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Avant-propos

Ce travail est composé de deux parties, une symthibBographique portée sur les
meétabolites primaires et secondaires a activit@®dique dUrtica dioica et une partie
expérimentale dans le but d’effectuer une évalnatinysicochimique et un contrdle de
gualité de quelques produits alimentaires commiksém

Urtica dioica appartient a la famille des urticaceae, elleestplamee rurale tres
envahissante, ellereprésente un réservoir immemseothposés potentiels attribués aux
métabolites primaires qui sont indispensables aexistence et qui englobent les protéines,
les lipides et les glucides et aux métabolites s@aimes qui ont I'avantage d'étre d'une grande
diversité de structure chimique et ils possedentrés large éventail d'activités biologiques,
utilisée principalement pour son effet anti-inflaatwire, antioxydant, antivirale et
antimicrobien.

L’évaluation des parameétres physicochimiques dedyits alimentaires constitue une
étape importante pour le controle de la qualité a#s derniers. Dans notre partie
expérimentale, nous avons effectué une évaluatitysicochimique afin de s’assurer de la
gualité de quelques produits alimentaires commikgém et cela par le dosage de différents
parametres physicochimiques, a savoir, la vitanm@hel'indice d’iode, lindice d’acidité,
dosage des sucres réducteurs et des protéingsay efles méthodes chromatographiques et
électrophorétique.



Résume

Dans le cadre des études portant sur l'identificatdes métabolites primaires et
secondaires a activité biologique des différentastps, le présent travail porte sur I'étude de
I'Urtica dioica de la famille des urticaceae qui fait partie deenfds spontanées largement
réparties dans le monde.

L’ Urtica dioica est une plante annuelle, rurale trés envahisshatbacée mais vivace,
elle a été largement utilisée dans divers domantegsuis la préhistoire a savoir dans
'alimentation humaine et l'industrie de textildleea aussi été largement exploitée dans le
domaine médical et pharmaceutique.

L’ Urtica dioica représente une source importante de métabolitempas. En effet, les
teneurs en métabolites primaires indiquent un tenportant en protéines qui sont composées
d’acides aminés essentiels ainsi que en lipidesoguiune forte proportion d’acide gras
insaturés, plus spécialement l'acide palmitiqueume faible quantité d’acide linolénique
(oméga 3) et en polysaccharides formant des muadlagussi, elle est qualifiee d’étre une
plante de tres grande valeur nutritive vu sa risees minéraux et en vitamine.

L’ Urtica dioica représente un réservoir immense de métabolitesndages repartis
dans les différentes parties de la plante prineipaht dans les feuilles et la racine. Ces
métabolites sont de structure chimique tres vagiabliorigine de ces propriétés médicinales.
Ces derniers sont constitués de polyphénols, gigédi principalement en trois classes de
composés, les composésphénoliques et les flavanaidat I'activité antioxydante et
antiinflammatoire ont été mises en évidence, bigm lgs molécules impliquées dans chaque
activité soient différentes, principalement la gqé¢ine pour les flavonoides, les composés
terpéniques et les alcaloides.

Vu sa richesse en métabolites primaires et secamwdainsi que sa composition
chimique tres variée, l'ortie dioique a de nombesusctivités biologiques. Elle est
principalement utilisée pour son effetanti-inflantoiee, antioxydant, antivirale et
antimicrobien.

Mots clés : Urtica dioica, métabolites primaires, métabolites secondairespposition
chimique, activité biologique.



Abstract

As part of studies regarding the identification pfmary and secondarymetabolites
having biologicalactivity of different plants, tisrkfocuses on the study of stingingnettle, a
plantin the Urticaceae familywhichisspontaneousippleidelydistributed in the world.

Stinging nettleis an annual plant, highly invasiveal, herbaceousperennial, but it has
been widelyused in various areas since prehistanyaty in food and textile industry and it
has been widelyexploited in the medical and phaeutcalfield.

Stinging nettlerepresents an important source iafgoy and secondarymetabolites.
Indeed, the primarymetabolites contents indicagreicant rate in proteinswhichconsist
of essential aminoacids and lipidswhich have a pigiportion of unsaturated fattyacid, in
particularpalmitic, and a smallamount of linoleityacid (omega 3) and polysaccharides
forming mucilage. Also, sheisqualified to be a Vegy nutritional value plant as it is reach
with minerals and vitamins.

Stinging nettleis a hugereservoir of secondarynadiigsleft in different parts of the
plantmainly in the leaves and root. Thesemetalsoéite of very variable chemical structure
responsible for thesemedicinalproperties. Polyplsamainlysubdividedintothree classes
of compounds, phenolic compounds and flavonoidsanioxidant and anti-inflammatory
activity have been identified, although the molesuivolved in eachactivity are different,
mainlyquercetin for flavonoids, terpene compounus alkaloids.

See itswealth in primary and secondarymetabolitsgl ars variable chemical
composition,Stingingnettle has manybiologicalatiég. It's mainlyused for itsanti-
inflammatory, antioxydant, antiviral and antimicraleffects.

Key words:Stinging nettle, primarymetabolites, secondarynaitds, biological activities,
chemical composition.
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| ntroduction

Introduction

La phytothérapie repose sur l'utilisation des $amses naturelles d’origine végétal qui
possédent une action thérapeutique sur l'organigmeeffet 'humanité a utilisé diverses
plantes trouvées dans son environnement afin dertet soigner toutes sortes de maladies,
c’est pourquoi des études se multiplient notamraentes plantes indigenes. Certaines de ces
plantes ont la réputation d’étre une panacée ettrd@aun produit miracle, Urtica dioica a
I'originalité de correspondre a ces deux catégories

L’ Urtica dioica appartient a la famille des urticaceae, elleestplamee rurale tres
envahissante, herbacée mais vivace, considérée eammdes plantes les plus précieuses,
elle a été consommé comme légume depuis la poébisti'ortie dioique ne fait pas
uniquement partie de I'histoire alimentaire, el aussi présente dans I'histoire médicinale.
Les propriétés médicinales Uftica dioica sont vantées depuis l'antiquité ; elle a été
considérer comme un puissant aphrodisiaque etifiagbé a été utilisé aussi pour soigner les
plaies et les ulceres. Elle aussi présente dardomeaine pharmacologique et industriel
(textile et papier), elle est donc utilisée comatienent et médicament. Son utilisation s'est
élargie, au fil du temps, a d'autres domainesdets la cosmétique, I'agriculture ou encore
peut étre utilisée comme plante fourragere.

L'Urtica dioica représente un réservoir immense de composés m¢eattribués aux
métabolites primaires qui sont indispensables aexistence et qui englobent les protéines,
les lipides et les glucides et aux métabolites s@aimes qui ont I'avantage d'étre d'une grande
diversité de structure chimique et ils possédentémlarge éventail d'activités biologiques.

L’Urtica dioica est en realité une source d'une formidable divergié composeés,
possédant des propriétés thérapeutiques et poueétmet considérer comme des molécules
actives Cette plante pourtant exceptionnelle d’pae la qualité de ces protéines et d’autre
part sa richesse en vitamines et minéraux

La partie chimique active de l'ortie dioique conmak@res de cinquante composés de la
fraction lipophile et dont la structure chimiqueé esnnue. On trouve des stérols, des acides
triterpéniques, des coumarines, des phénols, giearles, des céramides, des acides gras, etc.,
tous ces constituants trouvent leur répartitiorsdas divers organes de la plante.

L'ortie dioique est une plante aux nombreuses sequi agissent sur lI'ensemble du
meétabolisme de I'organisme ; et son activité lgmae dépend des différents composés. En
effet de nombreuses études ont été menées cesrésrannées pour déterminer et identifier
les différents composés impliqués ; a fin de mieormprendre ses activités ainsi que ses
mécanismes d’action.

Le but principal de cette recherche bibliographjgu&est de faire le point de
connaissance sur I'ensemble des métabolites pemait secondaires a activité biologique
d’Urtica dioica ainsi que sa composition chimique trés divers#i€origine de son utilisation
dans divers domaines, thérapeutiques, cosmétiextdet alimentaire et agriculture.




synthese bibliographique

1.1. Botanique de’Urtica dioica

1.1.1. Historique

Réputée étre une mauvaise herhitica dioica LINEE (L)., a des applications
meédicinales qui remontent a I'’Antiquité. Elle figuren effet, depuis des siecles dans les
différentes pharmacopées traditionnelles. Au prermiecle, le médecin, pharmacologue et
botaniste grec, DIOSCORIDE la considérait comme puissant aphrodisiaque. Une
décoction d'ortie et de raisin secs dans du vinnddn selon lui, d’excellents résultats
(BERTRAND, 2008). Meélangées dans du miel, ces graisont expectorantes
(BOULLARD,2001), un siécle plus tard, GALIEN énuraedes mémes propriétés.
L'urtication ou la flagellation thérapeutique avees tiges d’ortie, préconisée pour soigner
les rhumatismes chroniques, la léthargie, le colmaparalysie, le typhus et le choléra,
remonte a I'Antiquité.

Au Moyen Age, l'ortie dioique est considérée comume panacée et toutes les parties
de la plante sont utilisées : les parties aérignessacines, les graines et méme le suc frais,
en topique contre les douleurs articulaires, leseplenflammeées et les hémorragies, et ceci,
jusqu’au XVlleme siécle. Au début du XIXeme siédlertie retombe dans 'oubli jusqu’a ce
que deux médecins francais GINESTET (1845) puisEF}6 CAZIN (1846) redécouvrent
ses vertus antihémorragiques, CAZIN rapporte lsdtion du suc d'ortie dioique pour
soigner notamment les hémorragies utérines (BERTRAN10 ; TISSIER, 2011).

L’ Urtica dioicaa été largement exploitée pour ses fibres, notarhemeXIXeme siecle.
Dans les années 1950, I'industrie textile a cepenhdl abandonner cette plante au profil du
coton pour des raisons techniques (la faible longdes fibres fait que sa transformation est
difficilement mécanisable) et de rentabilité (ledement de la culture de la grande ortie est
inférieur a celui du coton).

L’ Urtica dioicafut utilisée dans I'alimentation dées les débutd'agriculture. Elle a été
consommeée en tant que légume de la préhistoira’msg<Viéme siécle (FLEURENTIN,
2008). Dans les années 1950, les marchés des dllEsope orientale étaient encore
abondamment approvisionnés en ortie, que ce sait [imentation animale, mais aussi la
consommation humaine (BERTRAND, 2008).

Aujourd’hui encore, Urtica dioicareste largement utilisée dans différents domaines :
thérapeutique, cosmétique, alimentation, agriceltur

1.1.2. Origine et répartition dans le monde

Originaire d'Eurasie, Il'ortie dioique s'est répandans toutes les régions tempérées du
monde. On la rencontre plus en Europe du Nord deteope du Sud, en Afrique du nord, en
Asie et largement distribuée en Amérique du NordueBud (BRISSEt al,, 2003).

Elle est trées commune en France, bien que plusrarégion méditerranéenne. Elle est
présente jusqu'a 2400 metres d'altitude. Elle paaindre les sommets du Jura et du Massif
Central, on la rencontre encore dans les AlpessaPyrénées (FLEURENTIN, 2008).

L'Ortie dioique est une plante annuelle qui pouwsseoisinage des habitations, les
décombres et lieux incultes : c'est une planteifigmlde rudérale, on la retrouve également
dans les sols fumés riche en azote, sur tousreérie argileux ou sablonneux, calcaires ou
siliceux (BERTRAND, 2008).

?
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Elle supporte tous les sols, surtout ceux contedestmatieres organiques fraiches; elle
fait partie des plantes nitrophiles. Symbole dei@uX riches et fertiles|Urtica dioica ne
pousse jamais seule, mais en grands massifs casrgpéabri desquels s'installe de nombreux
insectes (BERTRAND, 2002).

1.1.3. Dénomination de la plante

L'ortie dioique est aussi appelée grande ortiée cdmmune ou ortie vivace. Le nom
latin de I'ortie estUrtica dioica L. L’ortie se disaitUrtica en latin, mot venant lui-méme du
verbe ureresignifiant bruler. Par extension, urticaire, urtitaurtication se disent de toute
espece de démangeaisons similaires a celles prégsqguar les piqures d’orties.

Le nom d’espécdalioica, dioique en frangais, concerne un végétal donfléess,
males et femelles sont portées par des pieds d@iff€r(BERTRAND, 2008 ; VALNET,
1992).

1.1.4. Taxonomie

L’ Urtica dioica appartient a la famille des urticaceae, cette dezncomprend une
cinquantaine de genres et pres de 700 espécetiggairavers le monde.
Les principales espéces du gedréca sont (DRAGHI, 2005) :
Urtica dioica;
Urtica urens
Urtica pilulifera;
Urtica cannabina

D’apreés la troisieme version de la classificatimtanique des angiospermes établie par

AngiospermsPhylogeny Group (APGII) en 2009, la posisystématique de l'ortie est la
suivante (DELAHAYE, 2015):

Régne Végétale

Sous régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous- embranchement Magnoliophytina
Super -division spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Rosideae

Sous classe Rosideaedialycarperllées
Ordre Rosales

Famille Urticaceae
Genre Urtica

Espéce dioica
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Figure 01: Urtica dioica(REAUME, 2010).

1.1.5. Description de Urtica dioica

L’'Urtica dioica considérée comme plante rurale tres envahissdigeest herbacée
mais vivace, de 60 a 120 cm de haut. Les partiesesaines sont constituées par des
rhizomes cylindriques de 3 a 10 mm d’épaisseuedbdgue racines de 1 a 5 mm d’épaisseur
portant d’autres plus fines, ils sont jaunatresicdnts et abondamment ramifiés qui
développent chaque année de nouvelles pousses,lel’ocaractere parfois envahissant de
l'ortie. lls fixent 'azote de I'air grace a I'actih de micro-organismesh{zobium frankid qui
vivent en symbiose avec l'ortie dioique (MOUTSIB08).

Les feuilles sont grandes et opposées deux par, deusouleur vert foncée en raison
de leur richesse en chlorophylle et généralememjues de plus de 5 cm (SCHAFFNER,
1993 ; MOUTSIE, 2008), ovale, charnues, tombardesielées, grossierement en forme de
coeur et terminée par une pointe.

Les fleurs, apparaissant de juin a septembre,dispbsées a l'aisselle des feuilles, en
grappes ramifiées, dans toute la partie supérigdeifa plante. Que les fleurs soient méales ou
femelles, elles sont vert gris, verdatres, petgeddiscretes. Les fleurs des pieds males
évoquent de petits amas de perles, souvent taietésuge (FLETCHER, 2007). Les fleurs
femelles ont 4 sépales et un ovaire velu de couleudatre. Les grappes qui les portent
pondent, en particulier lorsque les graines se éatMOUTSIE, 2008).

Le fruit d’Urtica dioica est constitué d'un akene ovale enfermé dans urcecali
persistant contenant une graine. Provenant desylagsia maturité, il est de couleur sable a
jaune-brun, de forme aplatie, ovoide et pointuesuree1la 1,5 mm de long sur 0,7 a 1mm de
large. Ses extrémités pointues portes des restasigieates pénicillées, les fruits sont tres
souvent entourés de deux petites feuilles exté@gatroites, et de deux feuilles intérieures
plus grandes, larges et ovales de couleur vert€WL et ANTON, 2003).

