition chimique et donc dans ’efficacité biologique [97].

Enfin, Pactivité antibactérienne est dépendante des caractéres physico-chimiques des

composés phytobiotiques et des souches employées [98].

Kalemba et Kunicka [99] ont établi la corrélation entre la composition chimique et
I'activité antibactérienne, et ont classé les molécules chimiques selon leur importance du point
de vu activités biologiques comme suit : phénols, alcools, aldéhydes, cétones, éther et

hydrocarbures.

I11.7. Essaie de formulation :

Nous avons préparé une pommade a base d’extrait aqueux et 1’huile essentielle du
Romarin en utilisant la vaseline blanche comme excipient.

La couleur, I’odeur, ’homogénéité et le pH ont servi comme élément de contrdle pour
notre formulation.

» caractéres macroscopiques :

La pommade préparée a une couleur verte clair, une consistance onctueuse et présente
I’odeur de I’huile essentielle du romarin.
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Figure 39 : pommade préparée.
» Caractére microscopique :

L’examen microscopique de la pommade préparée confirme la répartition homogéne
des particules.

Figure 40 : Pommade sous microscope ordinaire.

» Homogénéité :

La répartition des particules est homogeéne a I’échelle macroscopique et microscopique.

> Lastabilité :
La pommade conservée a la température du laboratoire est stable, mais a une
température supérieure a 40°C, elle commence a fondre.
» Mesure de pH :

La valeur de pH pour notre pommade est de 5.1.

D’aprés la valeur obtenue, on constate que la pommade préparée présente un pH proche
de celui recommandé pour les pommades dermiques (4,2 — 5,8) [100].
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales resteront toujours une source fiable de principes actifs d’intérét
thérapeutique. Face a la phobie des molécules de synthese chimique, leur utilisation est en

progression constante.

Parmi ces plantes, on site Urtica membranacea qui appartient a la famille des

Urticaceae et qui reste parmi les plus utilisées dans la médecine traditionnelle.

Pour cela I’objectif assigné a cette étude est de doser quelques composés phénoliques
dont les polyphénols totaux, les flavonoides, les flavonols et les tanins totaux, ainsi que
quelques pigments colorées dont on site les caroténoides et les chlorophylles afin d’étudier les

activités antioxydantes et antibactériennes des extraits d’Urtica membranacea.

Dans un premier volet de ce travail, nous avons procédé a I’extraction des molécules
bioactives par la méthode de macération a froid en utilisant différents solvants d’extraction :

acétone, éthanol et I’eau distillée.

Les rendements les plus élevés sont de I"ordre de 9.56% pour I’extrait aqueux, 4.98%

pour I’extrait éthanolique et enfin 1.89% pour 1’extrait acétonique.

Apreés le criblage phytochimique, nous avons pu mettre en évidence la présence des
tanins gallique et des flavonoides pour les deux extraits acétonique et éthanolique, ainsi que la

présence des alcaloides, des composés réducteurs et flavonoides pour I’extrait aqueux.

Dans un deuxiéme volet, nous avons mis en évidence et évalué quelques propriétés

biologiques de ces extraits.

Les études menées sur les extraits de cette plante, ont révélées que les plus fortes
teneurs en polyphénols totaux ont été enregistrées pour I’extrait aqueux, alors que 1’extrait
acétonique a révélé une plus forte teneur en flavonoides, flavonols et en tanins totaux. La plus
haute teneur en chlorophylles et en caroténoides a été enregistrée avec 1’extrait éthanolique.
Par contre la plus faible teneur en polyphénols totaux a été révélée par I’extrait éthanolique.
Alors que I’extrait aqueux a révélé la plus faible teneur en flavonoides, flavonols, tanins

totaux ainsi qu’on chlorophylles et caroténoides.

