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INTRODUCTION



Les plantes médicinales sont utilisées depuisidiaié, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés therigues sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés natubdbactifs appelés: les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite acésnalains différents organes et parfois dans
des cellules spécialisées de la plante.

Depuis quelques années, le monde des sciencegiljiods et médicales est envahi par
de nouveaux concepts, celui du « stress oxydamtriminé dans diverses maladies.

Aussi le développement de la résistance microbieane antibiotiques, qui est une
menace pesant sur la santé mondiale ont conduaieagouement pour les produits naturels et
a la purification d’extraits végétaux a usage ayii@ant.

Les chercheurs sont nombreux a puiser dans le meégietal et particulierement les
plantes médicinales et culinaires en quéte de mi@ematurelles efficaces et dénuées de tout
effet adverse. Celles-ci répondent a un besoin itapb malgré linfluence croissante du
systeme sanitaire moderne (ELQ&®&AI., 2007).

De nombreuses études ont mis en évidence la metsdm métabolites secondaires
doués d'activités biologiques telles que les paylis, alcaloides, terpénes ...etc.

L'Algérie possede une flore végétale riche et diiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve lergértica, communément appelé Ortie, ce
dernier est largement distribué surtout dans lé Alglérien. De nombreuses especes de ce
genre sont utilisées en médecine traditionnelleyr pgoulager les douleurs articulaires
(rhumatismes, arthrose, foulures, tendinites, ...rc@ qu’elles renferment plusieurs
molécules douées d’activités thérapeutiques, pdmiespéces les plus connues se trouve
Urtica dioica Linn.

Cette plante adaptogene qualifiee « d’alicamentaitd’objet de plusieurs recherches
(NENCU et al., 2012 ; ILIESet al., 2012 ; INCEet al., 2014 ; GHAEDIet al., 2015;
DAOUDI et al., 2015), qui ont révélé sa richesse diversifiée phusieurs composés
secondaires qui lui procurent des propriétés biglags : antioxydante, antimicrobienne, anti
inflammatoire et bien d’autres.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dientut principal est d’extraire les
molécules bioactives, les polyphénols, avec lardétation de leur concentration, évaluer
les activités antioxydante et antimicrobienne dé@rénts extraits aqueux et organiques (a
I'acétate d’éthyle et a I'éthanol) de l'ortie cuigildans la région de Tizi-Ouzou « Tadmait ».
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COMPOSES PHENOLIQUES




Synthése bibliographique

1. Composés phénoliques
1.1. Généralités

Les composés phénoliques (CP), sont des moléculesnétabolisme secondaire
spécifiqgues du régne végétal, produits a coté detabulites primaires classiques (glucides,
protides, lipides et acides nucléiques). Cette légipmn générique désigne un vaste ensemble
de substances aux structures variées qu’il estitbfide définir simplement (BRUNETON,
1999 ; MACHEIXet al., 2006).

A T'heure actuelle, plus de 10000 molécules ont istdees et identifiees (TAO et
LAMBERT, 2014). L’élément structural fondamentali ¢gs caractérise est la présence d’au
moins un noyau phénolique a 6 carbones (figuradjuel est directement li€ au moins un
groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans uneeaiainction : éther, ester ou hétéroside
(MACHEIX et al., 2006).

OH

Figure 1: Structure du noyau phénol (MACHEKX al., 2006).

La désignation « polyphénols » est fréquemmentséél dans le langage courant et
méme dans des articles scientifiques ou de vulg#ais pour désigner I'ensemble des
composeés phénoliques des végétaux. En fait, ellmiietre réservée aux seules molécules
présentant plusieurs fonctions phénols. Ce quiueait! alors les monophénols, pourtant
abondants et importants chez les végétaux. Dodédignation générale CP concerne a la fois
les mono, les di et les polyphénols dont les mdédcaontiennent respectivement une, deux
ou plusieurs fonctions phénoliques (COLLéNal., 2011).

lIs sont présents dans les vacuoles des tissugipant aux réactions de défense face a
différents stress biotiques ou abiotiques (pathegerayonnement UV...) et contribuent a la

qualité organoleptique des aliments issus des a&égéf{couleur, astringence, arome et
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amertume). Leur répartition tant qualitative queritative dans la plante varie selon les
especes, les organes, les tissus ou encore lésedif$ stades de développement (GRESELLE
etal., 2011).

1.2. Principales sources alimentaires

Les polyphénols sont répartis de fagcon ubiquitdaes les fruits et les Iégumes qui en

constituent les principales sources alimentaines; de fortes variations selon les espéces.

Ainsi, la concentration en polyphénols totaux peatier de 140 mg/kg de poids frais (PF)
pour la pomme de terre a 5,5 g/kg de PF pour iae€8CALBERTet al., 2005).

Le tableau ci-apres résume les principales so@g@entaires des polyphénols.

Tableaul: Tableau récapitulatif des principales sourceseiiaires des polyphénols

Classe de Sources alimentaires Références
polyphénols bibliographiques
-le raisin et son jus ; (CASSIDY et al., 2000).

-les baies, le chou rouge, les épinards et cegaine
Les stilbénes plantes médicinales ; (CROZIERet al., 2009).
-les cacahuetes et le beurre de cacahuétes ;

-vin rouge.

-persil, céleri et le poivron rouge ;
-les glycosides de flavones sont égalemdMANACH et al., 2004).
présents dans les céréales (mil, blé) ;
-sous forme glucuronidée, la Iutéoline |7-
Les flavones diglucuronide est présente dans [linfusé |de
verveine odorante ;

-la peau des agrumes ;
-des huiles essentielles (huile essentielle| de

mandarine).

Les flavonols -I'oignon, le chou frisé, le poireau, le vin roude, (MANACH et al., 2004).

thé noir et le thé vert.

Les flavanones | -les rutinosides de flavanones dans les citromss, le

mandarines, les oranges ;
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-les pamplemousses et les oranges ameres ;
-les glycosides de flavanones dans le
d'orange ;

-la tomate et certaines plantes aromatiques co

la menthe.

(TOMAS-BARBERAN
jetsal., 2000).

mnme

Isoflavones

-soja (les graines, la farine, le lait de soja) ;

-le processus de fermentation hydrolysant
glycosides, ces composés seront principalen
retrouvés sous forme d’aglycones stables dan:s

aliments.

IE@ASSIDY et al., 2000).
nent

5 CES

Chalconesdihydroc

halcones

-la tomate (la peau, le ketchup) ;

-la pomme (peau, chair et pépins).

(BRUNETON, 2009).

(épi) cathéchine

-I'abricot et la cerise, les péches, les prunes
fraises, les pommes et les poires ;
-le chocolat ;

-le thé vert ;

le
D’ARCHIVIO et al.,
2007).

Proanthocyanidines

-le raisin, les peches, les kakis ou les pommes
-le vin, le cidre, le thé et la biere.

'(SANTOS-BUELGA et
SCALBERT, 2000).
(GERHAUSER, 2008).

Les anthocyanes

-baies comme le cassis ou les mures ;
-fruits rouges comme les myrtilles, fraise ou
cerise ;

-les vins.

(CLIFFORD, 2000).
la
(MANACH et al, 2004).

Les lignanes

-graines de lin ;

-céréales (le triticale et le blé) ;

-fruits (les poires et les prunes) ;

-certains légumes (ail, asperge et carottes) ;

-légumineuses comme les lentilles.

ADLERCREUTZ
MAZUR, 1997).

et

Ce sont des composés trés hétérogénes tant pacdeyvosition que par leur structure.

Pendant longtemps, ces composés ont été consid&taboliguement inactifs.
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1.3. Classification des composés phénoliques

D’aprés MOTILVA et al. (2013), il n'existe pas de classification unieies de
polyphénols. De nombreux auteurs ont donc propasédropre segmentation. Par exemple,
CROZIER¢€t al. (2010) ont séparé ces composés en deux catégdemrdlavonoides et les
non flavonoides. MANACH al. (2004) distinguent six sous classes de flavorsoide

La classification des CP est basée essentiellesugré structure, le nombre de noyaux

aromatiques et les éléments structuraux qui lieatoyaux (tableau II).

Tableau II: Les principales classes des composés phénoligbRasNETON, 2009)

Nombre | Squelette Classe Exemples Structure de base Plantes
d’atome | de base
de
carbone
Catéchol,
6 Cs Phénols simples hydroquinone HO <:> o Busserole
Acide gallique, o
7 Ce-C1 Acides Phénols | Acide salysalique, HO@—( Artichaud
benzoiques Vanilline o Saule
3-acétyl6-
8 Ce-Cy Acétophénones | Méthoxybenzaldeh / Saule
yde
Gallacetophénone
Acide Acide p-
8 Ce-Cy phénylacétique | hydroxyphenylacét / /
que
o {\> o Romarin
9 Ce-Cs Acide Acide coumarique, — \\4 Marronnier
hydroxycinamique| Acide caféique OH d’'inde
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XN Carotte
9 Ce-Cs Coumarines Esculétine m Coriandre
HO O 0

0
10 C6-Cs Naphtoquinones Shikonine )\ Drosera spp
LY
Bellidifoline, Racine de
13 Cs-C1-Cs Xanthones Mangoctine / gentiane,
Centaurée

14 Ce-Co-Cs Stilbenes Hydrangénol, ET NN Raisin, pin
Pinosylvine Y
OH
Cs-C3-Cs Flavonoides Quercétine . . ]°“ Ginkgo
15 Isoflavonoides Roténoide TITX Thym
LT Camomille
18 (Ce-Ca)2 Lignanes Matairésinol D 7/ \ 3 Chardon
(Ce-Cs- Bi flavonoides Amentoflavone Carcinia
30 Co)2 Hinokiflavone / Hypericum
(Ce-C3-C) | Tanins condenseés Marronnier
N n proanthocyanidols|  Aesculitanins / d’inde,
vigne

On peut distinguer deuxcatégories : les composésghigues simples etcomplexes.

1.3.1. Polyphénols simples

1.3.1.1. Les acides phénoliques

On distingue deux principales classes d'acides gingres ; les dérivés de l'acide
benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique.cbacentration de l'acide hydroxy-
benzoique est généralement trés faible chez lestaudg comestibles. Ces dérivés sont assez
rares dans l'alimentation humaine par contre ceaxidies hydroxycinnamiques sont tres
présents (MACHEIX&t al., 2006).
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1.3.1.1.1. Dérivés de I'acide hydroxybenzoique (GBt)

Ces acides sont tres communs aussi bien sous ireeque sous forme combinée a
I'état d’esters ou hétérosideSette catégorie est abondante dans les végétdagaditnents,
notamment les épices, les fraises, certains friotgges et I'oignon dans lesquels les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizadeesilligrammes par kilogramme de fruits
frais (MACHEIX et al., 2006).

1.3.1.1.2. Dérivés de I'acide hydroxycinnamique (C63)
Ces composeés ont une distribution tres large. Remefibres, ils sont souvent estérifiés
et peuvent également étre amidifies ou combinés ales sucres (O-acylglucosides,

Oarylglucosides) ou des polyols tels que l'acidmigue (COLLINet al., 2011).

a) Les coumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumanmase structure de base (C6-
C3) dérivant des acides hydroxycinnamique pariggtibn interne de la chaine latérale. Elles
sont produites en grande quantité en réponse attagpue biotique ou abiotique et semblent
constituer un moyen de défense de type phytoalexiGes composés sont connus pour leurs
propriétés anti-coagulantes (COLL#&al., 2011).

b) Les stilbenes

Plus de 30 stilbénes et glycosides de stilbenesmoduits par les plantes en réponse a
des attaques bactériennes, fongiques (comme leomjldu virales. lls dérivent aussi des
acides hydroxycinnamiques, leur structure chimigeebase est composée de deux cycles
aromatiques joints par un pont méthyléne Les desameéres (cis et trans) ont des propriétés
biologiques différentes (figure 2).Les principamslécules de cette famille sont le resvératrol
et son dérivé glycosylé (BRUNETON, 2009).

H H

cis-stilbene trans-stilbene

Figure 2 : Structure de base des stilbénes (trans ou cis) lERIUDN, 2009).



Synthése bibliographique

1.3.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant uletguie base a quinze atomes de
carbone (GCs-Cg), constitués de deux noyaux aromatiques (A etid®) par une chaine de
3carbones formant un hétérocycle oxygdfigure 3. Ce sont les composés les plus
abondants parmi tous les composés phénoliquemtdisriennent dans la pigmentation des
fleurs et dans les processus de défense contreaylenmement UV et les attaques
microbiennes. Les flavonoides sont présents daesguande variété d'aliments (fruits et
légumes, céreales, jus de fruits, thé et vin.RUBIETON, 2009 ; COLLINet al., 2011).

Figure 3: Squelette de base des flavonoides (MACHEIA., 2006).

D’aprés MACHEIX et al. (2006), il existe plusieurs classes de flavormidnt les
principales sont: les flavonols, les flavones, ledlavanoides et les
anthocyanines/anthocyanidines. La structure de Basmes différents flavonoides peut subir
de nombreuses substitutions, les groupements hylégtant généralement en positions 4, 5

et 7. Ces substances existent généralement sous te glycosides.

a) Flavonols
D’aprés CROZIERet al. (2009), les flavonols se caractérisent par urérbéycle

oxygéné relativement oxydé (présence d’'un groupée®éhen position C3 et d’'une double
liaison (C2-C3).

b) Flavones et flavanoides
Les flavones et flavanoides possédent égalemesirdature de base C6-C3-C6. Les
flavonoides se polymérisent au départ de 3,4-flegits (ou flavan-4-ols) et de flavan-3-ols
(MANACH et al., 2004).
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c) (Prényl) chalcones et dihydrochalcones
Les prénylchalcones sont des structures ouverteflagenoides ne possédant pas
d’hétérocycle central. Les dihydrochalcones sostrdelécules ouvertes ne possédant pas la
double liaison conjuguée au carbonyle (COLIeN ., 2011).

d) Anthocyanidines / anthocyanines
Leur structure de base est caractérisée par unungyfavonoides » chargé
positivement, ce dernier portera le nom d’anthogy@aou d’anthocyanidine suivant qu’il soit
glycosylé ou non (CLIFFORD, 2000 ; MANACH al., 2004).
D’aprées GERHAUSER (2008), ces molécules jouent dle prépondérant dans la

coloration de nombreux aliments (cerises, myrtiltagins rouges, cacao).

1.3.1.3. Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique pas$éau moins un alcool
aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le tyros¢}-hydroxyphenylethanol) et
hydroxytyrosol (3,4dihydroxyphenylethanol) sont l@sncipales molécules de cette classe
(MACHEIX et al., 2006).

Ces composés sont trés abondants dans l'olivé @tufeuille), libres ou associés a
'acide Iénoléique. Le principal alcool phénoligde I'olive (responsable de I'amertume du
fruit) est I'oleuropéine (ALTIOKet al., 2008).

1.3.2. Polyphénols complexes (sous forme de polyresy
1.3.2.1. Tanins

Les tanins représentent une classe tres importiatpolyphénols localisés dans les
vacuoles. Historiquement, le terme « tanin » regeoules composés polyphénoliques
caractérisés par leurs propriétés de combinaisgrpentéines, d’ou leur capacité a tanner le
cuir (YAO et al., 2004 et 2010).

En raison de leur complexation avec les protégadwaires, ils sont responsables de
l'astringence caractéristique des fruits avant ntatuet de certaines boissons (vin, cidre,
the,... etc) et de I'amertume du chocolat (FERRUBL®. Sur le plan structural, les tanins

sont divisés en deux groupes : tanins hydrolysadilésnins condenseés :
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a-Tanins hydrolysables. Ce sont des esters du D-glucose et de I'acideggelou de
ses dérivés en particulier I'acide ellagique. Qgsstances sont facilement hydrolysables par
voie chimique ou enzymatique (tannase) (BRUNETQDOR).

b-Tanins condensés Dénommeés aussi tanins catéchiques ou proanthiooyas qui
se différent fondamentalement des tanins hydrolgsatar ils ne possedent pas de sucre dans
leur molécule et leur structure est voisine deecadls flavonoides.