)
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Urtica dioica est caractérisée par la présence de poils uniaigislde forme conique
sur la face supérieure des feuilles et sur la tgastituée d'un bulbe incrusté de silice et
surmonté par une pointe recourbée.

_’3“:

| FIeurs femelles

Figure 02 : Differentes parties @rtica dioicales fleurs males et femelles (A), le rhizome
(B) et le fruit (C) (REAUME, 2010).

1.2. Composés primaires et secondaires des végétaux

Les propriétés médicinales des plantes sont ddes aomposés chimiques. Parmi ces
derniers nous avons de nombreux composés appelésbatites primaires qui sont
indispensables a leurs existences, ceux-ci englotbes protéines, des lipides, des fibres
alimentaires et des hydrates de carbone qui exereere fonction directe au niveau des
activités fondamentale de I'organisme végétal (MERE®, 2009). lls servent aussi a la
subsistance et a la reproduction, non seulement ddante elle-méme mais encore des
animaux qui s'en nourrissent.

De plus, les plantes synthétisent aussi une ganxtnaoedinaire d'autres composés
appelés métabolites secondaires. Ces derniersnigas nécessaires pour leurs événements
biochimiques essentiels, et difféerent en fonctides espéces. Leur role intervient dans les
relations qu'entretient la plante avec les orgaessmivants qui I'entourent (parasites,
pathogénes, prédateurs...) (MERGHEM, 2009).
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En effet, ces métabolites secondaires représembensource importante de molécules
utilisables par 'homme dans des domaines ausdérdifts que la pharmacologie ou
'agroalimentaire (HERBERT, 1989).

1.2.1. Métabolites primaires

1.2.1.1. Les protéines
Les protéines sont des macromolécules formées peression d'une chaine de

plusieurs acides aminés reliés entre eux par deolis peptidiques, qui peuvent représenter
sous forme de plusieurs conformations pour dorméorine appropriée pour chaque type de
protéine.

Les protéines sont de valeurs nutritives indisplelesapour les humains et les animaux.
Sont présentes dans les produits dorigines vésgtahnimales et les organismes
unicellulaires. Elles présentent non seulementdesstituants fondamentaux des organismes
vivants, mis aussi jouent un réle moteur dans flenctionnement et méme dans la protection.

1.2.1.2. Les lipides

Les lipides sont des substances naturelles, estansle gras et d'un polyol. Les acides
gras comportent généralement un nombre paire datencarbone entre 4 et 40, ils se
répartissent en deux groupes: acides gras satuaégles gras insaturés.

Les lipides ou corps gras sont réservés dansuas ét dans les feuilles, plus rarement
dans les tiges et encore dans le mésocarpe dydlive, palmier huile) ; comme les plantes
dites oléagineuses (BENSLAMA, 2015).

Les teneurs en matiéres grasses sont sujettesiaiomr étant influencées par les
facteurs saisonniers et géographiques, d'unegigrér les facteurs génétiques, d'autre part.

» Les huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des substances eslatili différent par leurs propriétés
physicochimiques des huiles fixes. Ces substared¢sgvent généralement liées a d’autres
composés comme les gommes et les résines et oleuds méme la tendance de se
transformer en résine quand elles sont exposéas Bdre (EVAN et TREASE, 2002).

1.2.2.3 Les glucides

Les glucides ou les saccharides sont les biomaéclds plus abondantes dans la
matiére vivante. lls représentent environ 70 % didp sec des végétaux. Les plantes
synthétisent des quantités d'hydrates de carborédart de beaucoup leur besoin ; qui sont
principalement la cellulose, I'hémicellulose, &tine et 'amidon.

Les glucides sont rencontrés sous forme de sudngsles tels que Il'arabinose, le
glucose ou encore le galactose, ils peuvent atrgspélymérisés comme l'inuline, I'amidon,
la cellulose et les mucilages (BARNESal, 2007).

Les mucilages sont des substances végétales poss@dacomposition intéressante au
regard de ses propriétés pharmaceutiques. lisceanposés pour 68% de leur poids sec de
fructosane, polymére de fructose, et 5,1% d’acislemiques.

L'inuline, polymere de polysaccharides composé llgires de fructose, tout comme
I'amidon, polysaccharide a base de D-glucose, paggents en quantité moindre mais jouent
un role essentiel comme moyen de stockage de fj@emotamment dans les racines de la
plante (APOLINARIOet al, 2014).

°
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1.2.2. Métabolites secondaire

On appelle métabolites secondaires des composésyhibétisés naturellement par
végétaux mais qui ne participent pas directemenmatabolism végétal. De nombret
métabolites secondaires possedent des propriétésaptutique (GUILLAUME et
CHARROUF, 2005).

Les métabolites secondaires sont des produitsuatgte chimique souvent comple:
on recense plusieurs milliers de métabolites (otns 30000 structures caractérisées) et
classés selon leur appartenance chimique en 3egarakse :

- les composeés phénoliques ;

- les composés terpéniques ;

- les alcaloides et composés az«
1.2.2.1. Composés phénoliqut

Les composés phénoliquou polyphénols représentent un groupe de substancéss
et ubiquistes. Les polyphénols constituent une lfarde molécules trés largement répanc
dans le régne végétal. On les trouve dans lesgdanepuis les racines jusqu’ aux fr
(LANGLADE, 2010). Bien qu’étant tres diversifiés, ils ont temscommun la présence d’
ou de plusieurs cycles benzeéniques portant undusieprs fonctions hydroxyle

Les composés phénoliques se difféerencient d’abardlgp complexité du squelette
base allant’'un simple phénol en C6 a des formes tres polyggés en C15. Ensuite par
degré de modification de ce squelette (degré d’'atigd, d’hydroxylation et de méthylatio
etc.). Enfin par les liaisons possibles de ces ouds de base avec d’autres ncules
(glucides, lipides, protéines, etc.) (MACHEIlet al, 2005). lls sont divisés en plusiel
classes :

- les phénols simples ou acides phénoli ;

-les flavonoides ;

-les tanins obtenus par polymérisation des flavaet ;

-les lignanes avec leésoflavones sont nommés ph-cestrogenes
> Les phénols simples ou acide phénoligL

Les phénols simples sont rares dans la naturecfteaiéphloroglucinol ...).Les acidt
phénols sont des dérivés de l'acide benzoique @®d&spen C-C1) tels que l'acide llique
elément constitutif des tanins hydrolysables od'atede cinnamique (composés en-C3)
comme l'acide caféique qui sont souvent estéi

[ - -~ I:.
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Figure 03: Structure chimique de I'acide caféique (A) et’deide gallique (B) (GIULIA
etal., 1999).




synthese bibliographique

> Flavonoides

Le nom flavonoide est dérivé du mfelavusen latin, qui signifie jaune. Les flavonoides
appartenant a la famille des polyphénols, sont idénss comme des pigments quasi
universels des végétaux.

Les flavonoides assurent principalement deux rdlesont responsables de couleur vive
des fleurs, des fruits et des feuilles, ainsi latgmtion des tissus contre les ultraviolets
(BRUNETON, 1993).

Les flavonoides sont des composés solubles daas k¢ dans le méthanol mais
insolubles dans les solvants organiques. lls omt wés haute solubilité en milieu alcalin
donnant généralement une coloration jaune qui théippar I'addition d’acides (EVANS et
TREASE, 2002).

D’'un point de vue structural, la structure de bdss flavonoides est celle d'un
diphényle propane a 15 atome de carbone, constitu@eux noyaux aromatiques que
désignent des lettres A qui provient de la voieéfate et B qui provient de la voie de I'acide
shikimique (SARKER et NAHAR, 2007), reliés par uétérocycle oxygene, que désigne la
lettre C (HARBONE, 1998) (figure 04).

=L
E O Ry,-
~ R
R

Figure 04 : Structure de base des flavonoides (GIUEtAl, 1999).

R : radical

Les flavonoides se rencontrent a la fois sous fdibme ou sous forme d’hétérosides,
résultant d’'une combinaison du groupe réducteun d'se avec une substance non glucidique
qui est I'aglycone ou la génine. La liaison génise-existe entre un hydroxyle phénolique ou
un hydroxyle de I'hétérocycle oxygéné et un —OHuou-CH de la fonction hémiacétalique
des oses. On obtient alors des O-hétérosides oO-tiéserosides (MILANE, 2004).

Les flavonoides se répartissent en quinze familescomposés, dont les plus
importants sont les flavones, les flavonols, lesvdhonols, les flavanones, les
dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavarmynées chalcones, les aurones et les
anthocyanes (HARBONE, 1998 ; KURE®tal, 2002). Les composés de chaque sous classe
se distinguent par le nombre, la position et laurgades substituants sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle intermédiaire (JURIEt CHRISTIN, 2002). On les trouve,
d’'une maniere trés générale, dans toutes les plamigculaires, ou ils peuvent étre localisés
dans divers organe : racine, tiges, bois, feuiflesys et fruits.

* Les flavones

Le noyau flavone dérivé du noyau flavaeebdse, dont la structure est constituée de

deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d'urétu@tycle oxygéné (cycle C) par la
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fixation a la position 4 d’'un atome d’oxygene reéig@ carbone par une double liaison,

principauxflavones sont : I'apigénine et la lutéoléine, elteg dans la majorité des cas
forme de glycosides (HARBONE, 1998 ; KURE!'et al, 2002).

OH

HO O

OH O OH O

A) 5,7-dihydroxy-2-(4hydroxyphenyl)
4H-1-benzopyrar-one

B) 5, 7-dihydroxy-2-(3, «dihydroxyphényl)-
chromeén-<one

Figure 05: Structure dé'apigénine (A) et de la lutéoléine (E(GIULIA et al ., 1999).

* Les flavonols

Les flavonolssont caractérisées par la présence d’'une douliderian position -3 et
d’'un groupement hydroxyle en C3. lls sont beaucplug abondants dans le regne vég

gue les flavones et leurs concentrations sont @liexsées. Les principaux sont la queine,
kaempférol, myricétine (KURESet al,, 2002).

OH

HO O

OH

OH O OH O
A) 3,34, 5,7-pentahydroxyfzhénylchromé-
4-one ou 2-(3,4tihydroxyphényl-3, 5,7-

trinydroxy-4H-chromér-4-one

B) 3, 5, 7trihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-1lsenzopyra-4-one

Figure 06 : Structure de la quercétine (A) et de kaempfé@dl(GIULIA etal., 1999).

* Les flavonones

Ces molécules sont caractérisées par I'absencew#ealliaison en C2 et C3 et par
présence d’'un centre d’asymétrie. Elles existens $orme libre ou sous forme glycosylé
Sous forme libre, les carbones en position 5 atrdescycle A peuvent ée hydroxylées ou
méthoxylées (groupement OHz a la place des seules fonctions phénoligues),die & peut
aussi étre substituée en position 3’, 4, 5’ eétL& principae flavonone e : la marigénine.
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* Les flavanonols

lIs se distinguent des flavoncs par I'absence a la position 4 d’'un atome d’oxy
relié ou carbone par une double liaison la plusaatré es: la catéchine (figure O°

OH

OH

OH

Figure 07 : Structure de la catéchine (GlULkal., 1999)

* Les chalcones

Les chalconeferivent des flavanones par isomérisation réversghlmilieu alcalin, ¢
qui traduit par I'ouverture de I'hétérocycle C afemmation d’'une double liaison en positi
C2-C3 (figure 08).Les chalcones sont peu présentes Halimentation en raison deeur
transformation en flavanones en milieu acide, fp@mlement u cours des étap
d’extractionLes plus abondants sont: la butéine et la ptitaré

o

Figure 08 : Structure de base des chalcorGIULIA et al ., 1999)

* Les anthocyanidines

Les anthocyanidines ne possedent pas de groupe l®dadsition 4 et ont une douk
liaison entre les positions 3 et 4 par contresont toujours hydroxylés en positionLes
plus importants sont : la pélargonidine, la cyamedet la pérnidine (BENGUERBA, 2008

Figure 09 : Structure de cyanidine -(3,4-dihydroxyphényl) chroményliu-3, 5,7-triol)
(GIULIA et al ., 1999).
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* Coumarines
Les coumarines sont des dérivés d’acides cinnamiguar cyclisation de la chai
latérale de I'acide @oumarique (figure 10KURESHet al, 2002).
Ce groupe peut étre trouvé libre dans la natura uforme combiné avec les suc
comme I'hétéroside et glycosides dans beaucouprdiélés du dicotylédone

o i

x SRal

Figure 1C : Structure de coumari (1-benzopyrane-2-ongGIULIA etal., 1999).

» Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques compleydsysolubles ayant un poi
moléculaire copris entre 500 et 3000 Dalton (Da&urLstructure chimique leur confere
capacité trés développée skefixer sur des molécules telles que les alcadpidegélatine, le
polysaccharides, et essentiellement les protélD€SNAN, 1999)

Selon leur nature chimique ces composés sont divese deux classes ; les tan
hydrolysable et les tanins condens(COWAN, 1999).

Les tanins hydrolysables sont des esters de glusiod@acide gallique (GUIGNARL
2000). lls sont d’'abord caractérisés par le faitlgpeuvent étre dégradés par I'hydroly
chimique. lIs liberent alors une partie non phénadi (souvendu glucose) et une part
phénolique qui peut étre soit de l'acide galliqeejt un dimére de ce méme ac
(GUIGNARD, 2000).

Les tanins condensés sont des oligomeres ou d@gagres de flavar-3-ol dérivés de
la catéchine ou de ses nombreux isomeHARBORNE, 1998) (figure 11). lls ont
propriété de coaguler les protéines du derme, Botiutilisation dans le tannage des pe
(GUIGNARD, 2000).
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Figure 11 : Exemple de structure de base des tanins conddrisEset al, 2004).

> Les lignanes

Les lignanes résultent de la condensation d'upt&nylpropaniques. Quatre grouj
peuvent étre considérés : les lignanes avec uaisofi entre deux carbonp des chaines
latérales de deux unités dérivées du phénylpropasenéolignanes qui prése un seul
carbonep, les oligoneres formé par la condensation de 2 a 5 unitésyjgrépaniques €

enfin les norlignanes avec un squelette en

OH
HO

/N

OH

W

OH

Figure 12: Structure de lignane (GIULIAtal., 1999).

1.2.2.2. Terpénes

Les terpénes constituent le plgrand ensemble des métabolites secondaires
végétaux, notamment les plantes supérieures. it &galement rencontrés dans les at

types d'organismes vivants (algues, mousses, clygnops, insectes. (KRIEF, 2003).

effet, plus de 36000 structurdifférentes ont été identifiées. Plusieurs songsa partir de

fleurs, des tiges, des racines et differentesgsade la plant

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, rdetwse cyclique ou de chail
ouverte. Leur particularité structur la plus importante est la présence dans leur st
d’'unité isopréniques a 5 atomes de carboneHg) (figure 13). lls sont subdivisés selon
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nombre d’entités isoprénes en mono terpenes fordeésleux isoprenes {gHig). Les
sesquiterpenes, formés de trois isoprenegH£). Les di terpenes, formés de quatre isoprenes
(CooH3p). Le tétra terpénes avec huit isoprénes qui dsedtiaux caroténoides. Les poly
terpenes (€Hs) n ou n peut étre de 9 a 30 (AFIF CHAOUCHE, 2015).