Les résultats de la présente étude, ont montré que les extraits d’Urtica membranacea ont
une activité antioxydante qui varie toujours en fonction du solvant d’extraction et de la

concentration.
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Les extraits d’Urtica membranacea ont exercé une activité anti radicalaire vis-a-vis du
radical DPPH, ainsi qu’une activité réductrice du fer a été exercé par les extraits organiques

alors que I’extrait aqueux ne la possede pas a faible concentration.

L’analyse par UV-V et HPLC a mis en évidence la présence de divers composés des

extraits.

Les resultats des tests antibactériens ont démontré que les extraits organiques de la
plante Urtica membranacea possedent une action inhibitrice vis-a-vis de la bactérie

Pseudomonas aeruginosa (Gram-).

Dans un troisiéme volet, nous avons mis au point une formulation dermique a base de

I’extrait aqueux de cette plante.

Les tests de controle effectués sur la pommade formulée a base de 1’extrait d’Urtica
membranacea et I’huile essentielle du romarin montrent qu’elle est homogéne et stable.
De plus elle présente un pH proche de celui recommande par la pharmacopée pour les

pommades dermiques (4.2 -5.8).

Les résultats présentes dans ce modeste travail ne constituent qu'une étape préliminaire

dans I’exploitation de substances naturelles a des fins thérapeutiques.

L’évaluation de la composition chimique des différents extraits en recours a I’IR, la CL-
SM ou a la RMN aurait pu nous fournir des données supplémentaires sur la nature des

composés actifs présents dans les différents extraits étudiés.

Toutefois, il serait intéressant d’approfondir 1’étude de 1’activité antibactérienne en
envisageant d’autres souches et en évaluant la concentration minimale inhibitrice (CMI) en

chacun des extraits étudiés pour 1’Urtica membranacea.
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Annexes

Annexe 01 :
Annexe 01-A : Principe de la lyophilisation :

La lyophilisation consiste en 1’¢élimination progressive de 1’eau du produit
préalablement congelé (phase solide) par passage a la phase vapeur, sans passer par la phase
liquide. Ce changement d’état s’appelle la sublimation.

La lyophilisation consiste aussi & 6ter 1’eau d’un produit liquide, pateux ou solide, a
I’aide de la surgélation puis une évaporation sous vide de la glace sans la faire fondre.

Le principe de base est que lorsqu’on réchauffe de 1’eau a 1’état gazeux, la vapeur d’eau
(ou de tout autre solvant) quitte le produit et on la capture par congélation a I’aide d’un
condensateur, ou piege froid.

Cette technique permet de conserver a la fois le volume, I’aspect et les propriétés du
produit traite.

Elle peut avoir lieu naturellement (séchage en montagne), ou plus rapidement, dans un
lyophilisateur.

Annexe 01-B : Détermination d’1Csp :

L’ICso représente la quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de la
quantité de DPPH initialement présente. Elle est exprimée en pg/ml d’extrait végétal. L’ICso (%) est
obtenue par 1’équation de la droite moyenne du pourcentage de DPPH résiduel en fonction de la
concentration en antioxydant. La plus forte activité anti-radicalaire correspond a la fraction qui

posséde I’ICso la plus faible.

La courbe % DO échantillon = f (C échantillon) est tracée et la projection du point
correspondant a 50 % de la DO échantillon sur 1’axe des abscisses permet de calculer I'lICsg en pg/ml

d’extrait.
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Annexe 02 :

Quelques classes distinctes des flavonoides :

Classes Structures chimiques R3’ R4’ R5' Exemples
Flavones H OH H Aplgénine
OH OH H Lutéoline
OH OCH3 H Diosmétine
Flavonols H OH H Kaempférol
OH OH H Quercétine
OH OH OH Myrecétine
Flavanols OH OH H Catéchine
Flavanones A H OH H Naringénine
- /@(M OH ]3] i Erlodictyol
QO | ne
1
o (=]
Anthocyanidines e 2 H OH H Pelargonidine
om 2 JED g OH OH H Cyanidine
\@i i ne OH OH OH | Delphénidine
o
Isoflavones R o o R5 R7 R4’
m OH OH OH Genistelne
L @‘\,“. H | OGlu | OH | Daldezine
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Annexe 03 :