Contrairement aux tanins hydrolysables, ils sosistants a I'hydrolyse et seules des

attaques chimiques fortes permettent de les dég(Eé®© et al., 2004 et 2010).

1.3.2.2. Lignines et subérines
Ce sont des précurseurs de polymeres pariétauglae®s constituants des facteurs de
défense contre les agents pathogenes. Ce sonblyesepes tridimensionnels résultant de la

condensation de trois alcools phénylpropéniquesJIBRTON, 2009).

1.4. Principales voies de biosynthése des compoghkénoliques

D’aprés BRUNETON (2009), les composés phénoligues wEgétaux sont issus de
deux grandes voies d’aromageneése :

a) La voie de l'acide shikimique, conduit des oses amino-acides aromatiques
(phénylalanine et tyrosine) puis, par désaminatin ces derniers aux acides
cinnamiques et a leurs deérives.

b) La voie de l'acide acétique, conduit a des gdlgétoesters (polyacétates) de longueur
variable, qui engendrent par cyclisation ou condtos, des composés souvent
polycycliques : les flavonoides et les tanins cosés.

La figure ci-dessous résume les difféerentes vogelidsynthese des polyphénols :

10
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Hydrates de carbone Lipides
Acide gras
Voie des Pentoses Glycolyse
p-oxydation
Erythrose4 -P P-¢énol Pyruvate
Acide gallique Acide shikimique ;
Acétyl CoA
NH3 g ; NH3
Tyrosine Phénylalanine 3 Malonyl CoA
TANNINS
HYDROLYSABLES NH3 ; g N Cyeclisation
Acidecinnamique

Polyéthylcétone

CHALCONES

FLAVONOIDES

ANTHOCYANES

TANNINS CONDENSES

Figure 4 : Représentation des voies de biosynthése des mrlgth(BRUNETON, 2009).

1.5. Extraction des polyphénols

Les solvants d’extraction jouent un role capital assurant le transfert de phase du
produit & extraire. Au départ, la matiere premi@aide végétal ou liquide de fermentation),
qui est un mélange hétérogéne, est soumise auctasa solvant (liquide le plus souvent)
afin d’obtenir un extrait primaire complexe utilda directement. C’est le cas des extraits
fluides et des teintures pharmaceutiques (VERCAUENERt CHEZE, 1998).

11
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Il peut étre également soumis a des échanges didigdide pour aboutir a un produit
pur ou a un ensemble de composés de méme famiiteioglke, dans ce cas, il s'agit
principalement d’interactions moléculaires entresédvant et le soluté. L’'extraction solide-
liquide met en jeu des mécanismes plus complexa®gts bien connus. En effet, le solvant
doit franchir la barriére de l'interface solidedide, dissoudre le principe actif a I'intérieur du
solide et le soluté doit ressortir du solide (VERCH=REN et CHEZE, 1998).

Les composés phénoliques a extraire sont le plusresh combinés a d’autres
substances (protéines, polysaccharides, terpenddorophylle, lipides, composés
inorganiques, ...). C’est pourquoi un solvant ne pasnécessairement choisi en fonction de
la plus grande solubilité du composé a extraireNHEESWAY et LAKS, 2012).

Quatre propriétés peuvent étre exploitées pouriegties polyphénols d’une matrice

complexe : leur polarité, leur acidité, leur vdiggiou leur taille.
1.5.1. Extraction des polyphénols sur la base deulepolarité

COUNET et COLLIN (2003), ont montré qu’'un mélangeetane/eau/acide aceétique
(70/28/2, VIV) était optimal pour l'extraction deffavanoides, surtout s’il s’agissait

d’oligomeéres. Quand le méthanol est utilisé, ildgstonseillé d’y ajouter de I'eau.

HEMINGWAY et LAKS (2012), suspectent une dépolymsation des
proanthocyanidines en présence de méthanol. Desrgsl de polarité analogue sont
généralement employés pour récupérer les flavatdés prénylflavonoides.

Etonnamment, malgré sa polarité plus faible, levéestrol est mieux extrait par un
mélange éthanol/eau (80/20, V/V, 60 °C) que pamétange acétone/eau (CALLEMIES
al., 2005). Pour les anthocyanidines, le méthandifeei (1% HCI) et 'acétone aqueux
(70/30) sont les solvants les plus fréequemmensés! Le second semble toutefois préférable

pour éviter la formation de pyrano-anthocyanidines.
1.5.2. Extraction des polyphénols sur la base deuleacidité

Avec leur pKa proche de 10, il est possible deefgiasser les phénols de la phase
aqueuse vers le solvant organique, ou linversinske pH (CALLEMIEN et COLLIN,
2010). Ceci peut étre trés intéressant lorsque ket séparer les phénols d’intérét d’autres

molécules de méme polarite.

12
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1.5.3. Extraction des polyphénols sur la base deulevolatilité

Les aromes appartiennent a la famille des phérmiils peuvent étre extraits d’'une
matrice complexe par distillation sous vide (FRI'F6€& SCHIEBERLE, 2003).

D’aprés JERKOVIGat al. (2008), les flavonoides, les stilbénes et lesconas ne sont
par contre pas assez volatils pour étre extraitealte maniere. Toutefois, ils peuvent le

devenir aprés dérivatisation.
1.5.4. Extraction des polyphénols sur la base deuletaille

Diverses méthodes ont été développées pour étladignolyphénols de plus grandes
tailles. La dialyse peut étre exploitée pour sépi® gros oligomeres de proanthocyanidines
de plus petits analogues. La chromatographie diskmh ou perméation sur gel permet un
fractionnement selon le poids moléculaire (YANAGIEB#al., 2002 et 2003).

1.5.5. Autres méthodes d’extraction

D’aprés PINELOet al. (2006), des enzymes attaquant les polysacchapeesettent
parfois d’améliorer le taux de récupération deypménols. La température d’extraction est
également un parameétre a optimiser (25-60 °C). témapérature de 60 °C permet ainsi
d’accroitre le rendement de récupération des stHb&€CALLEMIENet al., 2005).

Pour certains phénols, on recommande de travaillabri de la lumiére (en particulier

pour les stilbenes et les acides hydroxybenzoigquibgdroxycinnamiques).
1.6. Intéréts et propriétés biologiques des polyygnols
En phytothérapie, I'effet de nombreuses plantesicirédes est attribué en tout ou en

partie aux composés phénoliques dans ces planesssibstances possedent des activités
biologiques qui les rendent bénéfiques a la samtéaime (figure 5).

13
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Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

K—/Am‘i -oxydant \_j

Détoxifiant -— POLYPHENOLS<_——> Anti-inflammatoire

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

A
eNOS NO

NF-xB

iNOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 5: Effets biologiques des polyphénols (MARTIN et ANDYNTSITOHAINA, 2002).

1.6.1. Intéréts des composeés phénoliques chez Iégétaux, les humains et a I'échelle

industrielle

Les composés phénoliques, sous forme d’extraits ptemas ou purifiés, sont
omniprésents dans notre quotidien : ils soignenhndnt du godt, de la couleur, ..., ils

concernent aussi la pharmacologie, I'agro-alimeatt la cosmétique.

a) Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir damairte aspects de la physiologie de
la plante (lignification, régulation de la croissan interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), desmgnteractions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relationscales bactéries, les champignons, les
oiseaux et les insectes, résistance aux UV) (RENRBOGEREet al., 2008 ; BIDELet al.,
2011).

D’aprés CAUSSE (2004), les polyphénols ont un téks de la conservation apres
récolte de certains végétaux; dans les critereguadité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les chale I'homme dans sa consommation des
organes veégeétaux (fruits, Iégumes, tuberculest..Yles produits qui en dérivent par la

transformation; dans les variations de certainesctéristiques des végétaux lors des

14
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traitements technologiques (préparation des juluits, des boissons fermentées...) pendant

lesquels apparaissent frequemment des brunissemenymatiques qui modifient la qualité
du produit fini (DUFOUR et DUPIN, 2015).

b) Chez les humains

Le r6le des composés phénoliques est largementrénalans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interacti@sipte avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydantes (WATSGH al., 2013). Spécifiquement, on attribue aux

différents composés phénoliques plusieurs actibigegiques (voir tableau III).

Tableau Ill: Activités biologiques de quelques composés phéneticgelon
(HENNEBELLE et al., 2007 ; HABAUZIT et HORCAJADA, 2008 ; BONDIA-PON& al .,
2009 ; GRESELLEet al., 2011)

Composés phénoliques Activité biologique
Acides Phénols

Antibactérienne, antifongique et antioxydante.

Tanins Effet stabilisant sur le collagene, antioxydant,
antidiarrhéique, effet antiseptique, effet vasotuctsur.
Flavonoides Antitumorale, anticarcinogéene, anti-inflammatoire,

antioxydante, antiallergique, antiulcéreuse, ardlei

antimicrobienne, hypotenseur, diurétique.
Coumarines Anticoagulante, antioxydante, protectrice vascalair
antioedémateuse.
Anthocyanes

Protectrices capillaro-veineux, antioxydant.

Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne, antioxydants,

antitumoraux, antifongiques et anti-inflammatoires.

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes.

Lignanes

Anti-inflammatoires, analgésiques.

15
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lls sont également connus pour moduler I'activieéptsieurs enzymes ou de récepteurs
cellulaires. Les flavonoides favorisent la relaxatvasculaire et empéchent I'agglutinement
des plaquettes sanguines. Par conséquent, ilssefdua coagulation du sang et le rendent
plus fluide. lls limitent I'oxydation des lipidesrsguins et contribuent a la lutte contre les
plaques d'athérome (MEDART, 2009). lls sont aussidytiques et protégent nos artéres
contre l'athérosclérose et réduit la thrombosédl¢taidans les arteres).

D’apres MORAND (2013), les aliments riches en fla&aols ont des effets bénéfiques
sur la santé métabolique et cardiovasculaire. Bticpber la consommation de thé vert
réduit le LDL-cholestérol, et celle de cacao amrélia fonction endothéliale et la sensibilité a
linsuline.

Les polyphénols sont faiblement absorbés, et lassgge dans le cerveau est plus
efficace s'il s’agit des polyphénols naturels daithentation. Les plus consommés sont les
catéchines des boissons chaudes (thé et café)avesoides de nombreux fruits (agrumes,
fruits rouges) et les polyphénols présents damhdeolat, les noix et les amandes ou encore
le vin rouge. N’étant pas stockés, c’est leur itigasréguliere et continue qui exercera un
effet bénéfique sur le cerveau et la santé me(BA8LONNIERE, 2016).

c) Usage industriel des polyphénols

Les polyphénols de pomme sont des additifs alinmestdres utilisés en charcuterie,
alors que ceux du thé sont introduits comme antiarts naturels dans les aliments.

Les flavonoides des plantes fourrageres, biotram&fes par la vache, font du lait et des
produits laitiers une source de polyphénols, averspective de protection des acides gras
polyinsaturés. L'apport des polyphénols dans I'alitation des animaux a un effet bénéfique
sur la lipoperoxydation des tissus musculaires REEYNAL et MULTON, 2009).

D’aprés DJENANEet al. (2012), I'oleuropeine et I'extrait brut des féed d'olivier
exercent une activité antibactérienne sur des @seslde dinde préalablement inoculées avec
différentes souches bactériennes.

GHARBY et al. (2014), ont démontré que I'huile de tournesoktqués une meilleure
résistance a I'oxydation suite a I'ajout de 100 pgas polyphénols extraits des margines au
cours d’'un stockage de 35 jours a 60 °C.

Les polyphénols sont également destinés pour lpicapons cosmétiques : rendus

lipophiles par estérification avec des acides dgemspolyphénols dérivés, libérés par action
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des estérases, pénetrent I'épiderme ou ils exel&mitvité antioxydante et piegent les
radicaux libres. Les polyphénols du cacao sont &oinés en un extrait a 85 % pour des
applications cosmeétiques (PELLI et LYLY, 2003).

1.6.2. Propriétés biologiques des polyphénols

1.6.2.1. Activité antimicrobienne

Il a été rapporté que les extraits de plantes etudmup dautres préparations
phytochimiques riches en flavonoides ont posséd® astivité antimicrobienne (TIM et
ANDREW, 2005). Grace a leur structure caractérnsda présence de groupe phénolique, et
d’autres fonctions chimiques, les flavonoides saoinsidérés de trés bons agents
antimicrobiens (HARBONE et WILLIAM., 2000).

De nombreuses études ont rapporté les activité@wmiambiennes des CP :

- daprés YAKHLEFet al. (2011), les extraits bruts ddwymus vulgaris et deLaurus
nobilis ont témoigné une forte activité antimicrobiennes-&ivis de souches
multirésistantes aux antibiotiques. Leur effet litdur sur la levur€andida albicans
est spectaculaire, il est beaucoup plus importané @elui de la nystatine
(antifongique) ;

- dans une étude faite par DJENANEal. (2012), I'oleuropeine et I'extrait brut des
feuilles d'olivier exercent une activité antimiciebne in vitro vis-a-vis de certaines
bactéries responsables de toxi-infections alimesgai

- BASLI e al. (2012), dans leur étude ont démontré que tousflesnoides
d’Origanum glandulosum ont un effet inhibiteur plus prononcé sur les éaes Gram
positif que sur les Gram négatif ;

- les tanins extraits des feuilles Barrubium vulgare L. semblent posséder un pouvoir
antibactérien important sur les germes responsatless maladies infectieuses
(DJAHRA et al., 2013) ;

- I'étude faite par GHAZEt al. (2015), a mis en évidence une activité antifqngides
extraits bruts dArtemisia mesatlantica sur différentes souches Gandida albicans;;

- une activité antifongique des extraits Fianica granatum Linn sur Candida albicans
et Rhodotorula spp a été démontrée par KANOWNal. (2016) ;
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- il a été montré que les catéchines des feuilleéunhibent la croissance de micro-
organismes en altérant des fonctions membranagssdthogenes, les détruisant a
plus ou moins long terme (MORAND, 2013).

Le mécanisme d’action des polyphénols est sansedtras complexe, parmi les
hypothéses avancées:
- I'inhibition des enzymes extracellulaires micretmes ;
- la séquestration du substrat nécessaire a lssarmce microbienne ou la chélation de métaux
tels que le fer;
- I'inhibition du métabolisme microbien (MILA etCRALBERT, 1994).

1.6.2.2. Activité antivirale
En I'absence de vaccin contre le sida, les micidbgtopiques susceptibles de bloquer
la transmission du virus pourraient s’avérer tréigesi Le jus de grenade contient des
inhibiteurs d’entrée du VIH-1 qui peuvent étre éolpar adsorption sur de 'amidon de mais.
L’étude de ce complexe montre qu’il bloque la aiglu virus avec certains récepteurs
cellulaires. L’extrait de grenade pourrait don@aéttilisé pour la production d’'un microbicide
efficace et bon marché (NEURAT@ al., 2004).

1.6.2.3. Activité antioxydante

Les antioxydants d’origine alimentaire contribuerdisemblablement a la défense de
'organisme contre le stress oxydant et ses comswms. A ce titre, les polyphénols,
particulierement abondants dans une alimentataireren produits végétaux, pourraient jouer
un réle protecteur important (PELLI et LYLY, 200RMEDART, 2009).