FL —i=
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Figure 13 :Isopréene(GHsg) (2-méthyl-1,3-butadiene) (LE& al, 2004).

v' Les terepénoides sont des terpenes avec une ou plusieurs foncthimeiques
(alcool, aldéhyde, cétone, acide etc.) (KRIEF, 2003

v' Les monoterpénes peuvent étre acycligues (myrcéne, ocyméne), marigue
(terpinéne, p-ciméne) ou bicyclique (pinene, sal@)€A ces terpénes se rattachent un
certain nombre de substances a fonction chimigaleools (géraniol, menthone),
aldéhydes (géranial, citronellal, sinensal), céofoarvone, menthon@;vétinone) et
des esters (acétate de géranyle, acétate de déinalgbtate de cédryle, acétate
terpinyle) (KRIEF, 2003).

v Les sesquiterpenesil s’agit de la classe la plus diversifiée deipénes. Elle contient
plus de 3000 molécules comme par exemgde-caryophyllée,p-bisaboléne,a-
humulléne g-bisabolol, farnesol (BRUNETON, 1999)

v' Les caroténoides:ce sont des molécules tétra terpéniques, constitude
I'enchainement de 8 unités isopréniques, posseadastiromophore caractéristique (au
moins 10 doubles liaisons conjuguées) expliquamt é®uleur jaune-orangee et leur
sensibilité a I'oxydation. Les caroténoides sonpleg@s en industrie agro-alimentaire
principalement pour leur pouvoir colorant mais oeufp aussi noter qu'ils sont
préconisés en cas de photodermatose puisqu'ilsféirget avec les processus de
photo-oxydation (KRIEF, 2003).

1.2.2.3. Composés azotiques (alcaloides)

Les alcaloides sont des produits d'origine véggétameolécules organiques
hétérocycliques azotées, ils se caractérisent pagolit assez amer. Chimiquement ils sont
constitués de carbone, de I'hydrogéne et de l'azetele plus souvent de l'oxygene
(exceptionnellement quelques alcaloides contientheisbufre) (BRUNETON, 1999).

Il en existe environ 12000 répertoriés a ce joas, principaux précurseurs sont des
acides aminés simples comme la tyrosine(Tyr), ypttphane (Trp), l'arginine (Arg.) ou la
lysine (Lys).lls sont stockés dans les cellulesét@lgs au niveau des vacuoles. lls possedent




synthese bibliographique

de nombreuses propriétés pour la plante jouanblende défense et sont également utilisés en
médecine et en pharma¢@JAHRA, 2015).

La teneur en alcaloides se différencie d’'une partine autre et selon la période de
récolte et les conditions de croissances, ainsilguégion (influence du sol, climat,...).lls se
présentent avec des concentrations différentes lasntiges, les fleurs, les racines et les
feuilles. Le premier alcaloide découvert a été taphine en 1805. Les alcaloides les plus
connus sont : la colchicine, l'atropine et la Tedfé

Selon que I'azote soit engagé dans un cycle ownam:

-Alcaloides non hétérocycliques rares, les plus importants dérivent de I'amino-
ethylbenzéne ;

-Alcaloides hétérocycliques sont les plus nombreux, ils peuvent étres mono ou
polycycligues.
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Figure 14: Structures chimiques de Colchicine (DJAHRA, 2015)

1.3. Composition chimique de I'ortie dioique

La composition chimique de différentes partiddrtica dioicaa savoir les feuilles, les
fruits et les racines, a été le sujet de nombreéates depuis la seconde moitié du XIXéme
siécle. Depuis, des progres considérables onéétisés dans la découverte de la structure des
composés, grace aux améliorations des techniquesséparation et des méthodes
spectroscopiques (DRAGHI, 2005). C'est a traversladeomposition chimique et de la
teneur en métabolites primaires et secondairecguoient une plante, qu'on peut apprécier
leurs activités biologiques ainsi que leurs éveltgs utilisations.

1.3.1. Composition de la feuille

Les feuilles dUrtica dioica contiennent une assez large variété de constituants
chimiques bien que seulement quelgues composédtéditentifiés.

La feuille d'ortie dioique contient des quantitésstimportantes de caroténoides (6
différents, dont I§-caroténe), d'acide folique (vitamine B9), demitaes C et E, on y trouve
aussi, en quantité moindre, des vitamines Bl (timejn B2 (riboflavine), B3, B5 (acide
pantothénique), B6 (pyridoxine), D et K, ainsi gde nombreux minéraux : manganese,
sodium, cuivre, soufre, iode et chrome, ainsi quedlcium qui est associé au bore, qui
facilite son assimilation, tandis que le fer essoag a la vitamine C, qui favorise son
absorption par I'organisme.
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Tableau | : Dosage moyen en différents élément dans 100fguilées fraiches de
I’ Urtica dioica(MEGNOUNIF, 2011).

Elément Dosage moyen en mg
Calcium 60 a 324
Phosphore 104673
Fer 784134
Sodium 1a16
Potassium 400 a 2044
Magnésium 7 a399
Vitamine A 0a6
Vitamine B2 0,1240,23
Vitamine B3 0,1a1,45
Vitamine B9 212
Vitamine C 18,8 a 350
Vitamine E 14,4

L’ Urtica dioica contient des protéines de 5 a 6% dans les plantishés et
23 a 24% dans les plantes seches; 70% de ces tdasastint des protéines digestibles
(BOMBARDELLI et MORAZZONI, 1997), ces protéines d@nnent 18 acides aminés au
total sur 20 existants, dont les 8 acides amingsntiels au développement de I'organisme en
proportions harmonieuses, ce qui en fait un alingentplet.

Tableau Il : Teneur en acides aminés essentidlstita dioica(BILLOTTE et al.,

2014).
Acides aminés essentiels Quantité (g/100g de plante)
Isoleucine 4,8
Leucine 9,0
Lysine 5,5
Méthionine 1,8
Phénylalanine 5,8
Thréonine 4,6
Tryptophane 1,3
Valine 6,3

La feuille d'Urtica dioica contient encore, entrgras, de la chlorophylle en quantité
importante, de la silice, des flavonoides (querejti de la sécrétine. Certains composants
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rares, comme la choline acétyle-transférase, enzgynehétisant I'acétylcholine, la grande
ortie étant la seule plante connue a possédereamtigne.

1.3.2. Composition chimique des racines

Les différentes études ont montré que les racieefemMment de nombreuses molécules
appartenant a différentes familles chimiques :

-des polysaccharides: deux glycanes, deux gluaogabnanes (FLEURENTIN, 2008), un

acide arabinogalactane (WICHTL et ANTON, 2003);

-des acides gras: de I'acide hydroxy-octadécadigrmoj

-des céramides spéciaux : amides d'acides gras alex poly-hydroxy-alkylamines,

métabolites des sphingolipides (WICHTL et ANTONP2);

-des terpénes diols et des terpénes diols glusside

-des phytostérols ;

-des composeés phénoliques : ils sont au nombre daehtifies par KRAUS et SPITELLER

en 1991,

-des dimeres du phénylpropane ;

-des lignanes : diaryfuranique et leurs glucosidéspisolaricirésinol et leurs dérivés acétylé

et glucosides (WICHTL et ANTON, 2003).

-des lectines.

> Les lectines: sont des protéines ou glycoprotéines de masdécuaiaire variant entre
8500 et 300 000 Da, constituée de plusieurs soiiésirque I'on rencontre aussi bien
dans le monde végétal que dans le monde animalettses se lient spécifiquement par
affinité, de maniere réversible a un ose ou urosiie (que celui-ci soit libre ou bien lié a
une cellule), de fagcon assez similaire aux enzyehe@six immunoglobulines. La premiere
lectine connue est la concanavaline A, une protégallique formée de 4 sous-unités
identiques, chacune de masse moléculaire de 2®a0& formée de 238 résidus acides
aminés. Elle a été extraite des grainesGimavaliaensiformidée mot lectine vient
d’ailleurs du latin legere signifiant sélectionner. Les lectines interviennelans de
nombreux processus tels que I'adhésion cellull@rsynthése de glycoprotéines, ainsi que
dans 'immunité.

v’ Urtica dioicaagglutinine (UDA)

L’ UDA est une petite protéine monomérique. Elle a gipadée comme étant la plus
petite lectine de plante connue avec une masseculale d’environ 8 500 Da et moins de
100 résidus d’acides aminés. Des études ont maengée I'UDA est en fait un mélange d’au
moins 6 protéines isomériques différentes, de enasde structure moléculaire similaires
appelées des isolectines. Ces isolectines diffgr@nte nombre et leur composition en acides
aminés. Il a été prouvé que leurs séquences eesaaidinés partagent 79 a 99 % d’identité.

L’'UDA se lie spécifiguement a la N-acétylglucosaminu a ses oligomeres. Les
feuillets B que l'on trouve dans I'UDA sont intimement implé&gl dans la liaison
trisaccharidique.Elle posséde cependant un failaleqr d’agglutination.

L'UDA est relativement résistante aux acides, aclaleur ainsi qu’'aux protéases
(comme la trypsine et la chymotrypsine) (WITCHLANTON, 2003 ; GANZERAet al,
2005 ; TESSIER, 1994).
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Figure 15: Structure chimique trtica dioicaAglutinin (UDA) (LANGLADE, 2010).

Les phytostérols, les lignanes, les polysaccharalds lectine UDA sont considérés
comme les principes actifs des racinddrtita dioica(CHRUBASIK et al, 2007).

Tableau Il : Teneur en métabolites primaires et secondaitggida dioica(MEGNOUNIF,

2011).
Les métabolites Teneur en % en matiére séche
Feuilles | Racine
Métabolites primaires
Sucre totaux 10,06 12,06
Lipides 7,5 10,55
Protéines totales 22,6 14,4
Protéines pures 15,75 7,02
Fibres totales 19,6 37,82
Cendres 25 -
Métabolites secondaires
Phénols totaux 4,58 1,84
Tanins 0,61 0,25
Flavonoides 1,1 0,8
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1.3.3. Composition des poils urticants

L'action urticante est due au liquide contenu dasspoils. Ce liquide est libéré au
moindre choc aprés rupture de I'extrémité des pmgilsdeviennent ainsi une véritable aiguille
hypodermique.

FLURY, en 1927, met en évidence la présence d'etitkepguantité d'acide formique
dans le poil. Cependant, bien que cette molécukseyouer un réle dans l'effet de sensation
de brdlure, c'est un facteur mineur.

Des travaux ont été effectués en 1947 par EMMELULIRELDBERG, ont trouvé que le
liquide des poils contenait au moins trois compogés sont : l'acétylcholine, a une
concentration de 1 %, I'histamine, a une concentmate 1 pour 500 a 1 pour 2000, et la 5-
hydroxy-tryptamine (la sérotonine). On trouve égaat une petite quantité de leucotriénes
(DRAGHI, 2005).

C’est I'histamine et I'acide formique qui provoquides démangeaisons faisant penser a
une brulure désagréable. Le contact avec les pditsants entrainent ainsi le développement
d’'une macule érythémateuse et d’'un prurit ou dugoeirdissement durant une période allant
de quelques minutes a quelques jours. Il ne faetldgl0 de microgramme de substance pour
provoquer lirritation et 'apparition de cloqueBERTRAND, 2008).

1.3.4. Composition des fleurs
Selon AKBAY et al en 2003, sept glucosides flavonols ont été isetégentifies a
partir d’extrait méthanolique de fleurdiitica dioica:
» Kaephérol-3-O-glucoside ;
» Kaephérol-3-O-rutinoside ;
* Quercetine-3-O-glucoside ;
e Quercetine-3-O-rutinoside ;
* Isorhamnétine-3-O-glucoside ;
* Isorhamnétine-3-O-rutinoside
e Isorhamnétine-3-O-néohespéridoside
On a décelés la présence d’acide chlorogéniquaetd caféylmalique dans les fleurs
femelles (AKBAY et al.,2003).

1.3.5. Composition de fruit et de la graine

Les fruits murs renferment environ 30% d’huile gesconstituée d’acides gras
représentés principalement par I'acide linoléigueoméga 6 (74-83%), avec en outre 0.1 %
ded-tocophérol (WICHTL et ANTON, 2003).

Les analyses de la fraction lipidique des grairiésteta dioicaindiquent la présence
d'une forte proportion d’acide gras insaturées, pbpgcialement palmitique, et une faible
guantité d’acide gras insaturés oméga -3 (YENER!., 2008).

Des polysaccharides formant des mucilages et degecaides sont aussi présents : 3-
caroténe, lutéine, viola-xanthine, soit environ880pg/g. L’huile obtenue par pression a froid
est colorée en vert jaunatre a vert par les cantdés et par les produits de dégradation de la
chlorophylle (WICHTL et ANTON, 2003).
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L'huile essentielle drtica dioica contient des esters (14,7%), des dérivés d’alcools
(2%) et les cétones (38,5%) identifié comme le 2hylé€2- heptén-2-one, l'acétophénone et
éthylcétone, et des traces de substances azo&&ephdnols et des aldéhydes (ILIESal.,
2012).

1.4. Activité biologique de IUrtica dioica

1.4.1. Activités des parties aériennes

1.4.1.1. Activité anti-inflammatoire

1.4.1.1.1. Action sur le métabolisme de I'acide achidonique
Un dommage tissulaire et la déformation membrangirel'accompagne, activent la

phospholipase A2, qui coupe la liaison de l'acidecl@donique de son site de liaison des
phospholipides membranaires. Il devient alors difge a I'activité de la cycloxygénase qui
le transforme en prostaglandines, et a celle dgpdxygéenase(enzyme du métabolisme de
I'acide arachidonique, molécule pro inflammatoge) aboutit a la formation de leucotriénes.
Les prostaglandines et les leucotrienes sont dd&coies pro-inflammatoires et ainsi elles
provoquent l'inflammation, la douleur et la fieviginhibition du métabolisme de l'acide
arachidonique résulte par un effet anti-inflamnmat¢CAPASSO, 2003).

Phospholipides membranaires
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Leucotriénes Prostaglandines

Douleur, rougeur, chaleur, cedéme

Figure 16. Métabolisme de I'acide arachidonique (CAPASS@l.,2003).
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En 1996, OBERTREIS a étudié les effets antinflanmines d'un extrait hydro
alcooligue de feuilles Urtica dioica Il a isolé un acide phénolique qui est l'acide
caféylmalique et il a testié vitro, sur des granulocytes basophiles de rat leucémigae,
effets inhibiteurs de I'extrait et de cet acide Busynthése de l'acide arachidonique et ses
meétabolites. L'extrait a montré un effet inhibitgoartiel sur la 5-lipoxygénase. L'acide
phénolique isolé a inhibé la synthese du leucodseB4 et la synthese des prostaglandines.
In vitro, les dérivés de l'acide caféique et lesrats hydro alcooliques correspondants
montrent une inhibition de la biosynthése des emzydu métabolisme arachidonique, avec
un effet partiel sur la synthése de la 5-lipoxygénat du leucotrienes B4 (BARNES al,
2002 ; KAVALALLI, 2003).