Annexe 03-A : solutions a préparer pour le test du pouvoir réducteur
FRAP :

X/
L X4

FeClza 0.1% : peser 0.1 g et ajuster a 100 ml ED, au laboratoire existe FeCls 6H20,

donc peser 0.16g et ajuster a 100ml ED.
« Ferricyanure a 1% : peser 1g, ajuster a 100 ml ED.
% TCA a10% : peser 10 g, ajuster a 100 ml ED.
¢+ Tampon phosphate : Prélever 62.5 ml de A + 37.5 ml de B.
e A :NaH2POs: peser 2.399 g~ 2.4 g ajusté a 100 ml.
e B :NaHPO;s: peser 2.839 g~ 2.84 g ajusté a 100 ml.

Annexe 03-B : solution a préparer pour le dosage des tannins totaux :

% Tampon A:
e SM1:14.4 ml d’acide acétique glacial + 80 ml ED et 9.94 g NaCl— ajuster a

100 ml ED.
e SM2:16.41 g acétate de sodium anhydre + 80 ml ED et 9.94 g NaCl — ajuster
a 100 ml ED.
e Tampon A : Prendre 4 ml de SM; + 6 ml SM2 — ajuster a 100 ml ED.
e Ajuster le pH a 4.9 avec du NaOH (1N).
e NaOH : 4 g ajusté a 100 ml ED.
BSA : 0.1 g de BSA dans 100 ml ED.
SDS/TEA : 1g SDS + 5 ml TEA ajuster a 100 ml du Tampon A.

FeCls:
e 1.62 gde FeClzdans 100 ml de HCI (0.01 M).

e HCI (0.01 M) : 50 ml ED dans une fiole, ajouter 83.33ul de HCI (M=12 au

laboratoire). puis ajuster a 100 ml ED.

7

S

X/
°

X/
L X4

e Prendre 1 ml du FeClsconcentré, diluer avec 17ml ED.
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Annexe 04 :

Réactifs de caractérisation

» Réactif d’amidon :
La préparation du réactif d’amidon s’effectue comme suit :

e Dissoudre 1.2 g d’iode (I2) dans 50 ml d’eau distillée contenant 2.5 g d’iode de
potassium (KI).
e Chauffer pendant 05 minutes.

e Diluer jusqu’a 500 ml.

> Réactif de Mayer :
La préparation de ce réactif s’effectue comme suit :

e Dissoudre 1.358 g de HgCl, dans 60 ml d’eau distillée.
e Dissoudre 5 g de KI dans d’eau distillée.

e M:¢élanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.

> Réactif de liqueur de Fehling :
e Mélanger 5 ml de liqueur de Fehling A avec 5 ml de liqueur de Fehling B.
e Le caractére réducteur des aldoses ou des cétones donne un précipité rouge

brique.

» Reéactif de Folin- Ciocalteu :

Ce réactif est disponible dans le commerce prét a I’emploi. Il peut étre préparé de la

facon suivante :

e 100 g tungstate de sodium et 25 g de molybdate de sodium sont dissous dans
700 ml d’eau distillée.

e Ajouter 50 ml d’acide phosphorique a 85% 100 ml d’acide chlorhydrique
concentré.

e Porter a I’ébullition sous reflux durant 10 heures.

e Ajouter ensuite 150 g de sulfate de lithium, quelques gouttes de brome et
porter a nouveau a 1’ébullition durant 15 min.

e Refroidir et compléter a 1 litre avec 1’eau distillée.
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Annexe 05 :
Annexe 05-A : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux. Annexe 05-B : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
2,000 y = 0,0086x + 0,0319 0,25 y =0,0024x + 0,0071
R?=0,9972 o* R? =0,9885
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Figure 01 : courbe d’étalonnage établie avec ’acide gallique. Figure 02 : courbe d’étalonnage établie avec la quercétine.