Il est connu que la plupart des effets biologiqgdes CP, tels que Il'activité anti-
inflammatoire et anti-tumorale, sont attribuéegpartie aux propriétés anti-oxydantes de ces

composeés naturels. La figure suivante illustre telend’action des flavonoides.

o 0 0
R" RH R
OH | y OH ARH ‘ OH /o
—_— —_— —_—

quinone

OH

Figure 6: Le piégeage des ERO par les flavonoides (MARFAK3)
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Plusieurs études ont montré une activité antioxiglades extraits de plantes

médicinales :

- daprés EDEAS (2010), le jus de grenade est le @glficace pour diminuer
'oxydation des LDL et inhiber le stress oxydatéllalaire dans les macrophages ;
du fait de sa richesse en antioxydants (polyphésmllgbles, tanins et anthocyanes)
qui détruisent les especes réactives et aidentotégar 'ADN contre diverses
dégradations ;

- l'étude de REZAEIZADEHet al. (2011), a démontré que I'extrait ddomordica
charantia est une source importante des composés phénolmuiesnt une trés
bonne activité antioxydante ;

- les polyphénols totaux extraits des feuilles dielivsauvage et cultivé sont dotés
d’un pouvoir anti-radicalaire tres élevé compaceki de la vitamine E (ARABet
al., 2013) ;

- daprés BHUWANEet al. (2015),Urtica dioica.L est riche en composés phénoliques
et peut étre une bonne source d’antioxydants ;

- l'extrait aqueux des tiges feuillées @aba senegalensis possedent des propriétés
antioxydantes du fait de sa richesse en tanins,flée®noides, les stérols et
triterpenes, les coumarines et les saponosides (YBARE-ZIEBROU et al.,
2015) ;

- l'étude in vitro de I'activité antioxydante par taéthode de DPPH a montré une
grande capacité de piéger ce radical p&wosmarinus officinalis et Thymus
satureioides, elles sont dotées d’'une haute activité antirdaliea (FADILI et al.,
2015).
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2. Stress oxydatif

La vie en aérobiose se traduit au niveau celkilgar I'existence d’'une chaine
respiratoire mitochondriale nécessaire au stockdge’énergie sous forme d’adénosine
triphosphate (ATP). Celle ci est une successiopltEnomenes d’oxydoréduction au cours
desquels il existe des transferts d’électrons quivpnt réagir avec une molécule avoisinante
pour aboutir a la formation d’'un radical libre (PBRY et RIZVI, 2011 ; KALAM et al.,
2012).

2.1. Especes réactives de I'oxygene (ERO)

Un radical libre est une espéce chimique contemanbou plusieurs électrons non
appariés sur I'orbite électronique la plus exteaeig que I'anion superoxyde {0 ), le radical

hydroxyle (OH) et le monoxyde d’azote (NQ

Par ailleurs, il existe d’autres dérivées oxygeéeregsctives dont leur toxicité est tres
importante tel que I'oxygéne singulet, 'ozone pleroxyde d’hydrogéne, et le peroxynitrite,
qgui ne sont pas des radicaux libres (Tableau IV@jsnpeuvent étre des précurseurs des
radicaux. De point de vue terminologique, I'enseambes radicaux libres et des especes
réactives non radicalaires est souvent connuelsousm des especes réactives de I'oxygéne
ou ERO (LE\&t al., 2007).

Tableau IV : Les espéces réactives de I'oxygene et de 'azod RO et al., 2007)

Radicaux libres Naadicaux libres
Superoxyde (&) Oxygéne singulet'Q,)
Radical Hydroxyle (OF) Peroxyde d’hydrogene@d,)
Monoxyde d’'azote (NO Ozone (Q)

Dioxyde d’azote (NG Acide hypochloreux (HOCI)
Peroxyle, alkoxyle (ROQ RC")  Peroxynitrite (ONOQ
Peroxyle lipidique (LOO) Peroxyde lipidique (LOOH)
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2.2. Principales sources des ERO

Les ERO peuvent apparaitre ou se former suite dadésurs exogenes ou endogenes
(Figure 7). Le métabolisme aérobie de chaque eefwbduit d’'une facon permanente des
ERO. lIs sont principalement des sous-produitsadehline respiratoire mitochondriale, qui
constitue la source endogene majeure de cette giiodfWU et CEDERBAUM, 2003).

Les ERO, notamment I'anion superoxyde et le radigdioxyle, sont aussi produites au
cours des différentes réactions enzymatiques catedy par le NADH oxydases, xanthine
oxydase, cytochrome P450 et les peroxydases (DRQGQUR). En présence des métaux de
transition (ions du fer et de cuivre), les peroxydiéhydrogéne sont convertis en radicaux
hydroxyles trés réactives par la réaction de Fenton

La production exogene des ERO peut résulter austs a I'exposition, aux rayons
ionisants (UV, visible, gamma, X), aux métaux dansition, & I'oxygene en quantité
excessive, a l'ozone, aux xénobiotiques, au tahatalcool et a certains médicaments
(KALAM et al., 2012).

Systemes antioxydants
™

Enzymatiques Non enzymafiques
Superoxyde Glutathion,
Endogénes Exogénes dismutase, Vitamines C. A, E.
Catalase, Ubiquinone,
NADPH oxydase, Toxiques Glutathion Lipoate.
Chaine respiratoire environnementaux, peroxydase Pyruvate,
mitochondnale, Radlanofls ?omsantcs Polyphénols
Peroxysomes. et L"\ . Champs alimentaires.
Cytochrome Py, électniques,
Xanthine oxydase, Xénobiotiques pro- : —
Cyclo-oxygénases, oxydants, Cytokines =
Lipo-oxygénases. | pro-inflammatoires
B —— 2

Figure7: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydantsitehaydants (FAVIER, 2003)
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2.3. Dommage oxydatif aux lipides, protéines et ADN

Dans les conditions physiologiques, les ERO sowmtdytes en permanence dans
'organisme et a des faibles concentrations. Iisdas réles physiologiques tres importants au
sein des cellules en agissant sur le fonctionnemerntertaines enzymes, la transduction de
signaux cellulaires, la défense immunitaire, lamesion par apoptose des cellules tumorales,

la régulation de la dilatation capillaire, et sairégulation des genes (FAVIER, 2003).

Cependant, la rupture de I'équilibre entre les &ysis de défense antioxydants et la
production des ERO entraine des lésions biochinsique niveau cellulaire du fait de leurs
effets sur le plan moléculaire. Parmi ces effets,peut citer I'altération des protéines,
'apparition de cassures au niveau d’ADN, ou desirdes des membranes cellulaires par
l'induction de ce qu’on appelle la peroxydationidigue (ALEXANDROVA et BOCHEV,
2007).

Le stress oxydant est responsable des dommagekirell liés a plusieurs maladies tel
que le diabéte, le cancer, les maladies cardiolaises, I'influenza, le syndrome de Down,
les hépatites, I'arthrite rhumatoides, les désardresysteme nerveux, l'ulcére, la pneumonie
ainsi que le vieillissement. Il réféere a une ruptwans la balance oxydant/antioxydant
cellulaire durant laquelle, la génération des oryslaest parfaitement maitrisé par les
systemes de défense antioxydants, d’ailleurs atifsptzar rapport au niveau de radicaux
présents (PHAM-HUYet al., 2008 ; PANDEY et RIZVI, 2011).

Cette rupture peut étre due soit a la surproduatesradicaux libres (oxydants) et/ou
par un déficit en antioxydants (ALEXANDROVA et BOEN, 2007).

2.4. Défenses antioxydantes

2.4.1. Définition d’'un antioxydant

On désigne par antioxydant toute substance, queiqloelle est présente en faible
concentration dans la cellule, est capable dedetade neutraliser ou de réduire I'oxydation
et les dommages causés par les radicaux libresesucomposés cellulaires (RAHMAN,
2007). L'organisme est doté d'un ensemble de systéde défenses trés efficaces contre la
surproduction des ERO. Ces systemes peuvent égeras ou endogenes et réagissent en
synergie afin de protéger les cellules vis-a-vis BRO.

22



Synthése bibliographique

2.4.2. Antioxydants endogenes

La production physiologique des ERO est contrélésain des cellules par les systemes

de défense enzymatiques et non enzymatiques.

2.4.2.1. Antioxydants enzymatiques

Les principaux enzymes antioxydants impliqués dameutralisation des ERO dans les
cellules sont : le superoxyde dismutase (SOD)atalase (CAT) et le glutathion peroxydase
(GPX) (MATES et al., 1999). Ces enzymes forment un systéme de pianetes efficace
puisqu’ils ont la propriété de pouvoir réaliser wavail de facon permanente et permettre
I'élimination de I'anion superoxyde et du peroxydi@ydrogene en catalysant les réactions

suivantes :

20,0 +2H ___S°0 HO, + O,
2H,0, AT, 2HO+ O

2H,0, + 2GSH _®™* | 2HO + GSSG
2.4.2.2. Antioxydants non enzymatiques

L'action protectrice enzymatique est renforcée palle de différents composés
réducteurs d’origine métabolique. Ces composésxyttants sont produits dans les cellules
de l'organisme et parmi lesquels on peut citer llgaghion, I'acide lipoique, L-arginine,
ubiquinone, I'acide urique, la mélatonine, la tfansne etc. (PHAM-HUYet al., 2008).

De tous ces composeés endogénes synthétisés pallldss, le plus important est sans
doute le glutathion qui protége, non seulementredet radicaux oxygénés, mais aussi contre

les peroxydes ou le monoxyde d’azote (FAVIER, 2003)
2.4.3. Antioxydants exogenes

En plus des substances propres a l'organismemkaliation et les plantes sont
également d’'importantes sources d’antioxydantsrddaisme peut tirer profit de nombreux

antioxydants exogenes naturels présents dans soanghtion (PHAM-HUY et al., 2008 ;
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KALAM et al., 2012). Bien que non indispensables a la vie,stdstances jouent un role
majeur dans la lutte contre le stress oxydant. pks importantes parmi eux sont:
lesvitamines (E et C), les caroténoides, les pagpls les acides gras (oméga-3 et oméga-6)
ainsi que des traces des métaux (sélénium, margyaetesnc).

Contrairement aux antioxydants enzymatiques, cebstances ne permettent
I'élimination que d’'un seul radical libre a la foiBour pouvoir fonctionner a nouveau, ces

antioxydants doivent étre donc régénérés par @dagystemes (PHAM-HU¥ al., 2008).

2.4.3.1. Vitamine E

La vitamine E, cette vitamine liposoluble recouypkisieurs substances: quatre
tocophérols. L'alpha-tocophérol est la forme magre dans le sang humain. Mais le
gamma-tocophérol est la forme que I'on trouve ies@ouvent dans I'alimentation.

Cette vitamine est un antioxydant qui protége ®ls graisses du rancissement. Elle
protége ainsi les membranes et notamment la pasvadisseaux sanguins diminuant ainsi le
risque de maladies cardiovasculaires. Elle dimeugsi les inflammations en s’opposant a la
production de composés inflammatoires; elle fligdile sang et stimule I'immunité
(CAUSSE, 2004).

2.4.3.2. Vitamine C

La vitamine C, cette vitamine hydrosoluble esttiaxydant qui agit le plus rapidement.
C’est notre défense principale contre de nombreusatadies liees au vieillissement :
cataracte, maladies cardiovasculaires, cancers.ittmine C est la premiére a réagir avec
les radicaux libres pour les neutraliser et aingieé leurs effets toxiques. Mais elle n’agit pas
seule. Elle est le premier maillon de tout un systéres efficace de protection contre le stress
oxydatif. Si le taux de vitamine C dans le sang tesp bas (cas des fumeurs et des
asthmatiques), ce systéme devient moins efficadesetadicaux libres peuvent agresser les
cellules saines (CAUSSE, 2004).

2.4.3.3. Antioxydants phénoliques

L'intérét pour les antioxydants naturels particrdi@ent les polyphénols s’explique
aussi par leur rble potentiel in vivo vis-a-vissdadicaux libres, via I'alimentation ou la

pharmacologie.
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Les sources les plus intéressantes sont les égtides herbes aromatiques telles que le
thym, le clou de girofle, le gingembre, le romaghla sauge. On y reléeve des teneurs
importantes en acides phénoliques (notamment ede aobsmarinique). Leurs huiles
essentielles sont riches en monophénols et sordilpurs dotées de propriétés antiseptiques
(MACHEIX et al., 2005).

2.4.3.4. Sélénium

Le sélénium est un oligo-élément essentiel qui jomerdle clé pour la santé de
'organisme, il est réputé pour son action anti@te, indispensable a la protection
des défenses naturelles de I'organisme. Il inteckigit également dans le processus de
fabrication des hormones thyroidiennes et joueéaitet effet, un réle pour la santé de la
glande thyroide (GREFF, 2012).

Le sélénium intervient dans d’autres enzymes andamtes, la glutathion peroxydase
(GPX-Se), chaque molécule de glutathion peroxydas¢éient 4 molécules de sélénium, qui
en synergie avec la vitamine E, contribue a préseles cellules de l'oxydation par les
radicaux libresnotamment celles pour lesquelles I'élimination tiesnes est indispensable a

leur bon fonctionnement (les cellules cérébralesegample).

Les peroxydases et les transférases sont sélérépendantes. Les cellules carencées
en sélénium ou en glutathion peroxydase sont bepugdus sensibles a l'action des
peroxydes (GREFF, 2012).

2.4.3.5. Zinc

Le zinc est un oligo-élément qui joue un réle essknlans de nombreux processus
vitaux : synthése de I'ADN, coagulation sanguinéfedses immunitaires, croissance,
régulation de I'hnumeur... (MEDART, 2009).

D’aprés GREFF (2012), le zinc exerce une actidioaydante par le biais de plusieurs

mécanismes :

- il protege de I'oxydation les groupes sulfihydrgiis certaines protéines (enzymes) ;
- il peut avoir un effet antioxydant direct en captias radicaux OM,;
- il a une action antioxydante directe en entrantcempétition avec le fer et le

cuivre ;
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- il joue aussi un role fondamental dans la structleazymes antioxydantes comme
la superoxyde dismutase. Le zinc associé au ct@trgartie du site actif de cette

enzyme.

2.4.4. Mécanismes d’action d’'un antioxydant

Les principaux mécanismes d’activité antioxydgB@®UZID et al., 2011) sont :
- le piégeage direct des ERO ;
- l'inhibition des enzymes impliquées dans le strexydant et la chélation des traces
métalliques responsables de la production des ERO ;

- la protection des systemes de défense antiokyda

D’aprés NIKI (2010), les polyphénols peuvent aglon ces divers mécanismes.
Les propriétés antioxydantes des polyphénols viadgerfonction de leur structure chimique,
les positions et degrés d’hydroxylation jouent upart importante dans ['activité
antioxydante des polyphénols.

L’enzyme polyphénol oxydase a été identifiée ent tare principe antioxydant chez
Urticadioica L. dans une étude faite sur des souris (UPTON3R01
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3. Résistance microbienne et moyens de lutte

3.1. Résistance bactérienne

L’emploi des antibiotiques est assez large et maussi bien le domaine de la santé
humaine et animale que le domaine agroalimentaireevironnemental. Leur recours,
souvent abusif, a entrainé I'apparition de phénaaébantibiorésistance qui se traduisent par

la capacité d’'un microorganisme a résister auxtseffdes antibiotiques entrainant leur

inefficacité. La figure suivante résume quelquegiimes de la résistance aux antibiotiques.

Prescription d’ATBs aux Prescription d’ATBs au Emploi d’ATBs dans les aliments
patients externs patients hospitalis | animaliers dans les ferm
Milieux communautaires Hoépitaux, maisons de Aliments traités entrant dans la
avec contact personnels retraite, établissements chaine alimentaire
proches : ménage peuple, de soins a long tern humaine.Contamination
garderies d’enfants, écoleg environnementale par les ATI

VL A 4 A 4

Pression sélective des ATBs
-utilisation inappropriée des prescriptions.
-vente libre des antibiotiques.
-antibiothérapie incompléte.

-utilisation de doses sous-optimale
d’antibiotiques.

—utilisation d’ATBs comme facteurs de
croissance.

A 4

A

A
Facteurs génétiques

Transfert horizontal de genes de résistance auxsABmi les souches de la

mémeespece et d’especesdifférentes. Dissémindtioale des souches ayant

des avantages de survie particuliers en plus disistance aux ATBs

A
Propagation des bactériesrésistantes aux ATBs gans
la communaute

Figure 8 : Les différentes origines de la résistance awbmtijues (PRESCOT@& al.,
2010).
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3.1.1.. Définition de la résistance

Un micro-organisme est considéré résistant lorsgae concentration minimale
inhibitrice CMI est plus élevée que celle qui irdib développement de la majorité des autres
souches de la méme espece (TORTQRA., 2011).