1.4.1.1.2 .Action sur les cytokines pro-inflammatoes
» Action sur le facteur de nécrose tumorale et l'irgrleukine 1§

OBERTREIS a observé qu'un extrait hydro alcodiqle feuilles d'ortie réduisait
d'une facon significative les concentrations duefac de la nécrose tumorale (TNF) et de
l'interleukine B (IL-1B), deux cytokines pro-inflammatoires dont la séorétlans le sang est
stimulée par des lipopolysaccharides.Cette expeégiera été réalisé sur du sang humain
provenant de volontaires sains. Aprés 24 heuaesphcentration du TNF avait diminué de
50,8 % et celle de I'lLfl de 99,7 %. TAUCHER, en 1996, a observé les mémsdtats
gu'OBERTREIS avec une préparation de feuilles dgréande ortie : réduction d'une facon
significative du taux des cytokines : TNF et d'i.{BARNESet al, 2002).

» Action sur l'interleukine 2 et l'interféron vy

Les lymphocytes T-helper 1 et 2 (Th 1 et Th 2) légules réponses immunitaires
cellulaires et humorales par l'intermédiaire deokiytes. Les cellules Th 1 produisent
l'interleukine 2 (IL-2) et linterférory (IFN vy), cytokines pro-inflammatoires qui induisent
une cascade de réactions inflammatoires. Les eslllh 2 produisent l'interleukine 4 (IL-4),
l'interleukine 5 (IL-5) et l'interleukine 10 (IL-}0Ces 2 voies de cytokines sont antagonistes
et se regularisent mutuellement : les facteursimgiiisent les cytokines Th 1 inhibent la
production des cytokines Th 2, et vice versa. Utnaiixaqueux de feuilles d'ortie dioique
inhibe la production de I'lL-2 de 50% et celle IHEN y de 74 % dans une culture de
cellules. Par opposition, la production de I'IL4&i€stimulée. Les résultats supposent que
I'extrait de feuilles d'ortie agit par la voie dagokines des lymphocytes T et peut inhiber la
cascade inflammatoire dans les maladies auto-imsgoexme la polyarthrite rhumatoide
(BARNESet al, 2002).

En effet, deux études réalisées en 2013 ont canaues résultats obtenus par I'extrait
d’ortie dioique sur la polyarthrite rhumatoide $edue a la fois a I'acide caféique, aux
flavonoides, aux polyphénols et a la forte tengusiicium. Dans le cas d’'inflammations
articulaires ou de tendinites, le silicium aided&tastine a se reconstituer pour assurer la
souplesse au tissu et il favoriserait des élémemtsstitutifs (calcium, chondroitine,
glucosamine) pour reformer aux mieux l'articulatemdommagée (DARt al, 2013 ; YANG
et al 2013).
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1.4.1.1.3. Activité antioxydantes

Les qualités antioxydantes d’Urtica dioica ont fne énises en évidence par TOLRY
al en 2005.Ce pouvoir se révele efficace vis-a-vigdifiérents systemes oxydatifs in vitro
(CENTINUS et al, 2005). Les composants phénoliques apparaissemne responsables de
lactivité antioxydante des extraits aqueux dertio dioique. Les divers meécanismes
antioxydants de ces extraits peuvent étre attriciéleur forte capacité a donner de
’hydrogene, a leur capacité a chélaté les métadulewe efficacité a piéger le peroxyde
d’hydrogéne, les superoxydes et les radicaux libres

Les travaux de CENTINUSt al, en 2005 ont démontré que les extraits delésuil
d’Urtica dioica, administrés en prétraitement, diminuent le stregglatif généré dans les
muscles par la mise en place d’'un garrot. Ceci exggque la grande ortie est a l'origine
d’'une protection des cellules contre le stress attiya¢hez les rats. D’autre part, plusieurs
études ont révelé que les antioxydants de la gramtie tels que lesB-carotenes
potentialisent les réponses anti-nociceptives iaigsie la vitamine E qui a des effets
bénéfiques sur 'amélioration des maladies rhummatiss, de la claudication intermittente ou
de I'angor grace a ses propriétés antioxydantes.

D’aprés ce qui précede, on peut dire que I'actiaitalgésique trtica dioica peut étre
reliée a l'activité antioxydante (CENTIUS al, 2005).C’est pourquoi I'extrait aqueux d’ortie
dioique peut étre utilisé comme une source natutéiintioxydants, en tant que complément
alimentaire possible ou dans I'industrie pharmagqeet

1.4.1.1.4. Action sur l'agrégation plaquettaire

Une étude a été entreprise en 2006 par DAKE®& pour tester les effets de différents
extraits de feuilles dUrtica dioica sur I'agrégation plaquettaire. L'étude a été s&miavec
des plaquettes de rats qui ont démontré qu’un iexégueux a inhiber l'agrégation
plaguettaire induite par la thrombine par la pnésedes flavonoides isolés des feuilles
d’Urtica dioica. Les flavonoides ont également clairement inhibgrégation plaquettaire
induite par I'adénosine di phosphate (ADP), Idag#ne et I'épinéphrine. Il a été conclu que
I’ Urtica dioica possede une activité antiagrégante plaquettaire @auelle les flavonoides
sont les composants principalement impliqués (LANRGE, 2010).

Ces résultats confortent I'utilisation traditionleedfUrtica dioica dans le traitement et/
ou la prévention des maladies cardiovasculairesHEDUARI et al, 2006 ; DAHERet al,
2006).

Plusieurs études sur les animaux indiquent queskéiits dUrtica dioica inhibent
nettement l'agrégation plaquettaire et améliorentptofil lipidique par ces propriétés
hypolipidémiante et hypocholestérolémiante en dirant le taux de LDL cholestérol,
cholestérol total, de I'apolipoprotéines B plasmad, ainsi qu’une diminution du ratio
cholestérol LDL/HDL (DAHERet al, 2006 ; ROMBI ET ROBERT, 2006).
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1.4.2. Activité des racines

L'utilisation de la racine de la grande ortie péaitraitement de I'hypetrophie bénigne
de la prostate (HBP) a fait I'objet de recherchigsiques et pharmacologique depuis 1950,
particulierement en Allemagne.L’HBP est une extamtion-cancéreuse de la prostate et cette
prolifération du tissu prostatique va venir exergee pression contre 'uretre et la vessie, se
traduisant souvent par une miction difficile. Lasttstérone , son métabolite la
dihydrotestostérone (DHT) et les hormones oestregé&ont couramment associées a cette
pathologie de la prostate (DRAGHI,2005).

Plusieurs mécanismes sont a l'origine d’effet figné de IUrtica dioicasur I'HBP
* Interaction avec la protéine de transport des hormpes sexuelles (SHBG)

La protéine de transport des hormones sexuellesES$BxHormonBinding Globulin
est une protéine plasmatique qui se lie aux horsieeguelles (cestrogenes et androgenes) et
régule ainsi leur fraction libre plasmatique. Hiessede aussi des sites de liaison pour les
récepteurs membranaires situés dans le tissu pgustaet I'endometre.

En 1997, SCHOTTNER a étudié la liaison des ligsatkes racines d'ortie dioique et
leurs métabolites a la SHBG. Les résultats démontyae les effets des extraits de racines
d'Urtica dioica sur I'HBP peuvent étre dus a leur teneur en lighaoe peuvent influer sur le
taux plasmatique d’hormones stéroides libres eddpkacant de leur liaison a la SHBG. De
plus, les lignanes peuvent influer sur l'interactdu récepteur prostatique avec la SHBG
(SCHOTTNEREet al, 1997).

* Inhibition de l'aromatase

L'aromatase est une enzyme clé du métabolismetéesdes: elle intervient dans la
conversion de la testostérone en cestrogenes. AAge, lle rapport androgenes/cestrogenes
dans le sang et la prostate tend en faveur desgeses. Donc, l'inhibition de I'aromatase
conduit & une diminution des taux d’cestrogénedpet pourrait influencer sur la taille de la
prostate (DRAGHI, 2005).

En 1995, une étude in vitro a été réalisée sutiViée inhibitrice d’'un extrait hydro
alcooligue dUrtica dioicavis-a- vis de I'aromatase. Une inhibition de l'am@tisation a été
mise en évidence, ce qui suggere que les fractibpsphiles sont responsables de cette
action. La fraction heptane a été plus efficace bpmde hydroxy-octadiénoique, ce qui
suggere que cet acide gras hydroxylé peut contriblieffet thérapeutique global. Cependant
les racines de la grande ortie contiennent seuledwfaible quantité de ces composeés et la
pertinence clinique du principe actif inhibiteur dlaromatase doit encore étre définie
(CHRUBASIK et al, 2007).

* Inhibition de I'élastase

I'hypetrophie bénigne de la prostate s’accompagee souvent d’une inflammation au
cours de laquelle on observe une infiltration lewytaire des tissus prostatiques. Ces
leucocytes libérent de nombreuses protéases pasguélles I'elastase. L'élastase est une
enzyme libérée par les granulocytes polynucléactisés, qui migrent du sang vers les tissus
durant le processus inflammatoire. Au cours deoliéion de I'HBP, il y a dégénérescence
des fibres élastiques, et cette perte d'élastestéresponsable des symptémes obstructifs.
L'inhibition de I'activité protéolytique de I'élasie pourrait alors contribuer a I'amélioration de
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ces symptébmes (DRAGHI, 2005).Le dosage de cettgnemzdans le liquide séminale pemet
dailleurs de diagnostiquer l'inflammation silenaieude tractus uro-génital de la prostate. En
effet I'elastase est 'une des enzymes les plusesc{DIEDERICHS, 2005).

Des travaux sur I'élastase menés par KOCH et saipent permis de decouvrir
lactivité inhibitrice de [I'extrait hydroalcoolique d’Urtica dioica sur [I'elastase
(DIEDERICHS, 2005). Une autre étude a montréajast les lignanes et leurs métabolites
extraits des racines d'ortie dioique qui a inlugite activité (BOMBARDELLIet al, 1997).

» Effet sur la prolifération cellulaire

En 1999, KONRAD a étudié les effets d'un extraitthéolique de racines d'ortie
dioique sur l'activité proliférative de cellulesoptatiques épithéliales et stromales humaines.
Un effet antiprolifératif significatif a été obsérgeulement sur les cellules épithéliales durant
sept jours, alors que la croissance des cellulestrdma resta inchangée (KONARAD al.,
2000).

En 1994, WAGNER a démontré que les polysacchagtlésdDA pouvaient bloquer la
liaison du facteur de croissance épidermique EQid@EmalGrowth Factor) sécrété par le
tissu prostatique, a son récepteur avec suppresionla croissance et du métabolisme
cellulaire (LICHIUS et MUTH, 1997).

1.4.3. Autres activités dUrtica dioica

1.4.3.1. Action antifongique

La croissance de plusieurs champignons pathogénsspeophytesBorytiscinerea,
Collectrotichumlindemuthanium, Phomabetae,
SeptorianodoruntrichodermaamatunetTricotera viride a été inhibée in vitro par un extrait
de racines d’ortie dioique via 'UDA qui potenisa I'activité antifongique des chitinases qui
sont une classe omniprésente de protéines veégé(elADIZADEH et al, 2009 ;
MODARRESI-CHAHARDEHIet al, 2012).

1.4.3.2. Action antivirale et antimicrobienne

Les flavonoides sont capables d’agir au niveauadsyhthése des protéines virales.

En1987, VRIJSENet abnt noté une bonne protection des souris vis-adtige infection
virale a la suite d’'une administration journaliéde 3-O-méthyl quercétine. En 1985,
MUECSI et PRAGAI ont également montré une corrétagntre I'effet inhibiteur de certains
flavonoides sur divers virus de I'herpés, et leapacité a augmenter les taux intracellulaires
en adénosine mono phosphate cyclique (AMPc) darss cedlules infectées. En 1989,
SPEDDINGet alont mis en évidence un impact des flavonoidesesurus HIV responsable
du syndrome d'immuno déficience acquise (SIDA)ols démontré que les flavonoides sont
de bons inhibiteurs de la reverse transcriptasel 3, les travaux de MAHMOOEX al, ont
montré que les flavonoides pouvaient avoir uneagilus sélective en interagissant avec une
glycoprotéine de surface du virus HIV, la glycagine 120 (gp120) en empéchant ainsi la
liaison du virus a la cellule h6te. Ces métabol#ermient susceptibles d’'inhiber l'intégrase
rétrovirale du virus HIV qui assure l'intégratiom génome viral a celui de la cellule hote
(FESENet al, 1994).
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Les extraits aqueux de la grande ortie quel quelsor concentration, possedent une
activité antimicrobienne remarquable contre lestdyaas a Gram positif et Gram négatif.
Grace a la présence de polyphénols, mais le nsnandes effets antimicrobiens de ces
derniers est sans doute tres complexe et encdreanau. Parmi les hypothéses avancées:
l'inhibition des enzymes extracellulaires microbies; la séquestration de substrat nécessaire
a la croissance microbienne, la chélation de métmlx que le fer et linhibition du
meétabolisme microbien (GULCINLt al, 2003).

1.4.3.3. Action sur la glycémie

L'effet de baisse sur la glycémie de l'ortie di@gecomme plante médicinale a été
rapportée dans des manuscrits qui datent du tefApgcenne. Récemment, d'autres études
ont montré l'effet hypoglycémique de la grandeeoiitilais jusqu'a présent, le mécanisme n'a
pas encore été expliqué.

Une étude a été réalisée en 2003 par FARZAMEI, sur des filots de Langerhans
exposes a plusieurs fractions d'extraits de feudldrtica dioica. Une des fractions provoqua
une augmentation marquée de la sécrétion d'insuliiecette hausse d'insuline était
accompagnée d'une diminution du taux de sucreaifaurs, cette fraction active provoqua
également une augmentation du taux d'insuline deszrats normaux et diabétiques, ayant
recu une injection intra péritonéale d'extrait. @serva aussi une baisse de la glycémie. Les
résultats montrent que I'effet de baisse de lagghye est di a une provocation de la sécrétion
d'insuline par les ilots de Langerhans (FARZAd{ kI, 2003).

Une autre étude montra également que la grandee atiait un effet anti
hyperglycémiant significatif, et cet effet pouvéire provoqué en partie par la réduction de
I'absorption intestinale du glucose (BNOUHAdal, 2010).

Néanmoins, d'autres études ont montré des résunteises: les extraits d'ortie dioique
avaient produit des effets hyperglycémiants damssede tolérance orale au glucose.

SWANSTON-FLATT (1989) étudia douze plantes utilséedans le traitement
traditionnel du diabéte en expérimentant sur degsdiabétiques sans et avec administration
de Stretozotocine. Il s'est avéré quitica dioica aggravait I'état diabétique des souris ayant
recu de la Stretozotocine (KAVALALI, 2003).
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Conclusion

L’ Urtica dioica qui appartient a la famille des urticaceae, ceattailfe regroupe des
plantes médicinales, utilisées pour leurs consttruanoléculaires, d’'une part les métabolites
primaires notamment les protéines qui présenteatteneur considérable en acides aminés
essentiels, ainsi que les lipides et les glucidgke présente unerichesse en minéraux et
vitamines qui font d'elle une excellente plantéritiannelle. D’autre part les métabolites
secondaires, qui constituent une gamme extraordirde molécules tres diversifiées, de
structure et d’activités différentes, regroupl@st composés phénolique, les flavonoides et
les composés azotés. En revanche I'homme leseutiimis le domaine pharmacologiques et
plusieurs applications médicinales.