Annexe 05-C : Courbes d’étalonnage des flavonols totaux. Annexe 05-D : Courbe d’étalonnage des tannins totaux.
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage établie avec la quercétine. Figure 04 : Courbe d’étalonnage établie avec ’acide tannique.
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Annexe 06 :

Annexe 06-A : Résultats de I’activité antioxydante DPPH.

Figure 6-1 : résultat du test DPPH pour I’extrait acétonique. Figure 6-2 : résultat du test DPPH pour I’extrait éthanolique.

Figure 6-3 : résultat du test DPPH pour 1’acide ascorbique. Figure 6-3 : résultat du test DPPH pour I’extrait aqueux.

Annexe 06-B : Résultats du povoir chelateur du fer FRAP.

Figure 6-5 : résultat du test FRAP pour I’extrait acétonique.

Figure 6-6 : résultat du test FRAP pour I’extrait éthanolique.



Résumé

Cette étude a pour objectif de déterminer quelques compositions chimiques de la plante Urtica
membranacea et d’évaluer I’activité antioxydante ainsi que I’activité antibactérienne des extraits de cette
plante. Les extraits végétaux ont été obtenus par macération a froid en utilisant trois solvants : acétone,
¢thanol et 1’eau distillée. L’étape d’extraction des polyphénols a été complétée par un screening
chimique partiel suivie par le dosage des polyphénols, des flavonoides, des flavonols, des tanins et des
pigments colorés. L’activité antioxydante a été étudiée avec deux méthodes différentes : technique de
réduction du radical libre DPPH et le pouvoir chélateur du fer. L’examen par spectrométrie UV-Visible
et HPLC/UV-V des extraits végétaux indique I’existence de différents composés phénoliques dans les
trois extraits. L’ activité antibactérienne a été déterminée sur une souche bactérienne : Pseudomonas
aeruginosa selon la méthode des puits. L’évaluation de 1’effet antibactérien de 1’extrait éthanolique de
I’Urtica membranacea a permis d’affirmer qu’il posséde un pouvoir inhibiteur sur cette souche
bactérienne. Tandis que 1’extrait aqueux et acétonique ne posséde pas du pouvoir inhibiteur. Pour les
différentes propriétés thérapeutiques que posséde cette plante, une formulation a été préparée en vue
d’un traitement contre les troubles sanitaires.

Mots clé : Urtica membranacea ; activité antioxydante ; activité antibactérienne ; les composés
phénoliques.

Abstract

This study aims to determine some chemical compositions of the Urtica membranacea plant, and
to evaluate the antioxidant activity as well as the antibacterial activity of the extracts of this plant. Plant
extracts were obtained by cold maceration using three solvents: acetone, ethanol and distilled water.
Phytochemical screening tests have been carried out to reved the general composition of our prepared
extracts, while the quantitative determination of both polyphenols and flavonoids have been done to
estimate the concentration of these compounds in our extracts. The antioxidant activity has been studied
with two different methods: technical reduction of free radical DPPH and the chelating power of iron.
Examination by UV-Visible spectrometry and HPLC/ UV-V of the plant extracts indicated the existence
of different phenolic compounds in the three plant extracts. The antibacterial activity was determined
on a bacteria strain: Pseudomonas aeruginosa according to the cylinders method. Evaluation of the
antibacterial effect of the ethanolic extract of Urtica membranacea allowed us to affirm that it possess
an inhibitory power on this bacteria, while agueous and acetonic extracts have no inhibitory power.
Finally, a pharmaceutical formulation has been prepared and slightly analysed as a potential solution to
help treat against health issues.

Key words: Urtica membranacea; antioxidant activity; antibacterial activity; phenolic compounds.
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