Cette définition bactériologique de la résistanait @re complétée par deux autres :
Une clinique qui associe la notion de succes ath@é clinique (qui échappe au traitement).
L’'autre génétique, correspond a la présence desgdeaésistance au sein de la bactérie,
détectés par des techniques biophysiques et ouigées (SINGLETON, 1999 ; PRESCOTT
etal., 2010 ; TORTORAet al., 2011).

Parfois, la résistance a un antibiotique confériadésistance a un autre antibiotique, et
c’est ce que l'on appelle la résistance croisées hactéries sont dites multi-résistantes
lorsqu’a la suite d’'une accumulation de résistancaturelles et acquises, elles ne sont
sensibles qu’a un petit nombre d’antibiotiques (TTMRA et al., 2011 ; BRIAND, 2012).

3.1.2. Bases génétiques de la résistance

La résistance bactérienne a un antibiotique estigih@ génétique. Les genes de
résistance se trouvent soit dans le chromosome,daos un élément mobile, comme les
plasmides, les éléments transposables ou les amggla résistance peut étre soit naturelle ou
acquise (TORTORAt al., 2011).

3.1.2.1. Résistance naturelle

On parle de résistance naturelle lorsque toutesdeshes d’'une méme espéce sont
résistantes a un antibiotique. L’expression d’uacire inné, partagé par 'ensemble de la
communauté bactérienne, rend inappropriée l'utibsade certains antibiotiques (BRIAND,
2012).

Des particularités structurales de la paroi celelaempéchant les antibiotiques
d’accéder a leur cible, ou I'absence de cible santant de facteurs, qui conditionnent la
résistance naturelle, c’'est I'exemple des bactaiegenreMycoplasma. Dépourvus de cet
élément constitutif, les mycoplasmes présentent résistance intrinseque agxlactames,
dont le mode d’action consiste en une inhibition lde synthese du peptidoglycane
(PRESCOTTet al., 2010 ; TORTORAet al., 2011).
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D’aprés TORTORAet al. (2011), la résistance bactérienne naturellpeshanente et
d’origine chromosomique. Elle est stable, transrai$® descendance (transmission verticale),

mais elle n'est généralement pas transférable d’baetérie a Il'autre (transmission

horizontale). La résistance naturelle constituenitere d’identification.

3.1.2.1. Résistance acquise
La résistance acquise survient lorsque, seuledgugse souches d’'une méme espeéce,
normalement sensibles & un antibiotique, deviennésistantes. Cette résistance peut étre
acquise par mutation spontanée ou par transfemjétes (NAUCIEL et VILDE, 2005 ;
BRIAND, 2012).

a) Mutation chromosomique spontanée

Elle constitue un mécanisme de résistance auxiatdibes chez environ 10 a 20 % des
bactéries. Une mutation n’affecte qu'un caractéria eésistance ne concerne généralement
gu’un antibiotique ou gu’une famille d’antibiotigai@yant le méme mécanisme d’action. Ces
derniers ne sont pas des agents mutagenes maisntisbuent a sélectionner, de maniére
spontanée, des mutants résistants au sein d’'unggbiop bactérienne. La cause principale de
I'évolution et de I'extension des résistances amtb#otiques est leur prescription a grande
échelle en thérapeutigue humaine. L'utilisation ntilsiotiques, nécessitant de longues
périodes de traitement ou a large spectre d’actsh,aussi un facteur de risque pour la
propagation des résistances (MADIGAN et MARTINK@QOZ ; TORTOTAet al., 2011).

La résistance due a une mutation, se transmet rsente verticalement et non

horizontalement.

b) Acquisition de genes de résistance
La résistance bactérienne par acquisition d’infdiomagénétique exogene représente la
majorité des cas isolés en clinique et s’obsenasidiien chez les bactéries Gram positif que
Gram négatif. Elle peut se faire soit par écharnigectdide matériel chromosomique, soit par
echange d’éléments mobiles tels que les plasmides |Bs transposons qui se transmettent
verticalement ou horizontalement par transductiagnjugaison ou transformation
(MADIGAN et MARTINKO, 2007) (figure 9).
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Bacterophage

Trans poson

Plasmide

Transduction

Plasmide

Mutation

e ——————

Chromocsome

R R .
el ubr?s.,r Transformation

Figure 9: Les différents modes d’acquisition des genes dstadge (R) aux antibiotiques
chez les bactéries (LEVY et MARSHALL, 2004)

La dissémination des genes de résistance aux @igies peut s’effectuer au sein
d’'une méme espéce mais aussi d'une espéece baogadtautre. Ainsi, les souches de
Saphylococcus aureus résistantes a la vancomycine (SARV) auraient acgaicaractere
suite au transfert plasmidique de I'opéxan A, réalisé par conjugaison avielter ococcus
faecalis.

D’apres GUALERZIet al. (2014), le phénomene de résistance est ancigs,lans des
derniéres années le risque est accentué vu lagaisgn de deux facteurs:

- la diminution du nombre de nouveaux antibiotiques ;

- la diminution considérable du temps qui sépardrbishuction d’'un antibiotique en
thérapeutique et I'apparition de souches résistaateet antibiotique. Pour certains
antibiotiques, I'apparition de souches résistagtag presque concomitante a la mise
sur le marché (Imipenéme, Quinupristine).

Le tableau V donne une idée sur le temps écouté éndébutd’utilisation de certains

antibiotiques et I'apparition de germes résistants.
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Tableau V : Antibiotique, début d’utilisation et date d’apfenn des résistances

(PALUMBI, 2001 ; ROBICZEK, 2006)

Antibiotique Débutd’utilisation Apparition des résistances
Sulfonamides Les années 1930 Les années 1940

Pénicilline 1943 1946
Streptomycine 1943 1948
Chloramphénicol 1947 1959
Néomycine 1949 1950
Erythromycine 1952 1988
Vancomycine 1956 1988
Meticilline 1960 1961
Ampicilline 1961 1973
Clindamycine 1969 1970
Piperacilline 1980 1981
Imipeneme 1985 1985
Ciprofloxacine 1987 1987
Quinupristine 1999 2000
Linezolide 2000 2002

La résistance aux antifongiques continue a cratr@ évoluer, compliquant ainsi la

3.2. Résistance aux antifongiques
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prise en charge des malades. Divers mécanismesiraphtjués. Pour le genr€andida,
largement isolé en clinique, la résistance auxvéériazolés intervient par un mécanisme
influant I'efflux médité par des pompes membrargirka résistance a I'echinocandine
intervient par une mutation modifiant la cible nmliaire de cet antifongique (PFALLER,
2012).
Parmi les stratégies proposées pour pallier ssiatedce des champignons, on peut citer
la recherche de nouvelles molécules, I'étude appié de la relation champignon-héte et
'étude génomique. Ceci peut mettre en évidencaalrelles possibilités de traitements, et

permet par la méme occasion la détection de nasveibles (VANDEPUTTEet al., 2011).
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3.3. Résistance aux antiviraux

Pour les agents antiviraux, le traitement qui &€& dle longue durée crée un climat
favorable pour le développement des résistanceoreduit le plus souvent a I'échec des
thérapies. Un moyen pour pallier a cette éventuakt la pratique de test de sensibilité avant
la prescription des traitements ou lorsqu'on cdestBabsence d’amélioration apreés
'administration d’'un traitement donné. Une autmduion pour vaincre la résistance est
'association de plusieurs molécules antiviraleficetes et dirigées contre des cibles
cellulaires différentes. Ces résistances sont @lusidées lorsqu’il s’agit de virus impliqués
dans des maladies endémiques. Par ailleurs, I'ildBferle virus ou la résistance est un défi
pour lintelligence humaine. Des chercheurs sigmatpie parmi les risques majeurs induits
par I'émergence de la résistance est celui liécidinuation dans un traitement de premiere
ligne qui a échoué. Il s’agit de l'accumulation demtations virales qui vont méme

compliquer la prise en charge par les thérapieted&ieme ligne (SIGALOFEt al., 2011).

3.4. Moyens de lutte contre I'antibiorésistance

Dans un contexte ou la résistance aux antibiotigsésin phénomene de plus en plus
préoccupant, une analyse systématique des autré®nopthérapeutigues semble
fondamentale en pathologie infectieuse.

Parmi les stratégies envisageables, il y a laeretie de nouvelles cibles, la découverte
de nouvelles molécules et le sondage de composgamniiiotiques pouvant soigner les

infections.

3.4.1. Recherche de nouvelles cibles

Les biologistes caractérisent sans cesse de nouggaes ou enzymes essentiels a la
survie des bactéries ou a leur virulence. C’estadirpde ces cibles moléculaires que les
laboratoires de recherche envisagent les antibiesigdu futur, qu’il s’'agisse des
modifications de molécules actuelles ou de molécdelicalement nouvelles (TAYGAd8t
al., 2009).

L’exploration des processus métaboliques esserdedsbactéries et la caractérisation
des enzymes qui les catalysent constituent donwaies importantes pour la recherche de
nouveaux points d’attaque potentiels. Cela permedpérer la mise au point de nouveaux

antibiotiques contre lesquels les bactéries n’anbee développé aucune résistance. Autrefois
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empirique, la démarche des laboratoires devient dados rationnelle: c’est a partir des
protéines cibles parfaitement connues que des milekdnhibitrices sont recherchées, et
certaines de ces molécules deviendront probablentest antibiotiques de demain
(FALCONER et BROWN, 2009).

Un exemple de cette démarche est le cas de Ianpiatgcine et de la platencine, deux
molécules isolées dareptomyces platensis, qui s’attaquent a une cible non encore exploitée
a savoir l'inhibition des voies de synthése d’asideas de type Il (WRIGHT et REYNOLDS,
2007).

3.4.2. Recherche de composés non antibiotiques

Une des stratégies efficaces de limiter I'appamitile la résistance serait d'utiliser des
composes «attaquant» les bactéries differemmeast Céxemple des anticorps poly puis
monoclonaux qui représentent une piste thérapemtimajeure avec le développement
d’anticorps dirigés contre les systemes de viridesécifiqgues. La modulation du quorum-
sensing (QS) et des facteurs de virulence en d@péndst une approche en plein
développement en pathologie aigué comme dans lestions chroniques. Enfin, les
bactériophages ou les probiotiques peuvent ausstibeer une solution de recours dans
divers tableaux infectieux (KIPNI& al., 2012).

A la différence des antibiotiques, I'inhibition d@gS n’a pas d’action directe sur la
croissance bactérienne, mais sur la virulence (RUBMANDREMONT, 2004). Il est ensuite
nécessaire que le systeme immunitaire du patientn@ les microorganismes rendus moins
virulents (GEDDES, 2005). Cette voie thérapeutigqeesera cependant efficace que si la

souche responsable de l'infection exerce une viaggrincipalement contrélée par le QS.
3.4.3. Place des plantes médicinales dans la lutientre les résistances aux antibiotiques

L’initiative nécessite de disposer des méthodesvali@ation des propriétés
antimicrobiennes des extraits de plantes et deposé@s purs.

Les méthodes les plus couramment utilisées sonnitaodilution qui permet de

déterminer la CMI et la diffusion sur agar permetide mesurer le diametre d’inhibition.
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Si ces méthodes classiques permettent d’évalufetl’antimicrobien des composeés
testés, une fois I'activité établie, des méthodes glaborées sont requises pour élucider le

mécanisme d’action de ces composés.

Les nouveaux composeés actifs peuvent étre recteddrés les plantes médicinales, car
celles-ci constituent une source potentielle de mmsés antimicrobiens et inhibiteurs des
mécanismes de résistances aux antibiotiques. Et, @& nombreux composés d'origine
végétale ont déja démontré des propriétés antitiemoes. lls agissent selon plusieurs
mécanismes a savoir, la formation de complexes descmacromolécules telles que les
protéines et les polysaccharides inhibant aingisléanctions (polyphénols), la rupture de
membranes microbiennes (flavonoides lipophileqpémoides, défensines) et I'inhibition de
'adhésion de protéines microbiennes aux réceptepotysaccharidiques de [I'h6te
(polypeptides) (MACHEIXet al., 2005).

Les plantes médicinales fournissent également desposés qui n'ont pas
nécessairement un effet direct sur les microorgagss mais qui augmentent ou restaurent
l'activité des antibiotiques en inhibant les mésams de résistance. Ces composés
appartiennent a diverses classes phytochimiquagistent comme inhibiteurs des pompes a
efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides), biteurs des PBP 2a (quinones, terpénoides),
provoquant la perméabilité des membranes bacté@erfterpénoides) et inhibiteurs des

bétalactamases (alkyls gallates).

En plus des mécanismes d'action et des classesogttiytiques auxquelles
appartiennent les composés actifs présentés cisleisy a lieu d’ajouter quelques résultats
importants publiés recemment comme :

- une macrolactone contenant le D-xylose et le L-ni@s®, la pescapréine, a montré un
effet inhibiteur sur les pompes a efflux des MR&8gmentant ainsi I'action de la
norfloxacine (ESCOPEDO-MARTINE# al., 2010) ;

- I'extrait aqueux d’'un meélange de cingq drogues, gmés une double action, d’'une
partil inhibe la formation des biofilms ch@seudomonas aeruginosa et d’autre part il
tue les microorganismes se trouvant dans la mgiN@eNG et al., 2011) ;

- la liaison de deux triterpénes, l'acide oléanoliqetel'acide ursoligue, augmente
I'activité de bétalactames vis-a-vis des soucheSa#ylococcus aureus,

Sreptococcus epidermidise, Listeria monocytogenes (KUREK et al., 2012) ;
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- les huiles essentielles d&/mbopogon citratus et Syzygium aromaticum inhibent la
formation des biofilms cheZandida albicans (KHAN et AHMAD, 2012) ;

- daprés WOJNICZet al. (2012), tous les extraits de plantes testés tamsétude
(dont celui dUrtica dioica) ont montré une activité vis-a-vis Kscherichia coli
uropathogéene et/ou réduction de la masse du bigfilm

- dans une étude faite dans le but de détermindnfitcantimicrobienne d’'un mélange
de 41 huiles essentielles, AOUBtlal. (2013), ont constaté son effet bactéricide vis-a-
vis d'une douzaine de souches microbiennes tesidesi, la diversité des composés
actifs a pouvoir antimicrobien au niveau d’'une daudssentielle rend la résistance
difficile, voire impossible puisque les souchesnmitennes ne peuvent pas opérer des
mutations conduisant a des résistances simultangesvis de toutes les molécules

bioactives.
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4. Plante : Ortie

L’ortie est une des rares plantes que I'on peutneaitre les yeux fermés. Qui ne s’est
jamais laissé surprendre par son contact irrita@e®le « mauvaise herbe », véritable « or

vert » est pourvue de nombreuses vertus médicinales

De nombreuses études ont été menées ces dermessssaafin de mieux comprendre

ses activités ainsi que ses mécanismes d’action.
4.1. Classification et appellations

Regne : Plantae

Embranchement : Phanérogames

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Urticales

Famille : Urticaceae

Genre :Urtica

Espece Urtica dioical.

D’apres BERTRAND (2002) ;BEAUDEOINt al (2009), plusieurs noms vernaculaires
sont attribués a cette plante:
Noms francais :Ortie dioique, grande ortie, ortie piquante, oélievée.
Noms anglais:Nettle, common nettle, stinging nettle, tall netdkender nettle, greater nettle.
Noms arabes:Harayig, bent ennar.

Noms berberes:Azegtouf, tizmi.

Le termeUrtica vient de « urere » qui signifie « bruler » enratice qui fait référence
aux poils brulants et irritants portés par la parite termedioica signifie « dioique ». I
gualifie une espece de plante dont les fleurs netléss fleurs femelles sont portées par deux
pieds différents (deux plantes différentes) a Erse de « monoique » ou les fleurs males et
femelles sont portées par la méme plante (BRUNETZDN2 ; BEAUDEOINet al, 2009).
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4.2. Description botanique et origine dJrtica dioical.