Dans le domaine de la médecine, I'ortie dioiqueitaéout a fait sa place, elle constitue
un reméde naturel qui peut apporter une réelle iaraébn dans certaines pathologies en
présentant moins d’effets secondaires et toxiquesles traitements classiques.L’'ensemble
de ces vertus en phytothérapie, fontUdica dioica une panacée : fortifiantes, anti-
inflammatoires, astringentes ou antihistaminiquestement de I'’hypertrophie bénigne de la
prostate qui a été I'objet de nombreuses étudesn va de méme pour son emploi pour la
prise en charge états rhumatismaux

Dans les prochaines années, on pourrait voir dealles indications apparaitre pour
I'Urtica dioica, par l'identification de ces métabolites secoreminsi que leurs mécanismes
d’action sur I'organisme ; et donc de mieux révélactivité biologique et les molécules
actives de la plante. Pour cela, la connaissaneetsiue et méthodique de la composition
chimique s’'impose afin d’élucider le potentiel dssaessources naturelles et principalement
industrie pharmaceutique pour tester de manidue poussée l'efficacité de cette plante et
aussi pour apprecier l'innocuité des composankssuti

.
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Introduction

Parmi les objectifs de la biochimie alimentairesséparation et la quantification des
différents constituants présents dans les alim@ntgéines, lipides, glucides et vitamines). La
séparation permet leur identification ultérieurat(me et fonction des constituants) et la
guantification permet de déterminer leur tenewatiet suivant le but recherché.

Au cours de notre stage pratique, nous avons affache évaluation physicochimique
afin de s’assurer de la qualité de quelques prediitnentaires commercialisés et cela par le
dosage de différents parametres physicochimiquesyvair, la vitamine C, l'indice d’iode,
lindice d'acidité, dosage des sucres réducteursle=t protéines; et par des méthodes
chromatographiques et électrophorétique.

Le contrble des produits alimentaires commercialgmet d’évaluer la qualité, la
stabilité et la consistance du produit en ce gquicene ses caractéristiques nutritionnelles et
organoleptiques qui sont intimement liées a sogiri (espece, climat ...), a son processus
de fabrication,ainsi que le mode de conservatiguliqué.

Le stage a été réalisé au laboratoire pédagogigudiochimie, Hasnaoua Il de
l'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. Il aéésous tendu par le matériel et les
méthodes ci-apres indiqués.

2.1. Matériel et méthodes
2.1.1. Matériel
2.1.1.1. Matiere premiere
Les échantillons utilisés dans le cadre de cettgedsont de diverse nature :
-Les échantillons de jus : Ramy orange, et ertriehivitamines, Candia et Candia lactée,
N'gaous ;
-Les échantillons du lait : lait de vache, lait @@ et le lait de sachet ;
-Les échantillons d’huiles : huile d’olive et hude tournesol.
2.1.1.2. Appareillage
-Unité d’électrophorése comprenant : la cuve diébghorese, générateur de courant, plague
en verre, un espaceur, peigne ;
-Unité de chromatographie liquide a basse pressammprenant: une colonne
chromatographique contenant le gel (de longueur@ecm), un détecteur, une pompe
péristaltique, un collecteur et un enregistreupbigue ;
-Une balance de précision a 0,001(SARTORIUS) mgbaance électronique (Denver
Instrument) ;
-Spectrophotometre UV Visible (SCHIMADZU, Japon) ;
-pH metre (Hanna-instruments) ;
-Lyophilisateur a plateau (BETA, Allemagne) ;
-Centrifugeuse, max 28000 * g (SIGMA) ;
-Bain marie (Memmert, Allemagne);
-Agitateurs de tubes ;
-Agitateur doux a plateaux ;
-Pompe sous vide pour le dégazage ;
-Vortex ;
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-Sécheur de la verrerie ;
-Etuve ;
-Réfrigérateur.

2.1.1.3. Autres matériel

Barrots magnétiques, étiquettes, filtres, la bamegnétique, la coupelle, les emboues,
les gants, papier absorbant, piécette, membrartBatiese, spatule, poire, portoirs, pipette,
micropipette, bavettes, plaques, film de couvertpapier aluminium.....

2.1.1.4. Produit chimiques et réactif
-Dosage des protéines : Les solutions tampons MaChlbumine sérique bovine (BSA),
réactif de Bradford ;
-Dosage de la vitamine C: 2,6dichlorophenol indapiH(DCPIP), bicarbonate de
sodium(NACQ), acide ascorbique et acide acétique glaciale ;
-Détermination des indices d’iode et d’acidité déumatiére grasse : éthanol, potasse KOH,
phénolphtaléine, thiosulfate de sodium{8i®s) et lugol ;
-Dosage des glucides : le 3,5 dinitrosalyciliqué&@®) ;
-Chromatographie de permeation tampon Tris- HC 00 ph 8,4 et gel de sephacryl S200.
-Electrophorese en conditions native et dissociagtd d’acrylamide et de bisacrylamide, le
tétra-mérhyl éthylene diamine (TEMED), solution gersulfate d’ammonium, bleu de
bromophenol, SDS, glycine et TCA ;
-Hydrolyse enzymatique des caséines lyophiliséesaitide vache : tampon Tris- HCI 0,8 M,
pH 8,0 et enzyme la trypsine.
2.1.1.5. Verrerie

Béchers, burette, entonnoir, erlenmeyer, fiofgpevettes, seringue, fiole jaugée, pipette,
tubes a essais....

2.1.2. Méthodes
2.1.2.1. Méthodes physicochimique
2.1.2.1.1. Mesure de pH

La valeur du pH est mesuré a l'aide d'un pH mépes immersion de son électrode
dans I'’échantillon a analyser.

2.1.2.1.2. Dosage de la vitamine C
Principe

Les méthodes de dosage de la vitamine C sont émdéeg et utilisent principalement
ses propriétés réductrices. Le choix de la métlumieldépend surtout de sa concentration et
de la complexité du milieu dans lequel on la d&3RAVILOVICet al., 1996).

La méthode la plus utilisé est celle du titrageunwétrique de la Vit C par le 2,6
dichlophénol indophénol qui a pour particularitéxlydation de la vitamine C en milieu acide
(figure 17). Si la vitamine C, qui est un bon agettucteur est présent, le colorant bleu qui
vire au rose dans des conditions acides, est réuiun composé incolore de l'acide
ascorbique. Cette réaction est une réaction d'exgdoction: la vitamine C est oxydée en
acide dehydroascorbique et DCPIP est réduit au osénmcolore DCPIPH

DCPIP (bleu) + H — DCPIPH (rose)
DCPIPH (rose) + vitamine & DCPIPH, (incolore)
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Dans ce titrage, lorsque tout l'acide ascorbigues da solution a été utilisé, il n'y aura
pas d'électrons disponibles pour réduire la DCP#&PHia solution reste rose en raison de la
DCPIPH. Le point final est une couleur rose qusste pendant 10 secondes ou plus, s'iln'y a
pas assez d'acide ascorbique pour réduire I'ensateblDCPIPH.

Le protocole expérimental suivi est décrit en Arsmé4. La solution de 2-6-DPIP est
étalonnée par I'emploi d’une solution d’acide abtque de concentration connue. La réaction
d’oxydation de la Vit C s’écrit :

CH,OH CH,OH

CHOH_.O CHOH O

HO OH 0 0
acide ascorbique acide déhydroascorbique

Figure 17 :Réaction de I'oxydation de la vitamine C (Guillayrde04).

2.1.2.1.3. Détermination des indices d’iode et d’alité d’'une matiere grasse

2.1.2.1.3.1. Indice d'acidité d’'une matiére grasse

L'indice d'acide d'une matiere grasse est le nomdereng d'hydroxyde de potassium
(KOH) nécessaire pour neutraliser les acides gpassl (AGL) contenus dans | g de matiere
grasse. Il mesure la quantité d'AGL présents darotps gras (KANDJI, 2001).

Il s'agit d'une dissolution de la matiere grassesdie I'éthanol chaud neutralisé, puis
titrage des AGL présents au moyen d'une solutioréetide KOH en présence de
phénolphtaléine comme indicateur (KANDJI, 2001).pretocole expérimental est mentionné
en annexe 02. L'équation de la réaction est |laastiv

R-COOH+KOH —> R-COOK+8
Acide gras + potasse Sel + Eau
2.1.2.1.3.2. Indice d’iode d’'une matiere grasse

L'indice d'iode est le nombre de grammes d'iodespar 100 g de matiere grasse dans
des conditions normalisées.

Une molécule diode se fixe sur une double liaisotiindice d'iode est donc
caractéristique de l'instauration d'un AG (KAND2001)

Cet indice nous renseigne sur le nombre de dolibisens des chaines hydrocarbonées
des substances qui composent un corps gras, aasdityyes, lipides dont les triglycérides et
celles de linsaponifiable. L’indice d’iode et leegié d’instauration varient dans le méme
sens. Le protocole expérimental est resumé en arfex

L'iode se fixe sur les doubles liaisons des adiglas selon I'équation suivante:
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R-CH=CH-R'+f} —— > R-CHI-CHIR".

L'excés d’iode non fixé est titré par la solutiodductrice de thiosulfate de sodium

(N&SG;s, 0.1N) selon la réaction suivante :
2- 2-
I, + 2503 %ﬁ 21+ $04
2.1.2.1.4. Dosage des sucres réducteurs
Principe

On utilise les propriétés réductrices du glucosechaud et en milieu alcalin, il y a
réduction de l'acide 3,5-dinitrosalyciligue ou DNS&ussi appelé acide 2-hydroxy-3,5-
dinitrobenzoique) qui joue le role d'oxydant, leagise étant le réducteur. Le DNS jaune est
réduit en acide 3-amino-5-nitrosalycilique (figu@lqui est rouge-orangé, dosable par
colorimétrie a 530 nm. Les densités optiques (DBtemues permettent de déterminer les
concentrations des échantillons analysés en seanéf@ une courbe d'étalonnage DO=
f([Glucose]) (figure 19). Les conditions opératoires sont désren annexe 03.

CH O OH
Q

B H.M
D‘_N o4 JL 5

+3IR" "H+H0 —s

NO, NO,

0

OH
+3 R

0

A

CH

Acide 3,5dinitrosalycilique I'aci@eamino-5-nitrosalicylique

Figure 18 Réaction chimique du DNS sur lessucres réducteurs
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Figure 19: Courbe étalon du dosage des sucres réducteuls pathode au DNS,

réaliséeavec du glucose comme standard.
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2.1.2.1.5. Dosage des protéines par la méthode deADFORD

BRADFORDet al (1976) ont développé une méthode basée sur I'adsogu coloran
bleu de Coomassie G250 (figu20). Sous sa forme cationique libre, réactif absorbe la
lumiere a une longueur d’'onde de 470nm. Lorsqusil mis en contact avec une solut
protéique a doseil, s'adsorbe sur les protéines et cette complexaitiovoque un transfert
son pic d'adsorption qui passe du 470 nm au 595Qette adsorption se fait principalema
par des liaisons ioniques avec les chaines lagrales acides aminés basiques (argit
histidine, et lysine) et des interactions hydrop®h(acides aminés hydrophobes)
technique de BRADFORD est rapide et sensible (concentration de I'ordre de 2 pg/l).
conditions opératoires sont décrites en anne>

L’absorbance du rayonnement visible a 595nm estiréegar uispectrophotomet, et
permet de doser indirectement la teneur en protdenda solution l'aide d'une courbe
d’étalonnage en BSfigure 20).

O o
Coomassie $”
Brilliant Blue O
G-250 U \
CcH: N7
B
I
CH;, | CH;
CH; _O ~ [ . O, .0
' [ ] [ 7] W ) S ONa
J| NH - Z T \\ .;!
CH, -

Figure 20: Sructure du bleu de cooma (ANDREW et al., 2014).

Mode opératoire :

-préparer la gamme étalon a partir d’'une solutiomende BSA (0.1 mg/ml) (voir
annexe 04) ;

-préparer desdilutions pour les différents échantillc ; lait de vache, lait Candia et I
de sachet ;

-pour les protéines toes on travaille avec des dilutions de*1 pour les protéine
sériques la dilution est de 10

-prendre 2 ml de chaque dilution, ajer 1 ml du réactif de BRADFOF ;

-laisser 5 minutes a température ambi ;

-lire 'absorbance a 595 r ;
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-construire la courbe étalon : DO =f ([BSA]) (figu21) ;
-déterminer & partir de cette courbe les teneu@eines des échantillons.

0,7 -
y =3,157x

2 _
0,6 R*=0,977

0,5

595 nm)

0,4

0,3

DO (.

0,2

0,1

. [BSA] (mg/ml)
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

0

Figure 21 : Courbe étalon du dosage des protéines par la neettw8RADFORDetal
(1976), réalisée avec la BSA comme protéines daente.

2.1.2.2. Méthodes de purification et d’identificatbn

2.1.2.2.1. La dialyse des protéines sériques et deséines du lait de vache
Principe

La dialyse est basée sur la diffusion des petitelecules (sels, glucides, minéraux ou
autres) a travers une membrane semi-perméabl@apsedent une limite d’exclusion de
'ordre de 30 000 Da. Deux mécanismes entrent erd@s ce processus. Tout d'abord, les
molécules diffusables vont traverser la membratande gradient de concentration. Il y aura
donc un déplacement net des molécules du cétéuke qincentré vers le coté le moins
concentré. Chaque molécule en solution subit iddieilement ce processus. L’autre
mécanisme implique les charges électriques descuiele En effet, le gradient électrique
joue aussi un role. Ce gradient électrique résidtbéensemble des molécules chargées de part
et d'autre de la membrane. Ce dernier facteuregsnciant négligeable dans la dialyse et, en
pratique, on ne tient compte que du gradient deemmation (GAUTHIER, 2007).

Les boudins des protéines sériques et des casgimésmmergées dans un récipient
remplit d’eau distillée et sous agitation. L'eaudialyse est changée toute les 24 h.

2.1.2.2.2. La lyophilisation
Principe

La lyophilisation consiste a la sublimation deveolt agueux pour ne récupérer que les
molécules résiduelles non volatiles, dont les pmet® La sublimation est une approche
particulierement utile puisqu'elle se fait a deseastempératures ou les protéines en solution
sont stables (GAUTHIER, 2007).
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La sublimation est le passage direct de I'étatdsddi I'état gazeux, elle se fait a 1
bassepression atmosphérique puis soumise a une filde tampérature comprise en-30
et -50°C. L'eau se sublimera tandis que les autres miei€aqwon volatiles de la solutic
resteront sous forme solide. Cs-ci pourront étre entreposées sous fornm poudre pour de
longues périodes ou resolubilisées. Cette sublimatera d'autant plus rapide que la sur
de contact de la solution avec l'air sera gre

2.1.2.2.3 Chromatographie de permation sur gel de SEPHACRYL S20
Principe

Cette techniqu@ermet la séparation des molécules en fonctioredletaille et de leL
forme. On utilise pour cela des granules de gekypsar Les grosses molécules (don
diameétre est supérieur a celui des pores) sontiexat sont donc éluées les premiéeres
niveau du volume mort (Vm ou V0). Les petites et moygsnmolécules sont éluées p
tardivement, car incluses dans le gel, leur migragst freinée, les solutés sont donc é
dans I'ordre inverse des masses moléculi(figure 22) (GILLET, 2010).

Les conditions de la solution d'une protéine de puatfan sont essentielles dans
maintien de la stabilité et de la fonction des @irads. Les protéines doivent étre conser
dans un environnement bien tamponné pour éviterclhesigements brusques dH qui
pourraient affecter de maniere irréversible leyliemnent, leur solubilité, et leur fonctio
(RITCHIE, 2013).
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Figure 22: Elution des protéines aavers le gel de Séphacryl Sz

Les protéines sériques seront fractionnées selomtasse molwlaire en utilisant un
phase stationnaire constituée de Séphacryl , réticulé pour former une matrice solide
stable d’ou son adaptation a I'échelle industr(GILLET, 2010).

La séparation est effectuée sur une colonne dendioe: 30 x 1cm.La phase
stationnaire utisée est le Séphacryl S200 (fallyledextrane et -N ’'-méthylene
bisacrylamide) qui est un gel mixte composé d’acrylamide et dagent de ponta : le N-
N’-meéthyléenebisacrylamide. Ce gel présente un tauxétleulation élevéet une grande
résistance aux contraintes mécaniques. Le setfractionnement d&éphacryl S200 est «
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5000 a 250 00@a. La phase mobile utilisée est une solution tampmmposée de T-HCI
0,02 M, pH 8,4.

Les protéines sériques lyophilisées du de vache (100 mg) sostlubilisées dans 5 r
de tampon de chromatographie -HCI (0,02 M, pH 8,4) L’élution des protéines se fait [
passage du tampon dans la colonne avec un délstacdn de 28ml/h. L’'absorbance
I'éluant est contrlée a 280 r

Figure 23 Unité de chromatographie basse pression (LABAB UMM

2.1.2.2.4 Hydrolyse enzymatique des protéine lyophilisées du lait de vach: les
caséines et les protéineseriques par la trypsine
Principe

La trypsine (EG.4.21.) est une enzyme du sugancréatigqu avec un poids
moléculaire de 26 727 0@ ; qui a pour role I'hydrolyser les protéines.

La trypsire appartient a la famille dprotéases a sérirfeerine 1). Elle est caractérise
par la présence d’un site actif qui est une tricatalytique compo: d’'unesérine (Ser-195),
une histidine (Hi57) et uneaspartate (Asp-102) (LEGAULT, 20D5Elle est active a ¢
température optimale entre -40° Cetaun pH de 7,6 a 7,8, permettant &imgirolyse
de la liaison peptidique du céte-terminal de l'arginine et de la lysine.

Méthode
-dissoudreD.8g de protéines lyophilisées dans 100 ml tanfpa—HCI;
-chauffage a 100 °C pendant 5min puis refroidir dembain d’eau froic ;
-ajouter 200u! d’'une solution de glycérol 50% etlques grains de bleu de bromophe;
-Préparer 5 tubes secs pdes deux échantillons (les caséines et les presésérique
lyophilisées), on met 400u! du tampon d’échantilBidS, 1ml du tampon T-HCI, pH 8,0 ;
-Préparation du milieu réaction : 0,04g de caséines lyophilisées et 0,04g de mpred
sériques lyphilisées du lait de vache a part, dissous cheadans 1ml du tampon T-HCI,

33
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bien homogénéiser et avant de mettre 'enzyme éleye 200ul de ce milieu mis dans le
premier tubes a t= 0’ qui est le témoin ;

-on ajoute 0,4 ml de la trypsine, incuber dans de)bmarie a température optimale pour
I'activation d’enzyme a 40°C ;

-prélever 200 ul de chaque tubes des échantillodssatemps de 0, 15’, 30’, 45, 60’ et
120’;

-chauffage des tubes a 100 °C pendant 5 min adirréter la réaction ;

-pour contrdler le produit de I'hydrolyse, on etige une électrophorese PAGE-SDS pour les
hydrolysats obtenus (figure 24).

Protéines lyophilisées Trypsine & 1mg/ml dans la solution HCI*R

PS et CN(0,8% dans le tampon Tris pH 8,0)

|

Hydrolyse : E/S : 1%, T : 40°C

Incubation : 2H

|

Prélevemen : 600ul d’hydrolysats additionné de 400ul du
tampon d’échantillon.

Temps de prélevement 0’ ; 15" ; 30’ ; 45’ ; 60’ ; 120'.
Arrét de la réaction : chauffage a 100°c/5min

PAGE-SDS

Figure 24: Etapes suivies pour I'hydrolyse trypsique dedénes du lait de vache.
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2.1.2.3 Méthodes électrophorétique : Electrophorese sur gel de polyacrylamid
Le lait est I'aliment dont les connaissances ssipletéines sont les plus avancées
particulier, les séquences des acides aminés g@esdpales protéines majeures du lait

vache ont été élucidées. Les protéines du lait pgpgisédent un cariere amphotéres se

divisent en 2 grandes catégories, d'une part Is€iroes précipitables a pH 4,6 forman
trame protéique du fromage et d'autre part, legepres sériques solubles que l'on retrc
dans le lactosérum (COLLIM al., 1991).

L’électrophorése en gel de polyacrylamide (PAGH) e techniquequi consiste a

faire migrer des protéines dans un gel, sous lierite d’un champ électrique, permet
ainsi leur séparatiofGARFIN, 2003.

Le gel de polyacrylamide correspond a un inge a des proportions convenables
lacrylamide (CH2=CH-CONH2) et son monomere le N, N'méthyléne bisacrylan
(CH2=CH-CO-NH-CH2-NHEC-NH=CH2) en utilisant des catalyseurs comme leytie
d’ammonium(NH4)S,05 etle TEMED (ISSELNANE, 2014).

La stricture du gel est définit par les indices T et CpSeosité est ajustée en fais
varier les concentrations relatives de a et baileteffective d'un gel est d’autant plus pe
gue sa concentration en acrylamide est élevéeseandices T et C nt calculés comme st

T(%) = (atb/v). 100 ¢f Acrylamide (g)
C(%) = (b/a+b).100 {
b : méthylene bisacrylami
cu2=?n \ cu2=(|:H CH;—('JH—Cﬂg—(l:H—CHZ—(ltH—
(=0 =0 persuate f=0 =0 =0
N NH - N NH NH
" | TEMED " !
Acrylamide EH ot
r;m sz '|lH l;le
CH, =CH CH;—CH—CH;—&H—CHQ—CH—
BIS Polyacrylamide

Figure 25 : Mécanisme de polymérisation du gel de polyacryla.
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L’échantillon est déposé a raison de 10 a 20 mkdzhaque puits, a l'aide d'ul
seringue, aprés avoir monté l'unité électrophotétsy et remplir les cuves supérieur
inferieur de tampon d’électrode. L'unité est miseis tension et voltage conste : 20mA,

250V, a la fin de la migration, le gel délectropbse été wélé par le bleu d
coomassi@éSSELNANE, 201.).

Pointe pour dépét d’échantillon

Cuve
bupérieure /

oo Puits du gel

O @) direction de

I'€lectrophorése
Cuve »
inférieure 1

Figure 26: Dépo6t des échantillons en électrophorese.

Plaques

Y
N

Pinces

2.1.2.3.1.Electrophorése en conditions nordissocianteset non dénaturantes (PAGE
native)

Principe

L’électrophorése est une technique puissante d@e facutiliser, et particuliereme
résolutive pour les protéines sériques du

En se basant sur la méthode de HILLER (1976), nawsns utilisé un gel d
polyacrylamide a T=12% et C= 2,7%. Le tampon deegekomposé de (Tris 0,75M, pH 8,
Le tampon d'électrode est constitué de (Tris, £; glycine, 77mN; pH 8,3). Les
échantillons protéiques (protéines sériques) saBpgrésa 2mg/ml dans une soluti

contenant le tampon de gel (1/10 V/V), de l'eauiltte (7/10 V/V) et du glycérol 10¥
(VIV).

Figure 27:Unité d’électrophorese, : générateur de courant ;: Buve de migratic
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2.1.2.3.2. Electrophorése en conditions dissociastet dénaturantes, en présence de
SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)
Principe

Ce type de séparation est basée sur un systemaskijpb, comprenant deux types de
gel : un gel de concentration (T=4,8% et C=2,7%)ampon Tris-HCI, pH 6,8 faiblement
réticulé qui n'exerce aucun effet de tamisage moéde et tend plutbét a concentrer les
échantillons et un gel de séparation (T=17% et @42, en tampon Tris-HCI| pH 8,8, a
travers lequel les protéines migrent selon leurdsgpmoléculaire (ANDREW al., 2014)

La PAGE SDS est une technique qui permet la separan conditions dénaturantes en
raison de I'ajout de I'SDS. Le SDS [(GHICH,)1:-SO3 Na'] est un détergent fort possédant
une longue queue hydrocarbonée hydrophobe et uién@té chargée négativement. |l
interagit avec les protéines par sa portion hyditommae en liant leurs régions hydrophobes.
En se liant & la protéine, le SDS empéche soneraplit et donc sa structure native est
dénaturée(ANDREV¢ al., 2014).

En présence de SDS, associer avec le 2-mercaptoétf@ME) qui est un agent
réducteur assurant la rupture des ponts disulfutes protéines auront toutes une charge
apparente négative, elles migreront donc toutes Namode. Cela signifie que seul le poids
moléculaire des protéines sera le facteur de E&paration. Les protéines ayant un petit poids
moléculaire, seront moins retenues dans les pargeldde polyacrylamide et migreront donc
plus loin que les grosses (ANDRE&Val., 2014)

2.1.2.4. Révélation des bandes de migration éleghtworétiques
A la fin de la migration, le gel est démoulé poulbis les opérations successives suivantes :

Fixation : réalisée par immersion du gel dans uoletisn d’acide trichloracétique
(TCA) 12% (p/v) pendant 45min ;

Coloration : le gel est immergé pendant 1h daressgiution de coloration contenant
du bleu de commassie 0.5 % (P/V) dissous dans aluian constituée du mélange (eau
distillée, méthanol et TCA 2% (P/V)) ;

Décoloration : réalisée par immersion du gel danwélange (eau distillée, méthanol et
de l'acide acétique).
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Polymérisation
Bicon despacement du gel
laquesen
Préparation
= Plagues de werre du gel
aash 3
A R Apparition des

bandesprotéique

~—=IJ

Retrait du peigne et
>z | gpparition des puits
des échantillons

—

Décoloration : (eau, méthano
acide acétique; 312.5 ; 15037.5
viviv) 1 a 2 jours

'AW"“ ® Introductiondes

i : échantillons
Coloration : solution de bleu de
Commassie R250 pendant 1 |

Fixation (TCA), 12% (P/V) | .
pendant 45 m|n 0¥ chargés dans les puits

Réservoir
de tampon

Baton

Mise sous
tension

Réservoir
de tampon

Figure 28 : Principales étapes d’électrophorése sur gel deapoflamide pour |

séparation des protéines.
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2.2.1 Qualité physicochimique
2.2.1.1. Mesure de pH

La mesure du pH dans les jus est trés importaateglte détermine la conservabilité et
les caractéristiques organoleptiques des prodietpH mesuré pour le jus Candia lacté est de
4.18 cette valeur est plus élevé par rapport aCarglia orange avec un pH de 3. Le pH de ce
dernier est plus faible par rapport aux autrescpummercialisées, avec des pH respectifsde
3,16 ; 3,29 ; 3,36 pour le jus Ramy orange, Rannigleib en vitamine et Ngaous (tableau 1V).

2.2.1.2. Teneur en vitamine C dans un jus de fruit

La vitamine C, de formule brutegBsOs, est le nom communément donné a l'acide
ascorbique. Sa masse molaire est M=176 g/mol.&sgnce de vitamine C dans les aliments
est indiquée par le code E 300.

La vitamine C est facilement oxydée par de nombrexydants, en particulier le
dioxygene de l'air. C’est pourquoi la vitamine Ct @ antioxygene : réagissant avec le
dioxygene, elle empéche celui-ci d’'oxyder les cibunshts des aliments et protége ainsi les
corps gras contre le rancissement, limite I'oxyalaties ions nitrite en ions nitrate.

Le dosage de la vitamine C est effectué par titrieél’acide ascorbique s’oxyde avec
le DCPIP qui est étalonné a l'aide d’'une soluticacidie ascorbique pure de concentration
connue (C1=0.4g/l). Le tableau IV résume les tétibbtenus.

Tableau IV : LespH et les teneurs en vitamine C (g/l) dans wiffés jus de
fruits commercialisés.

Types d’échantillons
Paramétre Jus candia Jus ramy Jus ramy Jus Ngaous| Jus
Mesuré lacté orange enrichit en candia
vitamine orange
pH mesuré 4.18 3.16 3.29 3.36 3
Teneur en vitamine C0.34 0.32 0.28 0.24 0.38
(9/1)

D’apreés les résultats obtenus on remarque quanéateen vitamine C est variable dans
les jus commercialisés. Le jus Candia orange ptésame teneur en vitamine C de 0,38 gll,
cette valeur est élevée par rapport a celle d€Cargdia lacté qui est de 0.34 g/l. Cela signifie
gue cette vitamine est mieux conservé en miliedea@bH bas) ces résultats rejoignent ceux
obtenus par TREMOLIRE& al (1984), qui ont établis que plus un aliment esddemlus la
vitamine C est préservée de I'oxydation et miele €l conserve, ou bien cela pourrait étre
di aussi a la présence de conservateurs dans rerdgui a permis de protéger et ralentir
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'oxydation de la vitamine C ; mais cette derniest tres sensible a la chaleur et son taux
dans le jus peut diminuer d’'une fagon trés impdet@pres pasteurisation.

La composition intrinseque des jus commercialisépks complexe par rapport a celle
des jus frais. Les jus Ramy orange, Ramy enrichitimine et Ngaous sont moins riches en
vitamine C avec des teneurs de 0,32 ; 0,28 et §/Rdespectivement. La variation de la
guantité en vitamine C pourrait étre liéea plusdypes d’adjonction de cette derniére, soit
par la restauration (compensation), I'enrichissen(B00 et ces dérivés) et la préservation.

La teneur en acide ascorbique peut étre influepegeplusieurs facteurs tels que la
variété du fruit, le stade de maturation, les coons de culture, le temps, la température de
stockage et la méthode d’extraction.