L’ortie est une plante herbacée dioique, nitrophileace par un rhizome ramifié. La
tige dressée de 50 a 120 cm, porte des feuilles dart sombre, opposées, acuminées et
dentées a stipule libre. Les fleurs unisexuéeartéres sont en grappe ramifiée, plus longue
gue le pétiole. Feuilles et tige sont couvertes pods trés urticants, particulierement
abondants au niveau du pétiole. L’effet irritant Klatie provient de ces derniers qui
renferment de l'acide formique (BERTRAND, 2002 ;TA¥VOUCEF, 2006 ; ROMBI et
ROBERT, 2007).

Au microscope, on voit les poils urticants monadeires en forme de pointe aigue, sur
un bulbe basilaire renflé pluricellulaire ; fragiJeces poils se brisent aisément et se vident de
leur contenu trés irritant (ROMBI et ROBERT, 20072 graine est ovoide et aplanie.

4.3. Habitat

L’espéce est présente dans presque toutes lesiségiomonde: I'Europe, I'Afrique du
Nord, I'Asie ainsi qu'en Amérique du Nord et du Sidlante commune dans tout le Tell
algérien.

Présente jusqu'a 2400 métres d'altitude, I'orties plante inféodée au voisinage des
habitations, les décombres et lieux incultes. pbesse sur les terres humiferes et légeres.
Onla rencontre dans les haies, au bord des chemdmss les champs et les jardins
(BERTRAND, 2002 ; DELILLE, 2010).

4.4. Composition chimique

Tableau VI : La composition chimique des différentes partietattie

Références
Partie de la plante Composition chimique bibliographiques
Des composés phénoliques : (LEFIEF-DELCOURT,
-En C6-C3 (acides phénols, scopolétol, 2012).

aldéhydes, alcools) ;
- En C6-C2 (alcoolhomovanilique libre
etglycosylé) ;
Racine - des tanins, des lignanes, des hétérosides
stéroidiques dérivés du sitostérol ;
-Une fraction polysaccharidigye

37



Synthése bibliographique

composée de glycanes, des céramides,
des acides gras ainsi qu’une lectine ;
- Présence de l'acide p-coumarique| et (KRAUSHOFER et
I'acide férulique. SONTAG, 2002).

- Trés fortement minéralisées, (LEFIEF-DELCOURT,
(notamment en fer, en silicium organique, 2012).
calcium, et potassium) ;

- une source de chlorophylle ;
-Renferment également des caroténoides,
des vitamines (A et C) ;
Les parties -De l'acide caféique, chlorogénique |et
aériennes caféylmalique,duscopolétol, du
sétostérol, des acides phénols et| de
nombreux flavonoides ;

-Riches en protéines completes ;
-Les poils urticants contiennent de
I'histamine, de [l'acétylcholine, de la
sérotonine, des leucotrienes et de I'agide
formique ;
-L’" huile essentielle est riche en terpént

D
»

-Riches (25-33%) en lipides a acides gré&UIL-GUERREROet al,
insaturés (acide linoléique, environ 80 Do) 2003).

Les graines avec un peu ded-tocophérol et des
caroténoides.

4.5. Propriétés et utilisations

L’ortie dioique appartient au monopole pharmacewidelle est inscrite sur la liste des
plantes médicinales retenues comme telles par aanptopée Francaise. Aujourd’hui, les
propriétés médicinales de l'ortie sont reconnuestalgs. Cette plante rentre dans la
composition d'une multitude de médicaments allojoais ou homéopathiques et les
recherches se poursuivent et viennent confirmeaioes utilisations empiriques.

L'utilisation de l'ortie est multiple. On I'emploien agriculture, en alimentation, en

cosmétique, en teinturerie, dans I'industrie ddilexet a des fins médicinales.
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4.5.1. Indications de l'ortie en phytothérapie

Plusieurs propriétés médicinales lui sont attrisuée

a) Usage interne

Adaptogene, nutritive, astringente, tonique, atftiastique, stimulante et dépurative.
On la conseille soit en infusion, en capsules oussimrme de jus frais pour tonifier et
redonner de I'énergie, en traitement ou en prégandies calculs rénaux, contre I'anémie,
I'insuffisance cardiaque et le rhume des foins (REXOIN et al, 2009).

Contre l'inflammation des voies urinaires, une déiom d’ortie augmente le débit
d’'urine, tandis que le jus a augmenté I'écoulentBmtine (dG a la teneur en potassium des
feuilles d’ortie) associé a une diminution du poadrporel, de I'cedeme, et la réduction de la
pression artérielle systolique (UPTON, 2013).

BNOUHAM et al (2003) ont enregistré un effet anti hyperglycarnide I'extrait
agueux dJrtica dioica, une inhibition significative de I'absorption diugose dans l'intestin
gréle chez les rats sous anesthésie par une attida sécrétion de l'insuline par les ilots de
Langerhans, par contre ils ont constaté I'abserieffetl hypoglycémiant d’'une solution
agueuse d’ortie.

Tous les composésUditica dioica sont susceptibles de posséder une puissante @ctivit
anti microbienne (GHAEDEt al, 2015). Les huiles essentielles riches en tegppossedent
une activité antibactérienne.

L’ortie seule ou en association avec d’autres plkrgntre dans la composition de
plusieurs produits pharmaceutiques. Par ailleuspuis le début des années 1980, la racine
d’ortie est utilisée pour traiter I'nyperplasie igme de la prostatgyrace a la présence de 3-
sitostérol qui semble agir sur certains tissus tptimgies ou il interfere avec les
prostaglandines (PFEIFER, 2006).

b) Usage externe

L'ortie est aussi utilisée pour traiter les enterda tendinite et la névralgie, ainsi que
pour soulager les douleurs arthritiques et rhummatiss (UPTON, 2013).

On la retrouve dans certains produits pour tragéemaladies de peau comme I'eczéma,
le psoriasis, I'acné et les infections (PIERRE ¥6l.2007). Il a été montré que des capsules
d’'ortie lyophilisée ont montré une légére amélimmatdans le traitement de la rhinite
allergique (UPTON, 2013).
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L’ortie est également utilisée dans plusieurs cdgmés comme les shampoings, car on
lui attribue la capacité de stimuler la croissades cheveux, elle permet de traiter la chute
des cheveux, les cheveux gras et les pellicules.

L’extrait d’ortie qui provient des racines contielgs composeés polycycliques actifs sur

'enzyme intervenant dans la sébogénése (BEAUDESIaL, 2009).

4.5.2. Utilisations non thérapeutiques de l'ortie
4.5.2.1. En cuisine

Les jeunes feuilles sont excellentes cuites, emagsten salade ou comme légume,
compte tenu des acides gras essentiels (n-3) etale$énoides qu’elles contiennent. Elles
perdent d'ailleurs leur propriété urticante lorsgjl€s sont cuites, séchées ou transformées
(GUIL-GUERREROet al, 2003 ; LEFIEF-DELCOURT, 2012).

4.5.2.2. Valorisation des fibres d’ortie

Auparavant, l'ortie était utilisée comme colorardturel vert en raison de sa haute
teneur en chlorophylle. Les fibres de sa tige senta fabriquer du papier de grande qualite,
des cordes, des filets et des tissus dans le mof&wurope (LEFIEF-DELCOURT, 2012).

Durant la premiére guerre mondiale, les Allemands uiilisé les fibres d’ortie pour
fabriquer des tentes, des sacs a dos, les mailotorps et des chaussettes, 85 % de leurs
vétements étaient fait de fibres d’ortie (BEAUDEGINaL, 2009).

4.5.2.3. Au jardin

Au jardin, l'ortie est considérée comme une plagssentielle. On l'utilise en purin
comme tonique universel, en pulvérisation foliate les plantes. Le purin d’ortie a aussi
'avantage de renforcer les défenses naturellepldedes et d’avoir un certain effet répulsif
sur les insectes et les maladies. Ajoutée au congms forme de préparat, l'ortie a pour
effet d’aider le processus de décomposition. Péaptés de I'angélique, de la valériane, de la
sauge ou de la menthe, l'ortie aurait le pouvoiaugmenter leur contenu en huiles
essentielles et en principes actifs (BEAUDE@i\aL, 2009).
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4.5.2.4. En industrie

La grande ortie est utilisée pour I'extraction isttielle de la chlorophylle qui est
employée comme colorant alimentaire (E 140) etedgaht comme agent aromatisant dans
certains dentifrices et chewing-gums (TEUSCH&RIL, 2005).

4.5.2.5. Usage fourrager

L’ortie est également utilisée comme aliment d’alge pour le bétail et la volaille. Ce
sont les Scandinaves qui les premiers I'ont uglisémme fourrage pour leur bétail. Donner
de l'ortie aux animaux était un gage de bonne sdmé maquignons le savaient, c’est
pourquoi ils donnaient des graines d’orties a lehssaux afin de leur donner un poil brillant,
et de les rendre plus fringant quelques temps avaavente (DELVAILLE, 2013).

L’ortie a 'avantage d’étre un fourrage précoceortie seche a une teneur en protéines
supérieure a celle du foin avec 12,8 % contre 5(BSIER, 2011).

41



DEUXIEME PARTIE

PARTIE
EXPERIMENTALE




CHAPITRE I

MATERIEL ET
METHODES




Matériel et méthodes

1. Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau des laboestocommuns | et Il d’analyses
physico-chimiques et le laboratoire pédagogique mérobiologie de [l'université
MOULOUD MAMMERI de Tizi Ouzou, durant la périodelamt du mois de Mars au mois
de Mai de I'année 2016.

1.1. Matériel

1.1.1. Matériel végétal

La planteUrtica dioica L. aété collectée le matin au mois de Mars 2016 tanégion
de Tadmait, une commune de la wilaya de Tizi Ougauwabylie (Algérie), située a 18 Km a
I'ouest de Tizi Ouzou et & 85 Km a I'est d’Alget,ae63 m d’altitude.
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Figure 10:Parties aériennes de l'ortid ktica dioica L. » (Tadmait, Tizi-Ouzou)
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Les parties aériennes de la plante (feuilles ehgsq ont été soumises a un rincage a

I'eau de robinet afin d’éliminer les impuretés, égées puis séchées a température ambiante
et a I'abri de la lumiére pendant quinze jours.

Une fois séchées, les feuilles et graines ont é&léites en une poudre fine préte a

'emploi. La poudre obtenue est conservée dandlaesns en verre a I'abri de la lumiére afin
de faire I'objet d’extraction des polyphénols totdBPT).

1.1.2. Matériel de laboratoire

Tableau VII: Produits chimiques et milieux de culture utilisés

Source

Utilisation

Acétate d’éthyle

Biochem Chemopharma

Extraction des

France polyphénols
Solvants Ethanol Sigma Aldrich
Allemagne
Solubilisation et
Méthanol Sigma Aldrich conservation des extraits
Allemagne
Sigma Aldrich
Folin-Ciocalteu Allemagne
Dosage des
Carbonate de Sodiun Sigma Aldrich polyphénolstotaux
(N&COy3) Allemagne
Réactifs
1-1-diphenyl-2-picryl- Sigma Aldrich Activité antioxydante
hydrazyl (DPPH Allemagne
Biochem Chemopharma Polyphénol standard
Acide gallique Québec
Biochem Chemopharma Antioxydant standard
Acide ascorbique Québec
Sels Chlorure de Sodium Fluka Analytical Préparation de I'eau
(NaCl) Allemagne physiologique
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Milieu Mueller- Conda Pronadisa Repiquage des souches
Milieux de Hinton (MH) Espagne bactériennes et
culture Aromatogramme
Milieu Sabouraud + Institut Pasteur Repiquage des souches
Chloramphénicol Algérie fongiques

Voir annexe 1 pour la préparation des milieux déuce utilisés.

1.1.3. Appareillage

- Spectrophotométre: Vis-7220G. Biotech Engineervignagement CO.LTD (UK).
- Etuve : BINDER. Allemagne.

- Balance de précision : KERN 770. Allemagne.

- Centrifugeuse : HettichUniversal / K2S.

- Autoclave : WEBECO. Allemagne.

- Four Pasteur : BINDER. Allemagne.

- Bain Marie : MEMMERT. Allemagne.

- Agitateur a barreau magnétique non chauffant : GERBIT. Allemagne.

- Broyeur électrique : KRUPS 75. Allemagne.

- Réfrigérateur : ENIEM. Algérie.

1.1.4. Souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées (tableau Vit sles espéces Gram négatif /ou
Gram positif, pathogenes et responsables d’'infestgraves chez I’'homme et dont la plupart
sont résistantes aux antibiotiques. Elles sonvées a 37 °C par repiquage sur milieu gélosé
Muller-Hinton (MH).

Troisdes souches bactériennes utilisées sont deshe® de référence obtenues de
I’AmericanType Culture Collection (ATCC).

Les souches fongiques sont des especes pathogesmnsables de mycoses chez
’homme, repiquées sur milieu Sabouraud + Chloranjol (un antibiotique qui va
empécher les bactéries de se développer sur auindi incubées a 28 °C.
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Tableau VIII;: Les souches microbiennes utilisées

Souches

bactériennes

Escherichia coli
(ATCC25922)

Gram négatif

Provenance

Saphyl ococcus aureus

Gram positif

Laboratoire de microbiologi

D

(ATCC43300) de la FSBSA de Tizi Ouzo
Pseudomonas aeruginosa Gramnégatif
(ATCC27853)
Staphyl ococcus aureus Gram positif | Laboratoire de microbiologi

Klebsiella pneumoniae

Gram négatif

du CHU de Tizi Ouzou

D

Souches

fongiques

Candida albicans

Levure

Aspergillus niger

Moisissure

Laboratoire de microbiolog
du CHU de Tizi Ouzou

e

1.1.5. Molécules de référence utilisées : antibigties et antifongique

Tableau IX: Les antibiotiques et I'antifongique utilisés

Nom Abréviation Dose Compagnie
Gentamycine CN 10 pg/disque
Amoxycilline AMX- AX- AM 25ug/disque
Antibiotiques | Oxytétracycline 0] 30 pg/disque| Bioanalyse
Trimethoprim / SXT 1,25 pg/disque Inde
Sulfamethoxazole 23,75ug/disque
Céfoxitine FOX 30 pg/disque
Amphotéricine B Haupt Pharma
Antifongique Fungizone® / 10% Allemagne

1.2.Méthodes

1.2.1. Extraction des polyphénols par macération

Pour extraire les PPT des différentes parties e (feuilles et graines) de I'ortie par

maceération, nous avons opté pour le protocole dpari MAHMOUDI et al. (2013), en y

apportant quelques modifications : 20 g de la pedhe d’ortie sont macérés a température
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ambiante (25 °C) pendant 2 h avec 100 ml de : éstillée, éthanol 70 % V/V et acétate
d’éthyle, séparément.

Apres filtration sur un tissu mousseline, les dilsr sont centrifugés pendant 20 min a
4000 t/min a température ambiante, filtrés sur grafiltre N°1 et conservés a 4 °C, puis
reconstitués dans du méthanol juste avant utiisgtroir annexe 5).

La figure ci-apres représente le schéma qui rédempmtocole d’extraction suivi :

[ 20g de poudre d’ortie sont macéré}

Adanc
J/ J' v
[ 100m! Eau distillée] [ 100 ml Ethanol] [ 00l Acétate d'éthy ]

l l

[ Filtration sur tissu mousseline ]

v

[ Filtration sur tissu mousseline]

[ Centrifugation 4000 t/min pdt 20min ]

y A 4

[ Filtration du surnagent sur papier filtre Nﬂ [ Filtration du filtrat sur papier filtre N°

N

Evaporation des solvants a températur
ambiant

A4

[ Reconstitution dans du méthanol]

Figure 11: Schéma du protocole d’extraction des polyphénM&HMOUDI et al., 2013).