La perte en vitamine C est liée a la perméaliléd’emballage vis-a-vis de I'oxygeéne
et de la lumiére. Donc la nature de I'emballagetest importante pour les jus de fruit. A
température ambiante, la pénétration de 1 mg demggorrespond a la perte de 11 mg de la
Vit C d'un jus. BOURGEOIS (2003) a noté qu’une tpeen cette vitamine dans un jus
d’orange maintenu a 20°C et conditionné dans dgpgst d’emballages en verre avec une
perte de 21 % et 31 % pour le jus emballer aveckBpack. KLIMCZAK etal (2007) ont
indiqué que 'augmentation de la température pat@ause une diminution importante de
la vitamine C, ils ont aussi constaté une diminuiile 21 % (18°C), 31 % (28°C) et 81 %
(38°C) de I'acide ascorbique dans un jus d’oramyésastockage a une durée de six mois.

Les méthodes titrimétriques sont basées sur legriptés réductrices de l'acide L-
ascorbique. Le réactif de titrage le plus utilist ke dichloro-2,6 phénol indophénol. Ce
réactif est un oxydant idéal en raison de sa geicpour I'acide ascorbigque qui s’oxyde
facilement en sa présence. D’autre réactifs onfpéposé, mais ils ne présentent pas une
meilleur spécificité que le DCPIP, il s'agit paremple de l'iode et le dihaloiodate de
potassium (SKURDIN, 1980).

2.2.1.3. Détermination des indices d’iode et d’ac&dd’'une matiere grasse
2.2.1.3.1. Indice d’acidité

L’indice d’acidité est un indicateur qui permet bduer la durée de conservation d’'une
huile et son altération, consécutive a de mauvaitements ou a une mauvaise conservation
(WOLFF, 1991).

Dans notre étude, I'huile d'olive a un indice d@eiplus éleveé qui est de I'ordre de 1,44
mg de KOH/ 1g d’huile par rapport a I'huile de toesol qui a un indice de 0,7mg de KOH/
1g d’huile. Ce résultat indique leur teneur difftieeen acide gras libres (tableau V).

Selon KANDJI (2001), une huile de bonne qualitét gwésenter une acidité nulle ou
faible, on ne saurait tolérer que celle-ci dépakséo en acide oléique, correspondant a un
indice d'acide d'environ 4 mg d'hydroxyde de patzasgg.

L’huile d’olive est une huile qui est riche en axigras mono insaturés avec 81 %
d’acide oléique tandis que I'huile de tournesolnacontenu particuliéerement élevé en acide
gras polyinsaturés (soit plus de 65 % de ses kpidgaux), dont prés de la totalité est sous
forme d’acide linoléique(CHARLES et DEN, 1997).

L’analyse des résultats indique que I'huile de nesol et d’olive possédent des indice
d’acidité faible ce qui les fait des huiles consceiies et de bonne qualité rejoignant ce qui
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est indiqué par KANDJI en 2001. Cependant, unelewgg matiére grasse est celle qui est
moins acide et qui contient moins d’acides gragréat

2.2.1.3.2. L’indice d’iode

L'indice diode permet de renseigner sur le degiiésdturation globale des huiles.
L’huile d’'olive et de tournesol ont réveélés desioed d’iode tres faible, de 4,57 et 4,06
respectivement (tableau V) ces derniers ne sont@apatibles avec les normes fixé par le
codex alimentarius (2013) et qui doivent étre cosgpentre 75 — 94 d’l/100g pour I'huile
d’olive et de 118- 141 d’l/100g pour I'huile de toesol. Les résultats obtenus dans notre
étude pourraient étre expliquépar I'hydrolyse digbycérides.

L’indice d’'iode de ces huiles diminue au cours @ednservation. Cette diminution est
probablement due a une oxydation (CRAPISd&Eal., 1999) ou a une décomposition
progressive des acides gras insaturés. Ou biedrbiggnation des acides gras insaturés par la
fixation des molécules d’hydrogenes sur les douldésons.

Tableau V: Indice d'iode et d’acidité de 'huile d'olive e tournesol.

Types
d’échantillons Huile d’olive Huile de tournesol
parametres
mesuré
L’indice d’acidité 1.44 0.71

mg de KOH/g de matiére grasse

L’indice d’iode 4.57 4.06
g d’'iode /100g de matiére grasse

2.2.1.4. Teneur en glucides dans un jus de fruit rtiéode utilisant le DNS

La teneur en sucres réducteurs est présentée practese et le glucose. Au regard de
'histogramme (figure 33), nous constatons que tBHérents jus représentent des
concentrations variables en sucres réducteursjusellgaous et Candia lacté ont révélé les
concentrations les plus élevées qui sont de 2@, 9,8 respectivement. Par contre le jus
Ramy a réveélé la concentration la plus faible gide 12,67 g/l.

La qualité d’'un jus de fruit dépend en premier ligula qualité de la matiére premiére,
car certaines variétés sont aptes a données dgubodonc la maturité doit étre suffisante
(CHEFTEL, 1982). En effet lors de la maturité desit$ le taux de sucres augmente
(MOUFIDA et MARZOUK, 2003).

Les résultats obtenus ne répandent pas aux norfE©OR (1986) indiquées pour la
concentration des jus en sucres réducteurs, elieertt étre comprises dans lintervalle 40-
100 g/l.
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[glucide] (g/1)
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15 -+
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candia lacté ramy orange ramy enrichit Ngaous candia
en vitamine orange

2.2.1.5. Teneur en protéines

Les protéines du lactosérum constituent la fractionulsiel des protéines du la
Ellesreprésentent 15 a 28% des protéines du lavadbe et 17% des matieres azo
(DEBRY, 2001).

THAPON(2005éfinit les protéines du lactosérum con desprotéines d'exceente
valeur nutritionnelle, riches en acides aminés rgsufen lysine et tryptophane. Elles ont
remarquables propriétés fonctionnelles mais sargiBkes a la dénaturation thermiq

La concentration en protéines sériques du laitatdhe obtenue dasnotre étuc est de
4g/l (tableau VI) cette concentraticest proche a cellgouvés par ROLLERet al (1956) qui
varie entre 5,5 6,5 g/l, soit la méme valeur obtenu par BELH (2010) qui est de 5.5 ¢
En ce qui concernent le lait Candia et lait de sadbs deux échantillons ont réveélé
concentrations faibles par rapport au lait de vaphiesont de 3,4 et 3,2 respectivement, -
peut étre expliqué par les pertes en protéinesli®laboratio.

La valeur obtenue concernant les protéines totalaitide vache est de I'ordre de 3t
cette concentration estlativement la mém obtenue par BELHADI (2010) et par ALIAet
al (2008) qui est de 34 g/l. Selon REMElet al (1985) la quantité en piéines trouvé est de
32 gl/l.La teneur en protéine dans le lait dépend seldPOUGHEON etGOURSAUD
(2001du génotype de la femelle laitiere (race, espéde)l'age, la saison, le stade
lactation et I'alimentation.

Comparativement au lait de vache, les laits comialesés, Candia et lait de sachet
révélés des concentrations relativement faiblegiesont de29 et 279/l respectivement, ce
peut étre explique par une dénaturation des pregdors de traitennt thermique au cours (

processus de production.
42
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Tableau VI : Concentration en protéines totales et protéinégues des échantillons dosés
par la méthode de BRADFOR#al.

Echantillons Lait de vache | Lait Candia Lait de
sachet
types de protéines

Protéines totales (g/l) 35 29 27

Protéines sériques (g/l) 4 3.4 3.2

2.2.2. Méthodes chromatographiques
2.2.2.1. Purification des protéines par chromatognahie de perméation sur gel de

Séphacryl S200

Les méthodes chromatographiques sont tres indiquéasl'isolement et purification
des protéines. Au cours de notre étude, nous asse/é de fractionner les protéines sériques
du lait de vache, en utilisant la chromatographeepdrméation sur Séphacryl S200. Aprés
séparation, les protéines ont été éluées commeauédians le chromatogramme (figure 31)
caractérisé par I'apparition de trois piques d'apson, d’intensité et de volume différent,
notés F1, F2 et F3. Ces dernieres ont été congrplgeune PAGE native.

Le débit utilisé est de 28ml/h. I'élution du blde dextran a donné un volume mort
V0= 7ml.

0,35
0,3
0,25

0,2

F2
F1
F3
0,15
0,1
0,05
0

1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55

DO (nm)

volume d'élution (ml)
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2.2.3. Méthodes électrophoretiques

2.2.3.1. Isolement et caractérisation électrophonéfues des protéines sériques du
lait de vache en PAGE-native

L’électrophorese en PAGE-native permet de gameptotéines dans leur état natif, ce
qui fait de la PAGE-native une technique résolutdtebien adaptée a la séparation des
protéines sériques du lait bovin (MATI, 1992). lreslécules sont séparées selon leurs poids
moléculaire ainsi que leur charge (WITT#Gal., 2007) et apparaissent sous forme de bande
de migration variant par leur position et leur irgige.

Le profil électrophorétiques mentionner dans laifeg(33), a révelé la migration de
différentes fractions récupérées par la chromafdgeade perméation sur gel de Séphacryl
S200.

Les protéines sériques du lait de vache dans awditmms, migrent en quatre bandes
correspondant dans l'ordre croissant de leur mébiliélectrophorétiques aux
immunoglobulines (Ig = 250 000Da), le sérum albwriovine (BSA = 64 000Da), I'alpha-
lactalbumine ¢-La = 18 000Da) et a la fin de migration la bétetdglobuline g-Lg = 16
000Da).

Les Ig sont ceux qui se déplacent le moins sueldrgobilité tres faible), vue leur PM
tres élevé qui ne leur permet pas de migrer plug kaors que lah-Lg a le niveau de
migration le plus loin. Elle représente la prindgprotéine du lactosérum du lait (bovin, ovin
et caprin) avec un taux de 55 % des protéinesisgsidu lait de vache (DEBRY, 2001). Alors
gue I' o-lactalbumine est la protéine du lactosérum dude# camélidés (CANTISAN al.,
1990), des rongeures(VILOTTE, 1992) et du lait’Herhme (BRIGNONet al., 1990)

La fraction F1 récupérée a révélé quatre bandepral@ines représentant ainsi les
protéines majeures du lait. Par contre la F2 mv&légéque la migration de trois bandes tres
fines et beaucoup moins intenses : les Ig, la BSALgy, pour ce qui concerne la fraction F3
récupéré lors de I'élution, le profil électrophagéies n'a donné aucune bande cela pourrait
étre d0 a la faible concentration en protéinesien bn a récupéré les impuretés.
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F1 F2 F3

Figure 32 : Electrophorégramme des fractions récupéréemmdaromatographie de
perméation (PAGE-native) ; gela T =12 %, C =%,7

2.2.3.2. Isolement et caractérisation électrophoréues des caséines et protéines
sériques lyophilisées du lait de vache en PAGE-SDS

Nous avons suivi la cinétiqgue de la trypsine paecttbphorése en conditions
dénaturantes (PAGE-SDS). On a obtenu des hydrslgsdifférents temps d’incubation notés
en minutes comme suit : TO’, T'15, T'30, T'45, T'@ T'120.

En présence de 2-mercaptoéthanol comme agent eéluctest possible de séparer les
protéines sériques et les caséines par électrogghste gel de polyacrylamide. Cet agent agit
en dénaturant les protéines par destruction de d&uctures tridimensionnelle natives, on
rompant les liaisons hydrogénes et les ponts disedf ce qui permet de réduire les
interactions entre les différentes sous unités.

Durant I'hydrolyse, les enzymes clivent les lieepiidiques, libérant ainsi des peptides
dont la taille et les propriétés sont tres difféesnde celles de la protéine initiale (ROUFIK,
2005).

L’analyse du profil électrophorétique obtenu en FFAGDS pour les protéines sériques
a revéle I'existence de bandes sombres etinteasasiveau de I'échantillon témoin (TN)et a
T'0 correspondant ad-Lac, lap-Lg et la BSA.

On remarque que pour les échantillons a T 15 étl&D trois protéinesrésistent a
laction de I'enzyme. A partir de T 45'd’'incubatioda BSA est hydrolysée en deux
polypeptides qui apparaissent en deux bandes bmaré&es. La bande correspondantef& la
Lg devient plus fine ce qui traduit son hydrolyse.
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La a-La semble étre résistante a l'action de la trypsméme apres 120 minutes
d’incubation, puisque la bande correspondante istia méme intensité. Ceci pourrait étre
dda la structure globulaire compacte de la protinerend le site de coupure de la trypsine
inaccessible.

La B-Lg est plus sensible par rappostlaa, du fait de sa structure globulaire moins
compacte. Le site de coupure par la trypsine esedait plus accessible (LUN& al, 1991).

La bande correspondante a I'lg n’est pas apparugvaau des différents puits du fait
gu’on n'a pas donné le temps nécessaire pour dtegesse protéine puisse migrer.

L’analyse du profil électrophorétique obtenu en FASDS pour les caséines n'a pas
été révélé, cela pourrait étre di soit au gelsdtijiil y a eu des contaminations lors de son
coulage, ou bien lors de sa polymérisation ou encbta contamination des échantillons lors
de leur dép6t.

TN T0 T15 T30 T'45 T'60 T°120

BSA%.

- ——
—e—

-



Conclusion

Conclusion

L’évaluation des parameétres physicochimiques dedyits alimentaires constitue une
étape importante pour le contréle de la qualitéetederniers. Si la description des techniques
les plus divers laisse bien évidemment un choikételle permet néanmoins d’accroitre les
chances de mener a bien une évaluation de la @ualit

D’apreés les résultats obtenus, les parametres gdofsmiques des jus de fruits, varient
d’un jus a un autre selon la composition chimigas ffuits. L’analyse des résultats, montre
gue la teneur en vitamine C est plus abondante ldaréchantillons des jus Candia et Candia
lacté avec 0,38 et 0,34 g/l respectivement.

L’indice d’acidité de I'huile d’olive et de tournelsest tres faible ce qui se qui signifies
gue ce sont des huiles de bonne qualité. Par corederniéres se caractérisent par des
indice d’iode tres faible qui peut étre expliqué pae oxydation ou a une décomposition
progressive des acides gras insaturés

D’aprés I'ensemble des résultats obtenus, nous@uwueonclure que I'indice d’acide
des huiles est en fonction de plusieurs facteuls dqee la nature de I'huile, l'origine
géographique, le climat, la culture, la méthodexaetion et d’analyse, le raffinage et le
stockage.

Le glucose et le fructose sont les principaux siogducteurs présents dans les jus. Les
glucides sont importants car ils sont responsabikeda saveur du jus et influent sur sa
consistance et ses propriétés rhéologique. La f@dat plus élevée en sucre réducteurs
obtenu pour les différents jus est celle du jusdugaavec 20.13 gl/l.

Concernant la quantité en protéines déterminétapaéthode de BRADFORD (1976)
de différents échantillons analysés. Le lait deheagprésente une concentration élevée de 35
g/l en protéines totales et 4 g/l en protéinesjgés.

A c6té des dosages physicochimiques qui figuremimpdes méthodes les plus
répandues, d’autres méthodes prennent 'ampleanyra les méthodes chromatographiques
et électrophorétiques qui constituent d’autreségias pour la mise en ceuvre d’'un protocole
de contrdle.

Le fractionnement des protéines sériques du laivatdne par la chromatographie de
perméation sur gel de séphacryl S200, a révekwl€ment de 3 pics F1, F2 et F3. Puis un
contrdle électrophorétique a été réalisé en PAGEeae dernier & montre une migration des
protéines seériques dans I'ordre décroissant : BIA, a-La et B-Lg.