46



Matériel et méthodes

- Détermination du rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de I'extrait dété&enapres évaporation du solvant, il
estexprimé en pourcentage par rapport a la mass@lende la plante soumise a
I'extractionselon I'équation suivante décrite pslidAHMOUDI et al., 2013) :

R (%) = (M ext / M éch) x100

Ou:
R est le rendement en % ;
M ext est la masse de I'extrait aprés évaporation deasbken mg ;

M éch est la masse de la matiere seche végétale en mg.

1.2.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux (PPT) est effeptug les trois extraits d’ortie :
agueux, acetique et éthanolique selon le protatédeit par (TALBlet al., 2015).

1 ml du réactif de Folin (10 fois dilué) est aut 200ul d’échantillon ou standard
(préparés dans le méthanol) avec des dilutions esaables. Aprés 4 min, 80@ d’'une
solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sonttiaddées au milieu réactionnel. Apres 2 h
d’incubation a température ambiante I'absorbantenesurée a 760 nm.

La concentration des polyphénols totaux est cagcalpartir de I'équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec I'acideqadliAG)selon I'équation suivante :

T=C.V/M

T : Total des composés phénoliques (mg EAG / g d'ebdeai de la plante) ;

C : Concentration de I'extrait équivalente a I'aciddligue, obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de I'extrait (ml) ;

M : Poids sec de I'extrait de la plante (g).

Elle est exprimée en mgéquivalent d’acide gallipae gramme de matiere seche (mg
EAG/g de matiere séche « MS »).
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1.2.3. Estimation du pouvoir antiradicalaire par laméthode au DPPH
a) Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en sohytil présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entr@ 81 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphépyteyl hydrazine par un composé a
propriété antiradicalaire, entrainant ainsi uneot@ation. L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydantsgmissdans le milieu a donner des protons
(SANCHEZ-MORENO, 2002).

On peut résumer la réaction par I'équation repitésedans la figure suivante :

| ‘ .
+ Antioxvdant-OH " + Antioxvdant-O*

DPPH (violet) DPPHH (aunc)

Figure 12: Réduction du radical DPPH par un antioxydant (BRAWILLIAM et al., 1995)

L’antioxydant-OH représente un composé capable&kercun hydrogene au radical
DPPH (violet) pour le transformer en diphényle ylichydrazine (jaune) (BRAND-
WILLIAM et al., 1995).

b) Mode opératoire
2ml de la solution méthanolique de DPPH (0,1 mMjtsgoutés a 50ul de la solution
d’extraits et standard, lemélange est vigoureuseragité, puis les tubes sont incubés a
température ambiante et al’obscurité pendant 3Qitedn
Le blanc est représenté par le méthanol, le témégatif est composé de 2 ml de la
solutionméthanoligue de DPPH. Le témoin positif eseprésenté par une

solutionméthanolique d'un antioxydant standaraidi@ ascorbique.
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La longueur d'onde d'absorption maximale a étélgisésament déterminée. Toutes les

lectures sont effectuées a 517 nm.

c) Evaluation du potentiel antiradicalaire

Pour I'évaluation de l'activité antioxydante, deapproches sont appliquées : d’'une
part, la détermination de la réduction relativerddical DPPHa un temps de référence ou la
détermination de la quantité d’antioxydant nécesgabur réduire 50% de DPPH, et d’autre
part, le suivi de la cinétique de la réduction (SANEZ-MORENOet al, 1998 ; SCHERER
etGODQY, 2009).

Dans la premiére approche, I'activité est défirae lpndice de la réduction de I'activité
antiradicalaire en pourcentage % RSA (Radical Sugee Activity), ou I'absorbance du
mélange réactionnel qui contient le radical libtd’@hantillon de I'antioxydant est reliée
avec l'absorbance du mélange sans aucun antioxydahttion témoin ou contrble) a un

temps t, selon I'équation décrite par (TAL&lal., 2015) :

% RSA = (Abs contréle - Abs échantillon / Abs contble) x 100

Ou : «Abs »est I'absorbance des échantillons a 517 nm.
Les résultats sont la moyenne de deux mesuresésipagcart type.

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la tapatioxydante d’'un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a uroxyaant de référence, comme l'acide
ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthé&sgcomme le  BHT (butyl-hydroxy-
toluene), dont la structure moléculaire cyclique sinilaire a celle de la vitamine E
(MOLYNEUX, 2004).

Pour s’affranchir de linfluence de la concentratialans la majorité des études, la
réactivité est estimée par I'IC 50 (Concentratiahibitrice 50), appelée également EC 50
(Efficient concentration 50), qui correspond a dancentration de I'échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. LésEobt calculées graphiquement par des
pourcentages d’inhibition en fonction de différestiencentrations des extraits testés et du
standard (TORRE#& al., 2006).
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1.2.4. Evaluation de I'activité antimicrobienne

1.2.4.1. Activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des extraits a été d@iaée par la méthode de diffusion sur
gélose décrite par OUELHADg al. (2014).Des boites de Pétri contenant 15 ml diemil
géloséMueller-Hinton en surfusion sont laissédglifiées et séchées a une température de
25 °C/ 30 min. 100 pl de la solutionstandardiséeodulum (16 410 UFC/m) est versédans
chaque boite puis uniformément répartie avec watatToutes lesboites sont laissées séchées
pendant cing minutes. Desdisques stériles en psyatman (6 mm) préalablement imbibés

de 15 ul de chaque extrait ont été déposés aundéda gélose.

a) Repiquage des espéces bactériennes

Les différentes especes bactériennes ont étéudgsgpar la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isol@@ vont servir a la préparation de
linoculum. Les souches fongiques ont été repiquieda méme maniére, I'incubation est
faite a 28 °C.

a) Préparation des pré-cultures

A partir des géloses nutritives inclinées pourdeaches ATCC et des boites de Pétri
(antibiogramme) pour les souches cliniques, noosiseffectué des repiquages des souches
bactériennessur gélose Mueller-Hinton (MH) afinvdia une culture jeune de 18h a 24h en

phase exponentielle de croissance.

b) Préparation et standardisation de I'inoculum

Apres incubation, des suspensions bactériennes pogparées dans de l'eau
physiologique stérile, bien homogénéisées, leurciopaloit étre équivalente a une densité
optique (DO) de 0,08 a 0,10 lue a une longueur @tode 625 nm, qui correspond a une
concentration de £G 10 germes/ml.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit deulure s'’il est trop faible, ou bien de
I'eau physiologique stérile s'’il est trop fort.
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L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutesuivent la préparation de I'inoculum.
c) Aromatogramme (test de sensibilité)

100 pl de la suspension bactérienne standardigéét@metalés uniformément avec un
rateau a la surface du milieu gélosé MH. Des disciériles en papier Wattman (6 mm de
diameétre) ont été imprégnés respectivement avad #i&s différents extraits d’ortie (extraits
agueux, a l'acétate d’éthyle et éthanolique prdataént reconstitués dans du méthanol) puis
déposés délicatement au centre de la gélose MH.

Chaque essai a été répété trois fois.

Un disque de papier Wattman imprégné de méthasehat de témoin négatif.

Le témoin positif est représenté par les différamtibiotiques standards utilisés.

Les boites de Pétri sont maintenues pendant 2 HCapbur une meilleure diffusion des

substances bioactives, puis incubées a 37 °C/2¢seu
d) Lecture des résultats

L’activité antibactérienne est appréciee par laureesles diamétres des zones claires
(en millimetres) qui se forment autour des disques.diamétre de ces zones d'inhibition
inclut le diamétre du disque.

D’aprés MOREIRAet al. (2005), la sensibilité des bactéries cibles enles différents
composés est classée selon les diamétres des dialobition : @ < 8 mm : bactérie non
sensible ; 9 < @ < 14 mm : bactérie sensible ; I <19 mm : bactérie trés sensible et @ >

20 mm : bactérie extrémement sensible.
1.2.4.2. Activité antifongique

La méme technigue a été entreprise pBamndida albicans et Aspergillus niger avec
l'utilisation du milieu Sabouraud + Chloramphénicdla standardisation de I'inoculum
fongique a été effectuée en utilisant une cellldecdmptage (cellule de Mallassez) (voir
annexe 7), et ajuster la suspension fongique jasane charge de 1@ 10 germes/ml.

L'incubation est faite a 28 °C pendant 24 a 48 hrpGandida et 7 jours pour

Aspergillus.
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1.2.5. Analyse statistique

Les résultats ont été présentés par la moyenne siev’écart-type (n=2) ou (n=3) pour
chaque extrait en utilisant le test de Student.

L’analyse statistique a été réalisée par le lopRiatistica version 7.1 en utilisant le test
de l'analyse de la variance (ANOVA) a un facteue st nous permet de vérifier si les
échantillons sont issus de la méme population ésgmtant des différences significatives.

S’il existe une différence significative, le tese #ANOVA est suivi par le test
complémentaire de Newman-Keuls afin d’établir lggeents groupes homogenes. Le niveau

de signification était de 5 %.
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2. Résultats et discussion

Urtica dioica L. est une plante médicinale de la famille descddcees, elle est utilisée

en phytothérapie pour ses nombreuses vertus.

De multiples études phytochimiques de cette esfietkl -GUERREROet al, 2003 ;
GULCIN et al, 2004 ; LAPINSKAYA et KOPY’KO, 2008 ; NENCl@t al, 2012 ; ILIESet
al., 2012 ; ORIC et al, 2014 ; INCEet al, 2014 ; GHAEDIet al, 2015 ; DAOUDIet al,
2015, ABDULKARIM-SALIH, 2015 ; BOBISet al, 2015 ; BELEAK-CVITANOVI et al,
2015 ; CHANDRA- JOSHIet al, 2015 ; BILENet al, 2016), ont révelé la présence de
polyphénols, flavonoides, tanins, des huiles esdla®; ce qui confére a cette plante de
nombreuses propriétés biologiques.

2.1. Rendement d’extraction des polyphénols

Leprocessus d’extraction des polyphénols correspiorld libération des composés
phénoliques a partir généralement des structurssulaires et leur diffusion, aprés rupture

des tissus, vers le milieu extérieur.

Notre extraction nous a permis d’obtenir trois aitér: I'extrait aqueux (Aq), I'extrait
d’acétate d’éthyle (AcEt) et I'extrait d’éthanolt{EH).

Les différents rendements de l'extraction (en mogerx écart type) obtenus en
pourcentage (%), ainsi que la couleur, I'aspect tdais extraits (voir figures 1, 2 et 3 de

'annexe 4) sont illustrés dans le tableau suivant

Tableau X: Aspect, couleur et rendement des trois extraltsteta dioical. (n=3)

Extrait Aspect Couleur Rendement%
Aq Pate collante Brune 9,82 +1,59

AcEt Pateux Verte foncée 25+0,7

Et-OH Pate collante Verte 6,5+1,41
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Figure 13: Rendementd’extraction en (%) des différents etsti@diprtie.

Il ressort a travers I'observation des rendemertgstiiction de la figure 13,que I'eau
distillée donne le meilleur rendement d’extractgmit une moyenne de 9,82 + 1,59 %, suivi
par I'éthanol 6,5 + 1,41 % et enfin 'acétate di¢¢éh2,5 + 0,7 %.

Le test de I'analyse de la variance (ANOVA) a dooné p-value< 0,05, donc il existe
une différence significative, ce qui veut dire daesolvant utilisé influence le rendement
d’extraction. Le test complémentaire de Newman-<keutlassé les solvants en deux groupes

homogenes (voir figure 1 de I'annexe 3).

Dans leur étude sur trois espéces différentes dregirtica du Maroc, DAOUDIet al
(2015), ont rapporté que le rendement de I'extoacést différent d’'une espéce a une autre et
dépend du solvant d’extraction utilisé. Leurs rial montrent que la fraction aqueuse
représente le rendement le plus élevé pdudica urenset Urtica piluliferae, ce qui est
similaire avec notre résultat ou nous avons obientendement le plus élevé avec l'eau
distillée (9,82 + 1,59 %).

Dans la méme étude, en deuxiéme position viemalgidn n-butanolique powrtica
urens et la fraction d'acétate d’éthyle powrtica piluliferae. Par contre, poutJrtica
membranaceda fraction n-butanolique représente le rendenbentlus élevé suivi par la
fraction aqueuse. La fraction d'acétate d'éthylaurptirtica membranaceaa donné le
rendement le plus faible avec 0,50 = 0,22 % et 2,9638 % pouiUrtica urens ce qui est

identique avec notre résultat (2,5 + 0,7 %).

54



Résultats et discussion

2.2. Teneur en polyphénols totaux des extraits d’tie

Le dosage des PPT des parties aériennes d’ortidléfeet graines) a été effectué par la

meéthode spectrophotométrique au réactif de Folioedlteu décrite par TALB&t al (2015).

Le réactif de Folin- Ciocalteu est constitué dmélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique #fMO1,040). Il est réduit lors de I'oxydation
des phénols en un mélange d'oxydes bleus de turggsté de molybdene (BOIZOT et
CHARPENTIER, 2006). La coloration produite est mdmnnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux.

La teneur en composés phénoliques obtenus a padirdifférents extraits (aqueux,
acétigue et éthanolique) a été estimée grace aaurbe d’étalonnage réalisée avec un extrait
de référence, I'acide gallique (figure 14) a diéiéies concentrations (20-200 pg/ml) (WONG
et al, 2006),et exprimée en milligrammes d’équivaletaciie gallique par gramme de

matiere séche (mg eéquivalent d’acide gallique/gndéére seche).

Les résultats obtenus pour le dosage des PPT lksantil’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I'ABt gapportés dans le tableau XI. Les

valeurs sont les moyennes = I'écart type de depétitdons.

Nuage de Points (Feuille de donnéesl 10v*11c)

densité optique = -0,0582+0,0051*x
1,4

1,2 ¢

1,0 ¢

0,8

0,6 |

densité optique

0,4

0,2

0,0 |

0,2 : : : : : : : : : : :
20 ) 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

| [ac gallique]ug/ml:densité optique: r2=0,8175; y =-0,0582 + 0,0051*x|

Figure 14: Courbe d’étalonnage a I'acide gallique.
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Tableau XI: Teneurs en polyphénols totaux des différents ggtexprimées en mg EAG/g

MS (n=2)
Extraits Teneur en PPT en mg EAG / g MS
Aq 8,44 + 0,44
AcEt 1,41 + 0,025
Et-OH 1,02 + 0,021

Le test de 'ANOVA a donné une p-value < 0,05, a& cgvéle une différence
significative : le type de solvant utilisé influenda teneur en polyphénols totaux des
différents extraits. Le test complémentaire de Nawkeuls les a classés en deux groupes

homogenes (voir figure 2 de I'annexe 3).

La figure 15 illustre les teneurs en PPT des diffiés extraits dJrtica dioical.

10 ~

()} ~ (o] ©
1

Teneur en PPT(mg EAG/g MS)

aqueux acétate d'éthyle ethanol

Extraits

Figure 15: Teneur en polyphénols totaux des extraitdrtica dioicalL.

Pour la plante étudiée, nous avons remarqué, & gartableau Xl et la figure 15 une
variabilité des teneurs en PPT. La teneur la plergeé est enregistrée pour I'extrait aqueux
(8,44 + 0,44 mg EAG/g MS), suivi de I'extrait ad&tate d'éthyle (1,41 + 0,025 mg EAG/g
MS), puis I'extrait éthanolique (1,02 + 0,021 mg GAy MS).
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INCE et al (2014) dans leur étude durtica dioica L. (Turquie) ont obtenu un taux en
PPT de I'extraction aqueuse assistée par microsoddd’ordre de 24,64 + 2,36 mg EAG/g
MS, contre un taux pour I'extraction aqueuse ctassi(macération) qui était de 21,54 + 0,01
mg EAG/g MS, ces résultats sont supérieurs au {8t + 0,44 mg EAG/g MS) car leur
extraction a été faite a 40 °C avec une homogéimispermanente ce qui a faciliter la

lixiviation des composés phénoliques.

L’étude faite par CHANDRA-JOSHgt al (2015) sur la méme espéce en Inde montre
que la teneur en PPT de I'extrait acétique était 866 + 0,15mg EAG/g MS contre 1,06 +
0,031 mg EAG/g MS pour I'extrait éthanolique, cerder est proche de notre résultat (1,02
+ 0,021 mg EAG/g MS).

2.3. Mise en évidence de l'activité antioxydante giourcentage de piégeage du radical
DPPH

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH)aréienue pour évaluer I'activité
antioxydante des extraits des plantes, car elleegsinnue comme étant simple, rapide et
efficace en raison de la grande stabilité du radR@ZIN et al, 2008).

Le tableau Xll regroupe les différents pourcentagepiégeage du radical libre DPPH
apres 30 minutes d’incubation pour différentescenitrations des extraitsUitica dioica L.

et de I'acide ascorbique (standard).

Tableau XllI: Pourcentage de piégeage du radical DPPH (n=2)

Les Concentration (ug/ml)
extraits 50 100 150 200 250

Aq 25,44 + 0,62 %4 35,02+ 0,028 %| 36,52+0,24 %  36,64+0,5 % 47,67+024

AcEt 18,27+£1,03 % | 29,34+2,34 % 31,72+0,77 %  35,52+0,9 % 45,61+0,7 %

Et-OH | 41,95+1,32 %, 46,82+0,028% 66,30+ 0,28/% 67,22500 69,07+ 0,25 %

Standard | 86,31+ 0,97 %| 94,62+ 0,76 % 95,52+ 0,34% 95580® | 95,70+ 0,6 %

La forme réduite confére a la solution une colorafiaune pale. Le virage vers cette
coloration et I'intensité de la coloration de lanf@ libre en solution dépend de la nature, la
concentration et la puissance de la substancadit@aire (EBRAHIMZADEHet al., 2010).
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Le pouvoir antiradicalaire des différents extraitslu standard est illustré dans la figure

ci-apres :

120

100 -

[o]
o

M extrait acétique

M extrait aqueux

iy
o

M extrait éthanolique

radical DPPH
(e))
o

M acide ascorbique

N
o

pourcentage (%) de piegeage du

50 100 150 200 250
Concentration (pg/m)

Figure 16: Pourcentage de réduction du radical DPPH par kaaitorbique et les

différents extraits dJrtica dioical.

L'activité antioxydante des extraits est différenedle était de : 69,07%, 47,67%,
45,61% pour I'extrait Et-OH, Aq et AcEt, respectivent. Celle de I'acide ascorbique était
maximale avec 95,7% avec une IC 50 de 28,6 = Qugitl.

La figure 16 montre que lactivité antioxydantesddifferents extraits est dose
dépendante, elle differe selon le type du solvdilisé pour I'extraction organique et la
concentration des extraits, plus la concentratiamaente, plus le pourcentage de piégeage du
radical DPPH est élevé (voir figures 1,2 et 3darexe 6).

Le test de 'ANOVA a donné une p-value < 0,05, ddhexiste une différence
significative, le test complémentaire de Neuwmanldkea classeé les extraits en trois groupes

homogenes (voir figure 3 de I'annexe 3).

Cette représentation (figure 16) illustre bien itiédence de I'activité anti-radicalaire
entre les différents extraits testés. Pour poubign les comparer, des courbes de régression
ont été établies pour calculer la concentratioicate pour réduire 50 % de DPPH (IC 50),
(voir annexe 2). Il est clairement établi que kBcascorbique posséde un pouvoir anti DPPH

plus important.
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Les valeurs d'IC 50 sont données dans la figuressité :

350 ~

300 A
250 -+
200 -
150 -
100 -
) j
0 - T T

ethanolique acétate d'éthyle aqueux acide ascorbique

Extraits et standard

| C 50 (ug/ml)

Figure 17: Valeurs d’IC 50 des trois extraits d'ortie et darstard.

La différence de l'activité anti-radicalaire estseien évidence en utilisant ce parameétre
(IC 50) qui est inversement proportionnel au poétranti-radicalaire d’'un antioxydant, une

valeur d’IC 50 faible correspond a une activitd@ntdante éleveée.

Des figures 16 et 17, nous pouvons conclure qpedeoir antiradicalaire differe selon
le type de solvant utilisé pour I'extraction desnpmsés phénoliques. Il parait que les extraits
éthanoliques sont d’excellents piégeurs de radiddues avec des pourcentages avoisinant
les 70 % et une IC 50 de 94,73 * 3,95 pug/ml, su@s extraits aqueux (presque 48 % et une
IC 50 de 301,32 + 1,73 pg/ml puis les extraitaeétate d’éthyle (environ 45 % et une IC 50
de 298,84 + 4,25 ug/ml). Il serait intéressantriar a une meilleure purification de I'extrait

éthanolique pour son utilisation ultérieure commeoxydant.

D’aprés ces résultats, il parait que I'activitéiaxydante des extraits testés n’est pas en
corrélation avec les teneurs en composés phénsligaeegistrées, cela pourrait étre di aux
variations qualitatives en ces composés influenpéese type de solvant utilisé.

KUKRIC et al.(2012) ont noté une bonne activité antioxydantéederait éthanolique
d’Urtica dioicalL. récoltée en Turquie, un résultat qui concordecde nétre. Ces auteurs ont
obtenu une valeur d’IC 50 de 31,38 + 0,102 pg/ml.
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L’activité antioxydante de I'extrait hydro-alcooligq de I'ortie récoltée en Iran a montré
une IC 50 de 88,33 + 2,88 ug/ml qui est élevéerppport a celle du standard, I'acide
ascorbique qui a donné une IC 50 de 2,8 + 0,62 WYERTIKAEet al, 2012).

Les valeurs d’IC 50 des différents extraits (éttierpétrole, acétate d’éthyle, n-butanol
et éthanol) dJrtica dioicaétaient de 'ordre de 215,96 + 0,066 pg/ml, 7899171 pg/ml,
168,24 + 0,346 ug/ml et 302,90 + 0,141 pg/ml, reipement en comparaison a l'acide
ascorbique utilisé comme standard avec une IC5Q6&j24 + 0,193 pg/ml (CHANDRA-
JOSHIlet al, 2015).

2.4. Mise en évidence de I'activité antimicrobienne
Ce travail vise a montrer la présence ou lI'absetioee activité antimicrobienne des

extraits dUrtica dioica L. et de la comparer ensuite a celles des antipies standards

utilisés (tableau XIllI).

Tableau Xlll: Antibiogramme des germes étudiés en présence fiéedis antibiotiques

(diametre de la zone d’inhibition en mm)

Microorganismes ATB

SXT @) CN | AM | AX | FOX
Escherichia coli (ATCC 25922) 30 22 20 7 NT NT
Staphylococcus aureus (ATCC43300) 32 25 21 16 NT NT
Pseudomonas aeruginosa NT 9 19 8 30 8
(ATCC 27853)
Staphylococcus aureus 9 20 7 7 NT NT
Klebsiellapneumoniae 28 17 18 8 NT NT

Antifongique : Amphotéricine B

Candidaalbicans 25
Aspergillus niger 20

NT : non testé.

SXT: Trimethoprim /Sulfamethoxazol€: OxytétracyclineCN:Gentamycine;
AM /AX: Amoxycilline;FOX: Céfoxitine.
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Les diamétres des zones d’inhibition des bactéde§;andida albicanset Aspergillus

niger testées sont mesurés et résumés dans le tablgau XI

TableauXIV: Activité antimicrobienne des extraits brut&Jdica dioical. (diametre des

zones d’inhibition en mm) (n=3)

Microorganismes £ concentration (160 mg/ml) 2™ concentration (500 mg/ml)

Aq AcEt Et-OH Aq AcEt Et-OH

Escherichia coli 6 + 00 6 + 00 6 + 00 8+14 70 6 + 00

ATCC 25922

Staphylococcus aureus| 714 6,5+0,7 6,5+0,7 8+0 7611 106%

ATCC43300

Pseudomonas 6 + 00 6+ 00 6 + 00 6 + 00 6 +0(Q 14+1/4

aeruginosa

ATCC27853

Staphylococcusaureus | 7,5+2,1 | 9,3+23 6,5+0,7 10,345 11+14 =3

Klebsiella pneumoniae 6,5+0,7 6 £ 00 6 £ 00 9,6 £4,7 6 £ 00 11 +1,7

Candida albicans 155+2,1 6 + 00 6 + 00 19+1/4 6 + 00 6 +00

Aspergillus niger 6 + 00 6 +00 6 + 00 6 + 00 6 +0(Q 6 + 0

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesu8&s +

Les mesures des halos d'inhibition (diamétre dquisinclus) nous ont permis de

classer les microorganismes suivant leur degré&dsilslité aux différents extraits :

- @ <8 mm : bactérie non sensible ;

- 9< @ <14 mm : bactérie sensible ;

- 15<@ <19 mm : bactérie trés sensible ;
- @ >20 mm: bactérie extrémement sensible (MORE#RAL, 2005).
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Six (06) antibiotiques standards sont testés iy souches bactériennes Gram (+) et
Gram (-), nous avons observé que les différentexhes réagissent differemment aux

antibiotiques étudiés (figure 18).

E.coli ATCC 25922 S.aureus ATCC 4330( P.aeruginosa ATCC 27853

:

Figure 18:Témoins positifs réalisés avec les antibiotiqueXT: Trimethoprim/
Sulfamethoxazole Q: Oxytétracycline CN:GentamycineAM /AX: Amoxycilline ;

FOX: Céfoxitine sur les cing bactéries testées.

Plus un antifongique testé sur les deux souchegdaes (figure 19).

Figure 19: Témoins positifs réalisés par I'antifongique (Arof#ricine B) sur les deux
souches fongiques testées.
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Le solvant utilisé pour la reconstitution des difféts extraits était le méthanol, ce
dernier n'a présenté aucune inhibition vis-a-vis d@croorganismes testés (c’est le témoin

négatif).

E.coli ATCC 25922 S.aureus ATCC 4330C P.aeruginosa ATCC 27853

l/ : - o Y""

S.aureus

4

Figure20: Témoins négatifs réalisés avec le méthanol suniesorganismes testés.
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Les figures (21 et 22) illustrent les différentamietres des zones d’inhibition obtenus
avec les différents extraits (160 mg/ml) et (500miYy respectivement, pour les différentes

souches microbiennes testées.

20 -
E
£ 18 A
S 16 -
S 14 -
o 12 -
=
5 10 -+
8 8 - M extrait aqueux
§ 6 - M extrait d'acétate d'éthyle
8 4 - M extrait éthanolique
©
o Z]
¢ ¢ ¢ s o S &
g & @&
(| 0\\ o & %0 \g((‘ 0\\0
Q)C \}:(Q, \‘\0 Q‘\Q; A
oF o &
¢

Microorganismes

Figure 21: Représentation graphique des diametres des zanégbiion en (mm) exprimées

par les extraits drtica dioicaL. (160 mg/ml).

25 +
20
M extrait aqueux

I extrait acétique

M extrait éthanolique

Diametre des zones d'inhibition en

Micoorganismes

Figure 22: Représentation graphique des diametres des zanégbition en (mm) exprimées

par les extraits drtica dioicaL. (500 mg/ml).
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Il ressort a travers I'observation des zones dhitiuin répertoriées dans les figures 21
et 22, que la plupart des microorganismes tegiésdli ATCC 25922,S. aureusATCC
43300, P. aeruginosaATCC 27853,K. pneumoniaeet A. niger) s'averent résistants aux

extraits d’ortie (aqueux, a lI'acétate d’'éthyle ttadolique) a une concentration de 160 mg/ml.

Nous avons noté une sensibilité modéré& dmireusavec un diametre de 11 + 1,4 mm
vis-a-vis de l'extrait a I'acétate d'éthyle contt8,3 £+ 4,5 mm pour I'extrait aqueux. Cette

bactérie était résistante a tous les antibiotiqetsndards testés a I'exception de

I'oxytétracycline avec un @ =20 mm.

S. aureu

S aureus

Figure 23: Effet des extraits aqueux et a I'acétatetaphylococcus aureus

Une sensibilité importante est notée clamndida albicansavec une zone d’inhibition
de 15,5+ 2,1 mm a 160 mg/ml et 19 + 1,4 mm a 5@0wh pour I'extrait aqueux comme le
montre la figure 23. Ce diametre de la zone d'iitinib était proche de celui obtenu avec

I'antifongique testé (@ = 25 mm).
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C.albicans

o
C.albicans .

Extrait aqueux 160 mg/ml

Extrait aqueux 500 mg/ml

Figure 24: Effet de I'extrait aqueux s@andida albicans

Avec une concentration plus élevée de 500 mg/mi(é 21), nous avons enregistré une
augmentation des diamétres des zones d'inhibitiam § aureusATCC 43300S. aureus K.

pneumoniaet Candida albicans

S.aureusATCC4330( S.aureusATCC4330C
e “

Extrait éthanoliqgue 160 mg/ml

Figure 26: Effet de I'extrait éthanolique stiebsiella pneumoniae
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A l'exception dE.coli et A. niger qui demeurent résistants. Pourt&ntcoli était

sensible a la majorité des antibiotiques testés 80 mm pour SXT, @ = 22 mm pour O et @

=20 mm pour CNA. niger a enregistré un diametre de la zone d’'inhibiie20 mm vis-a-
vis de 'amphotéricine B.

E.coli ATCC 25922

\

Extrait d’acétate d'éthy

it

Extrait d’acétate d'éthv

Extrait aaueus Extrait éthanoliau

Figure 28:Résistance &spergillus nigeraux différents extraits testés.

P. aeruginosaATCC 27853a montré une sensibilité modérée vissaee I'extrait

éthanolique a 500 mg/ml (@ = 14 + 1,4 mm) aprésraté résistant a la concentration de 160
mg/ml.

P.aeruginosa ATCC 27853 P | P.aeruginosa ATCC 27853

Extrait éthanoliqgue 500 mg/ml| |g

AN Extrait éthanolique 160 mg/ml

Figure 29:Effet de I'extrait éthanoliqgue slt'seudomonas aeruginosd CC 27853.
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Le test de TANOVA a donné une p-value > 0,05, datatistiquement il n’existe pas
de différence significative, c’est-a-dire que lature du solvant utilisé n’influence pas le
diameétre des zones d’inhibition, c'est-a-directié@té antimicrobienne (voir figures 4 et 5 de

'annexe 3).

GHAEDI et al (2015) ont rapporté que I'extraitUdftica dioicaa une concentration de
25 et 50 pg/ml a montré une activité modeérée wssaE. coli (ATCC 25922) @ = 10,34 et
15,18 mmP. aeruginosa(ATCC 9027) @ = 8,70 et 9,90 mm &taureus(ATCC 6538) @ =
8,50 et 10,80 mm, tout en ayant une faible actieitétreBacillus subtilisS)tATCC 6633) @ =
6,80 et 10,90 mm, respectivement. L'augmentatiorladeoncentration de I'extrait a 100
pg/ml a eu une amélioration significative de l'aité contreE. coli (3 = 16,50 mm) eB.
subtilis (@ = 11,50 mm), une activité modérée correaeruginosa(d = 11,30 mm) et
aureus(d = 10,90 mm).

Une autre étude relative @drtica dioica L. a montré son activité antimicrobienne
notamment avec l'extrait brut, qui par exemple & 1@/ml était actif contre plusieurs
souches bactérienneédinetobacter calcoaceticu8acillus cereusBacillus subtilissubsp.
spizizenii ATCC 6633Micrococcussp.Vibrio parahaemolyticusEscherichia coli Bacillus
subtilis Staphylococcus aureusSalmonella paratyphyet Saccharomyces cerevis)ae
(MODARRESI-CHAHARDEHIet al,2012).