Le contrOle électrophorétique en PAGE-SDS des Hyslats des protéines sériques
obtenues suite a une hydrolyse enzymatique pawypasibe a révéler la dégradation de ces
derniéres dans le temps en peptides, ces protégsstent differemment a I'hydrolyse
enzymatique. Toute fois les essais en PAGE-SDS palentification des caséines
demeurent perfectibles et des optimisations comgéaires sont a réaliser pour avoir des
profils discriminant assez résolutifs, ce qui resite le recours a d’autres techniques plus
performantes et résolutives citant la chromatogeafiquide a haute performance (HPLC)
couplé a une spectrométrie de masse.

Les méthodes d’analyses classiques permettentfaerdaé composition d’'un produit
alimentaire pour élaborer une stratégie d’analyskeecontréle appropriée selon le produit en

présence.
47




Conclusion

Le contrdle de la qualité d’'un produit alimentaiiére la garantie de répondre a cing
criteres fondamentaux, il s’agit de la sécuritéf s critéres sanitaires et de salubrité, la

santé, soit I'aspect nutritionnel et de non togicita satisfaction, le service, enfin la
standardisation.
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Annexe 01 : Dosage de la vitamine C dans un jus feit
Protocol expérimental
Préparation des solutions

» Solution de 2,6 dichlorophénol(DCPIP) a 0.5¢g/I :
Dissoudre 0.5 g du 2,6 dichlorophénol indophéndl.2gyde bicarbonate de sodium (NACO3)
dans 300 ml d’eau distillée chaude ;
Refroidir et compléter a 1000ml avec de I'eau Hiési

» Solution d’acide ascorbique
Dissoudre 0.4g d’acide ascorbique pur dans 200 ealuddistillée. Ajuster le volume a un 1
litre.

Etalonnage de la solution d’acide ascorbique

Prendre 5ml de cette solution dans un bécher, ejduinl d’acide acétique glacial et doser
par le DCPIP jusqu’apparition d’'une couleur roske p@rsistante ;

Lire le volume sur la burette, soitV1 (ml).

Mode opératoire

Dans un bécher, introduire :

-2 ml de solution a doser ;

-ajouter 1 ml d’acide acétique glacial, mélanger ;

-titrer avec la solution du 2-6-DPIP jusqu’a I'apiian d’'une coloration rose pale persistante.
-lire le volume sur la burette (chute de la bupetoit V2 (ml).

Expression des résultats
La teneur en vitamine C en g/l, est donnée paeléion suivante :

Clvi=C2v2

Ou :C1 : concentration en acide ascorbique delldigo étalon.

C2 : concentration en vitamine C dans les différgun

V1 : chute de burette mesurée dans le cas deUuisoEtalon

V2 : chute de burette dans le cas du jus.
Annexe 02 : Détermination des indices d’iode et d&dité d’'une matiére grasse
1-l'indice d’acidité
Peser 2.5g de matiere grasse (huile d’olive eehiel tournesol) dans un erlenmeyer puis les
dissoudre dans 5ml d’éthanol ;

Titrer immmédiatement avec de la potasse alcool{QuEN) en présence de quelque gouttes de
phénolphtaléine jusqu’a I'apparition d’une colooatirose-péale persistante.

Expression des résultats la=V.N.56.1/m
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Soit V = Volume de Potasse en ml

Soit N = Normalité de la solution de Potasse

Soit m =masse de la prise d'essai de la matiessgen(g)
56.1 : masse molaire de KOH

2-L’indice d'iode :

Pour déterminer la quantité d’'iode fixée, on pracada préparation de deux tubes, un tube
témoin qui contient du lugol seul et un autre coatg un échantillon d’huile et du lugol.

La titration se fait par une solution de thiosudfalie sodium (Na2®s, 0.1N), et déterminer
les volumes de thiosulfate nécessaire pour leggtdes deux tubes.

-préparation du tube témoin : introduire dans un tube a essai 5 ml de lugol eigques
gouttes d’amidon(le mélange est bleu).Déterminevdieime V1 de thiosulfate de sodium
nécessaire pour neutraliser I'iode contenu dansgde témoin.

-préparation du tube échantillon :introduire dans un tube a essai 0,5 ml d’huilecaenl
d’hexane ou cyclohexane, mettre sous agitation gg&n@min,puis ajouter 5 ml du lugol puis
chauffer pendant 5min (bien homogénéiser le longchauffage).Aprés refroidissement,
ajouter quelques gouttes d’empois d’amidon (méldotge) puis verser le thiosulfate goutte a
goutte en agitant, jusqu’a décoloration. Détermlrerolume V2 nécessaire pour neutraliser
l'iode contenu dans I'échantillon.

Expression des résultats

Il est calculé par I'équation suivante (ANONYME,81) ;
li (9/100g)= (Vo —V).0,01269.100/P

Vo: volume (ml) pour doser le témoin

V : volume du thiosulfate (ml) pour dose I'échdbotil

P : poids de la matiére grasse.

Puis, on détermine le nombre d’instauration dassmatieres grasse, donnée par I'équation
suivante :

ni=li.m/Ml ,.100

nl : nombre d’insaturation m : masse du cgmas  MJ : masse molaire de 'iode
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Annexe 03 : Dosage des glucides, méthode utilisdiaicide 3,5 dinitrosalycilique (DNS)
Réaliser une courbe d’étalonnage avec une solatgne du glucose a 1g/l
Préparer les dilutions nécessaires pour les édloast{10™, 102, 10°, et 10%

Gamme étalon

N’ de tube 01 02 03 04 05 06
Solution de glucose (ml) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Eau distillée (ml) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Réactif DNS (ml) 2 2 2 2 2 2

Protocole expérimental

-Préparation des différentes dilutions de I'écHiamti;

-Mettre 1 ml de la solution a doser (ou des difféze dilutions) dans un tube a essai ;
-Ajouter 2 ml de réactif (3,5DNS) ;

-Chauffer au bain-marie bouillante pendant 5 mn ;

-Refroidir par écoulement d’eau sous le robinet ;

-Ajouter 7 ml d’eau distillée et homogénéiser ;

-Laisser reposer 15 mn a température ambiante ;

-Faire la lecture & 530 nm contre le blanc.

Expression des résultats

Une courbe est tracée DO=f (concentration en gkjcduis la quantité de sucres réducteurs
présente dans les jus est déterminée

Tableau : les densités optiques obtenues lors du dosagaudessgpar la méthode utilisant le
DNS

Les concentrations e 0,2 0,4 0,6 0,8 1
glucose (g/l)

Les densités optiques (nm) 0 0.088 0,284 0,508 50,6[70,881
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Annexe 04 : Détermination de la teneur en protéinepar la méthode de BRADFORD

etal (1976)
1. Préparation des solutions
-solution NaCl 0.15 M ;

-solution de BSA 0.1mg/ml.

2. Préparation de la gamme d’étalonnage d’albumine

A partir d’'une solution mere de sérum albumine bhevi0.1 mg/ml), préparer les solutions

filles suivantes :

Solution mére (BSA) (ml)

0

0,1

0,5

15

NaCl (0.15 M) (ml)

2

19

15

0,5

Réactif de BRADFORD (ml)

1 dans tous les tubes

-laisser 5 minutes a température ambiante ;

-lire 'absorbance a 595 nm.

Tableau : les densités optiques obtenues lors du dosage roésines par la méthode de

BRADFORDét al (1976).

Solution mére [BSA] (mg/ml)

0,01

0,05

0,1

0,15

0,2

Les densités optiques (hm)

0,099

0,195

0,296

0,472

0,63

Annexe 05 :Chromatographie de perméation sur gel dSEPHACRYL S200

Protocole expérimental

-préparation du tampon Tris-HCI 0,02 M avec pH 8,4 dont la masse molaire duTris
MM=121,14 moles, pour 0,02 M peser 2,429

-ajuster le volume a 1 litre dans une fiole jaugée.

-préparation de la colonne :

-La colonne a été préparée avec un grand soingssurer un compactage homogene du gel.
Le gel de Séphacryl S200 (environ 5g) est mis eraod du tampon de départ (Tris-HCI 0,02
M, pH 8,4) avec 'azide de sodium pour éviter teutentamination.il est ensuite dégazer sous
vide, puis coulé dans la colonne ( 30x 1cm) en smde fois d’'une fagon réguliére, apres
stabilisation de cette derniére et stabilisatioréhit & 28ml/h ;

-Le volume mort = 7 ml est estimer avec le bleu de dextran a lzeanation de 1mg/ml
qui posséde une masse moléculaire dfeDED et de ce fait n’est pas retenu dans le get don
sortira au premier ;

-Le volume nécessaire pour I'élution du bleu detdaexcorrespond au volume du liquide
qui se trouve entre les interstices ;
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-Les protéines sériques bovines lyophilisées (h@) sont solubilisées dans 5 ml de tampon
Tris-HCI (0,02 M ; pH 8,4), déposées en haut deolanne et éluées dans ces conditions a un
débit constant ;

-Des fractions de 1 ml sont recueillies aprés meesler I'absorbance a une longueur d’onde
A=280 nm.

-Les fractions sont collectées et les DO correspotas ont été enregistrés pour effectuer un
contrble électrophorétiques.

> les densités optiques des fractions €luées par chratographie de permeation sur
gel de SEPHACRYL S200 (protéines sériques).
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Annexe 06 : Hydrolyse enzymatique des protéines dait de vache (caséines et protéines
lyophilisées) par la trypsine

Préparation des solutions
-tampon Tris-HCI 0,8 M ; pH 8,0
-pour 0,89/100ml, pour 5ml peser 0.04g dissoudrescbml de I'eau distillée, controlé le pH
jusqu'a 8,0 par la solution de HCIM ;
-pour I'enzyme : prendre 0,4 ml d’enzyme (la tryipour 0,04 g de protéines lyophilisées.
-tampon d’échantillon :

Solution(C)...ov v 500 pl

Eaudistillée.............coooiiiiiiin . 250pl

SDS (10%0... e 250ul

2-mercaptoéthanol............................ 50ul

Annexe 07 : Electrophorese en conditions non dissantes et non dénaturantes (PAGE
native)

> Préparation des solutions
» Solution d’Acrylamide (A)

Acrylamide.......covvieii i 369
Bisacrylamide...........c.ccooviii i 19
Eaudistillée..........coooii i, 100ml

e Tampon de gel (B)




Annexes

Eaudistillée ..........cooeiii i, 100ml
Ajuster a pH 8,9 avec de HCI 4N
* Tampon d’électrode
GIYCINE... i 14,49
Eaudistillée..........ccooovi i 200ml
 Tampon déchantillon (les fractions récupérées parla chromatographie de
perméation sur gel de Séphacryl S200 des protéingériques du lait de vache)
Tampondegel (B).......coevvvvviieineineenn e 200pl

Eaudistillée..........coooii i 700pl
GlyCErol 50%.......ccuvvvveiiiiiiiieeiieiiiiiiceeeee e, 200pl
Bleu de bromophénol..................ccoeviii i une téte d’aiguille

Dissoudre 1mg de protéines lyophilisées dans 1nekdampon
Préparation du gel : T=12% et C= 2,7%( pour une plgue)

SOIULION (A) .. 3,25ml
Solution (B)....ovvovvviii i e en . oM
Eaudistillée..........cooooii i 1,68ml
Dégazer le mélange (maximum 2min)
TEMED......coooi i 222 20
Solution de persulfate d’'ammonium10%.......... W75

Couler et mettre le peigne immeédiatement
Dépbt d’échantillon : 10 a 20l
Mise sous tension : 20mA, 25V
Annexe 08 : Electrophorese en conditions dissocia# et dénaturantes, en présence de
SDS et de 2-mercaptoéthanol (PAGE-SDS)
» Solution d’Acrylamide (A) :
Comme celle déja préparer pour la PAGE native
v/ Tampon de gel de séparation
Eaudistillée ..o, 50ml
Ajuster a pH 8, 8 avec de HCI 4N
v' Tampon de gel de concentration (Solution C)
Eaudistillée..........coooii i 50ml
Ajuster a pH 6, 8 avec de HCI 4N
* Tampon d’électrode

GlIYCINE.. ., 14,49
SDS 10%0.cciiieiiiiiiiiiiee e 0,59
Eaudistillée..........coooii i 500ml

* Tampon d’échantillon (les hydrolysats récupérer parl’hydrolyse enzymatique des
protéines seériques et caseines du lait de vache)
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SOIUtION (C).vnere i 500pul
Eaudistillée..........cooooii i 250ul
SDS 109%0...cciiiiiiiiieieeeeee e 250pl
2-mercaptoéthanol... e ...50ul

-Dissoudre 1mg de protelnes Iyophlllsees dans 8@ute tampon

-chauffage a 100° C pendant 4a 5 min puis refraidirs un bain d’eau froide.

-ajouter 200l d’une solution de glycérol 50% (w¥)gquelque grain du bleu de bromophenol.
v' Solution de persulfate d’ammonium

Persulfate dammonium..................cooe v, 0,19

Eau distillée (gSP).....oovvvveeiiiiiiiie i iml
v' Conduite de I'électrophorése

1. Préparation du gel de séparation : T=17% et C52%(pour une plaque)

SOIULION (A) .., 1,3ml
SOIULION (S) v 2,5ml
Eaudistillée ..o 2,73ml
Dégazer pendant 2 min maximum

SDS 10% ...vvvvveiiiieiie e a2 100
TEMED.. R o10] V1
Persulfate d ammonium 10% STTTTT— 0 [0]VY

Couler a environ 1,5 cm du sommet de la plaquaaiedre hauteur.
2. préparation du gel de concentration : T= 4,8% e€C= 2,7%( pour une plaque)

SOIULION (A) e 1,3ml
SOIUtION (C).veve i 2,5ml
Eaudistillée..........cooooii i 5,8ml
Dégazer quelques secondes

Solution de SDS 10%.........cccovvvvvevevrvvimmmmnmnnn. 100pl
TEMED.. . i 500
Persulfate d ammonium a 10% ..................... 100ul

-Couler immédiatement sur le gel de séparationegtrenle peigne

-Un échantillon protéique est chauffer a 100°C pemdbmin en présence d'un détergent

anionique SDS (10% ) et un agent réducteur chdegéompre les ponts disulfures, le 2-

mercaptoéthanol . La plupart des polypeptides dant ce cas dissociés, ce qui permet la

fixation du SDS sur les zones hydrophobes des ebaieptidiques, les polypeptides seront

chargés négativement donc ils seront sépares leeimntailles.

Dépbt d’échantillon : 10 a 20l

Mise sous tension : 20mA, 25V

Annexe 10: Révélation des bandes de migration éleaphorétiques (native et SDS)
Solution de fixation

TCA o012

Eau dlst|llee ............................................... 100ml
Solution de coloration

Bleu de coomassie R250..............................0,5g

TCA oot G
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Méthanol.............oiiii 100ml

Eaudistillée...........ccooiiiiii e 100ml
Solution de décoloration

Acide acétique..........coooiiiiiiiiie e, 37,5ml

Eaudistillée..........cccooiiiiii e 312,5ml

Méthanol...........c.oiiii 150ml