2.5. Discussion générale

D’une maniere générale, les teneurs en extraits \&m@ent non seulement d’une plante
a une autre de la méme famille (lié aux propriegésétiques des plants, a l'origine
géographique, aux conditions et a la durée de atmckle la récolte), mais également en
fonction des parametres de I'extraction solideitigudes polyphénols, le solvant d’extraction,
la taille des particules et le coefficient de dsifun du solvant (LEEt al, 2003).

Selon ALTIOK et al (2008), les hauts rendements sont habituellerobt@nus avec
I'éthanol et le méthanol et leurs mélanges aveaul'den effet, 'eau joue un réle important
dans le processus d’extraction des polyphénolsugmantant leur diffusion dans les tissus

végétaux.
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En plus de ces aspects quantitatifs, quelle guelaanéthode d’extraction appliquée,
elle doit tenir compte de la qualité de I'extraititrement dit de la bioactivité de ces principes
actifs.

D’apres DJAHRAet al (2013), la méthode de macération sous agitatiermet
d’accélérer le processus d’extraction et de mirémis temps de contact du solvant avec

I'extrait tout en préservant la bioactivité de cesstituants.

La décoction permet d’extraire les tanins conders@sus par leur action fongicide et
la macération par le méthanol parait favorable pdextraction des flavonoides
(MAHMOUDI et al,2013).

AOUCHICHE et BOUMEGHAR (2015) dans leur étude serldurier et les sous-
produits oléicoles ont montré que les extraits wiggaes a I'éthanol présentent un meilleur
rendement par rapport a I'acétate d’éthyle, celtatsest en accord avec le nétre (AcEt avec
2,5+0,7 % et Et-OH avec 6,5 + 1,41 %).

Une étude faite par NENCBt al (2012) a démontré que les feuilles d’ortie saevag
récoltées en Turquie au mois de Mars contenai@298, % d’acide chlorogénique et 0,6237
% de rutine. Le contenu en composés phénoliguainde de mars a Septembre a la fois
dans les échantillons sauvages et cultivés. Cé&elifces sont dues a 'origine de la matiere
premiere (la culture ou la flore spontanée). Lavetla méthode HPLC pour I'analyse des

polyphénols est reproductible.

DAOUDI et al (2015) dans leur étude sur d'autres espéces dte @¢ética ont
constaté que les taux en composés phénoliques favemoides sont variables. Dans les
extraits méthanoliques, les taux les plus élevésodgposés phénoliques se rencontrent dans
I'extrait d’Urtica piluliferae (2,313 £ 0,3 mg EAG/30 g MS) Elrtica membranace#él,498 +
0,09 mg EAG/30 g MS), par contlédrtica urensprésente un taux tres faible par rapport aux
deux autres (0,06 £ 0,029 mg EAG/30 g MS).

La fraction aqueuse Udttica piluliferae a montré un taux élevé en composeés
phénoligues avec (2,313 + 0,298 mg EAG/30 g MB)ica membranaceavec (0,453 + 0,05
mg EAG/30 g MS) un taux élevé que celuddica urensqui est de I'ordre de 0,098 + 0,002
mg EAG/30 g MS. Ces résultats montrent principal@ntgie les composés phénoliques ne
sont pas abondants au niveau des fractions alc@slige qui revient probablement a la

solubilité relative des polyphénols présents daaplantes étudiées.
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En effet, la solubilité des polyphénols est conditiee par le type de solvant utilise.
Pour une haute récupération de polyphénols, leanétrest le solvant approprié (FALLEM
al., 2008).

Une étude qualitative des CPUdtica dioica faite par ORIC et al (2014), a
mentionné que le composé abondant contribuant sy6 % d’extrait par poids était I'acide
5-0 caféoylquinique (communément appelé acide ofgkamique), suivi par la quercétine 3-O-
rhamnosyl-glucoside (rutine) et 3-O- glucoside disercitrine). La plus forte teneur de ces

COMpOosEs a été enregistrée dans les extraitsflerdscence.

Les précurseurs de I'acide chlorogénique, I'acidanique et I'acide caféique étaient
aussi importants dans les parties aériennes. Bsuautres composés détectés étaient présents

en quantités infimes, leur contenu total ne déepagsas 0,19 % d’extrait en poids.

La composition des racines était différente, aweddtection des composés suivants :
acide p-coumarique, l'acide quinique et scopolétiear teneur totale ne dépassant pas
0,086% d'extrait en poids.

Des macérats alcoolisédditica dioicaont donné une teneur en polyphénols totaux de
'ordre de 326,84 + 10,25 mg EAG/g MS, des flavoeédlavonols (18,34 = 2,41mgEQ/g
MS) et des flavonoides totaux(112,04 + 4,38 mgBEQ@®&) dans I'étude réalisée par BOBS
al. (2015).

BOUDHRIOUA et al (2009); VASILEIOS et al (2010), ont rapporté que les
variations en teneur de polyphénols est dépendal®@e conditions climatiques et
géographiques, des conditions de culture et le édelgr maturité, mais aussi de I'état
physiologique et I'age de la plante (DE LEONARDSaL, 2008).

L’'addition de I'eau aux solvants organiques augmdatsolubilité des polyphénols par
modulation de la polarité du solvant organique.t€€etugmentation est peut étre due a
I'affaiblissement des liaisons hydrogéenes dansddstions aqueuses. Elle pourrait également
étre due a l'augmentation de la basicité et deniation des polyphénols dans de telles
solutions (MOHAMMEDI, 2011).

ALTIOK (2010) dans son étude a démontré que laksiitel des polyphénols dépend
principalement du nombre de groupements hydroxgleqoids moléculaire et de la longueur
de la chaine carbonique du squelette de base.eBtasiacteurs influencent I'extraction des
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composeés phénoliques a partir de la matiere végek que le type et le volume du solvant
utilisé, la taille des particules de I'échantillole, temps d’extraction, les conditions de
stockage de I'échantillon, le pH et la température.

Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu n’est ppécifique aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec ce ramtiiant un taux phénolique apparent
elevé (TAWAHAet al, 2007).

En outre, certaines substances, telles que la vieai@, les caroténoides, les sucres
réducteurs et les acides aminés phénoliques, peueen réduisant le complexe
phosphotungstique-phosphomolybdique interférepptinire & une surestimation de la teneur
en CP (GOMEZ-CARAVACAet al, 2006). En fait, cette méthode donne un aperg¢uasu

gualité réductrice d’'un ensemble de composeés endda polyphénols.

Le test au DPPH n’est pas quantitatif, il permetomparer différents extraits entre eux
selon leur capacité a piéger ce radical et aingpmécier les variations qualitatives des
composeés phénoliques. L'évaluation de I'activitdiradicalaire doit étre interpréter avec
précaution du fait que I'absorbance du DPPH a 51@mninue sous I'action de la lumiére, de
I'oxygene, en fonction du pH et le type du solvadditionné a I'antioxydant.

Tous les extraits d€apparis spinosd.. ont montré un effet antioxydant. L’extrait
meéthanolique des bourgeons a fleur, fleurs et dets immatures de cette plante a présenté
l'activité antiradicalaire la plus élevée (78,34 $tijvi par I'extrait aqueux avec une activité
de 74,47 %, valeurs supérieures a celles obtenaiesiqux antioxydants de référence : la
rutine (73,76 %) et I'acide gallique (76,59 %) (MEDUR et al, 2013).

Dans l'étude faite par INCEet al (2014), les activités antioxydantes des extraits
obtenus par différentes méthodes ont montré ddéreliices statistiquement significatives.
Pour I'extraction assistée par micro-ondes, I'at#iantioxydante de I'extrait d’ortie obtenu
était de 4,16 £ 0,02 mg DPPH/g MS, significativemelus élevée que celle obtenue par la
méthode classique (3,86 + 0,01 mg DPPH/g MS) égaitrexprimée en pourcentage de
piégeage des radicaux DPPH avec 57,19 % et 63 &3péctivement, ces deux pourcentages
sont statistiquement significativement différentls. ont conclu qu’il n’y avait aucune

corrélation entre I'activité antioxydante et lagenen PPT.

Une autre étude faite aussi en Iran sur deux aettgaits mais dans des périodes de

développement différentes a montré que pendantofaigon, la plante a un pouvoir de
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piégeage des radicaux libres plus fort qu'aprétolaison, avec des IC 50 de 8,4 + 0,1 mg/
ml pour I'extrait aqueux pendant la floraison, 1%70,2 mg/ml aprés la floraison, 12,4 +
0,1mg/ml pour I'extrait d’éther pendant la floraiset 22,5 + 0,2 mg/ml apreés la floraison.

Le standard a donné une IC 50 de 5 £ 0,2 mg/m| (AARED et al, 2011).

Les résultats de pourcentage d’inhibition du rddi2BPH obtenus, révelent que les
extraits d’ortie possédent une activité antiradical dose dépendante. En effet, KANGal
(2003) ont suggéré que les extraits des végeétaincantiennent des molécules polaires

montrent une activité anti radicalaire élevée.

Ce reésultat est confirmé par DAMAKt al (2008), qui ont rapporté que la

concentration en PPT est corrélée significativeragat la capacité antioxydante.

Six Lamiaceae aromatiques de I'Algérie occidentah¢ fait 'objet de I'étude de
TAMERT et LATRECHE (2015), parmi elles trois plastepossédent une activité
antioxydante importante, il s’agit@riganum vulgareMentha pulegiunet Thymus vulgaris
dont les IC 50 enregistrées pour les trois extraitsanolique, décocté et infusé sont
respectivement comme suit : 0,74 + 0,05 mg/ml, &82025 mg/ml et 1,29 + 0,057 mg/ml ;
0,76 £ 0,015 mg/ml, 0,65 + 0,028 mg/ml et > 2 mg/rh|07 £0,013 mg/ml, 1,06 = 0,014 et
1,72 + 0,1 mg/ml. Alors que les extraits Batureja calaminthaont exprimé un pouvoir
antioxydant modéré.

L’acide ascorbique a enregistré une faible IC 583& 0,013mg/ml). En la comparant
avec celles enregistrées avec les extraits, ilg@narqué que I'extrait décoctéQtiganum
vulgare était plus puissant que le standard analysé. Capguiouve l'efficacité antioxydante
de I'extrait de I'origan.

Les valeurs de I'IC 50 obtenues pour I'acide asicud et I'extrait aqueux dBistacia
lentiscusétaient de 6,71 £ 0,19 et 9,86 + 0,37 pug/ml, reppament dans I'étude faite par
IRATNI et al (2015) sur cette plante.

L’activité antimicrobienne d’'un extrait de plantst @robablement due a la présence de
synergie entre le nombre de composants qui lodsgabnt séparés deviendraient inactifs
individuellement (RIOS et RECIO, 2005). De plusn&thode d’extraction et les solvants

utilisés pour I'extraction pourraient étre a I'arig de ces résultats.

72



Résultats et discussion

Tous les extraits testés dans notre étude ont pEEgiivement au moins sur une des
souches microbiennes testées, ce qui confirme guaanhteUrtica dioicalL.est douée de
propriétés antimicrobiennes.

Les résultats des tests de I'activité antibact@genbtenus par KORPé& al (2013) ont
démontré que I'extrait méthanolique des feuillddrtita pilulifera avait une activité contre 9
agents pathogenes dorigine alimentaire sur 11 lsmmidestées, et 4 agents pathogenes
transmis des plantes sur 5 souches testées. Em tegrextraits méthanoliques des graines
d’'Urtica dioica et Urtica pilulifera avaient une activité contre 11 sur 16 et 9 desls=sl
testées respectivement.

La méme étude a montré que I'extrait méthanoliceeegiaines d. pilulifera était trés
efficace contréEnterococcus gallinarun@ = 14,8 mm), alors que I'extrait méthanolique de
racine avait la plus forte activité conteéreptococcus pyogené® = 20,0 mm). Ces deux
extraits étaient également efficaces contre less tphytopathogénes testé&davibacter
michiganensis« @ = 31,8 mm et 14,7 mm respectivemeRsgeudomonas tomaét Erwinia
caratovaraavec un @ = 12,3 mm et @ = 10,3 mm pour I'extilairacine respectivement. En
outre, I'extrait méthanolique des grainetJddioica était tres efficace contnéanthomonas

vesicatoria(@ = 27 ,3 mm).

L'étude de BOBISet al. (2015) sur différentes plantes datica dioica a montré que
cette derniére est dotée d’'un effet antibactérignles souches bactériennes testées, et les
diamétres des zones d’inhibition étaient : 18 £rrh pourS. aureusATCC 6538P, 11 + 0,4
mm pourBacillus cereusATCC 14579, 6 + 0,3 pouUE. coli FV 755-0139, 6 + 0,2 mm pour
P. aeruginosaATCC 27853 et 6 + 0,3 mm po& typhymuriumATCC 14028.

Les extraits phénoliques des trois especes du dgémiea dans la région de Meknes
recelent une diversité en métabolites secondaides tanins galliques, des flavonoides, des
stérols, des triterpénes et des leucanthocyanesOUDA et al, 2015). L’activité
antimicrobienne de ces extraits phénoliques tesgta-vis des germes pathogenés coli,
Staphylococcus aureu®seudomonas putidat Klebsiella pneumoniae’ont aucun effet
inhibiteur sur ces derniéres.

Par ailleurs, I'absence d'effet bactériostatique bagtéricide sur ces souches testées
pourrait étre dusoit a la résistance de cellesacbien a l'insuffisance du volume et de la

concentration utilisés.

73



Résultats et discussion

TREKI et al. (2009) dans leur étude slihymus hirtus ont montré que parmi les
souches Gram positiBacillus amyloliquefacienétait la plus sensible pour la phase acétique
avec un @ = 17,5 mm, comparativeme@taphylococcus spu contenu des phases acétate et
n-butanol de la plante étudiée. Par ailleRseudomonas sprésente une inhibition marquée
par rapport a toutes les bactéries Gram négastawis du contenu flavonique de la phase
acetate avec un @ = 15,5 mm. Alors que I'extraivdhique de la phase n-butanol était actif

sur les trois souches Gram négatf coli, Pseudomonas sg Proteus vulgaris

Les différents extraits apolaires #aymus vulgarisgémoignent d’une tres forte activité
bactériostatique (YAKHLEFet al, 2011). Les deux extraits a I'éther de pétroleaet
dichlorométhane étaient actifs su8.:aureusd = 42,2 £+ 1,5 mm et 37,6 =+ 1,2 mr8,; aureus
ATCC 25923 @ =459+ 1,6 mmet 39,1 + 1,4 mi rolid = 33,6 £ 1,0 mm et 28,3 + 0,3
mm ;E.coliATCC 25922 @ = 42 £ 1,5 mm et 36,1 + 0,8 mR aeruginosaATCC 27853 @
= 23,6 £0,4 mm et 19,5 £ 0,5 mnsalmonella typhimuriur@ = 32,1 + 0,5 mm et 28,8 £ 0,7
mm, respectivement.

De méme, une puissante activité a été enregistség-wis deCandida albicansATCC
2071 avecdes @ = 64,1 £ 1,8 mm et 63,9 = 1,8 roun |es deux extraits respectifs.

Alors que I'extrait agueux déhymus vulgarigtait inactif sur toutes les souches testées
a I'exception des. aureusATCC 25923 qui était sensible avec un diametr@s@ + 0,5 mm.

En comparaison avec les extraits ldeurus nobilisqui étaient moins actif, ou les
extraits a I'éther de pétrole et au dichloromééhant donné des diametres de 13,2 + 0,2 mm
et 17,2 + 0,3 pous. aureus 14,5 + 0,5 mm et 16,4 £ 0,3 pddr albicansrespectivement.

E. colia donné un diamétre de 21,1 + 0,5 mm pour I'éxtnéthanolique et 12,4 + 0,3

mm pour I'extrait au dichlorométhane.

DJENANE et al (2012) ont obtenu des diametres des zones ditidnbvis-a-vis de
SalmonellaEnteritidis de I'ordre de 16,20 + 1,2 mm et 13,2,20 mm respectivement pour
I'oleuropéine et I'extrait brut de feuilles d’oleti. Cependant, les diameétres d’inhibition vis-a-
vis deS. aureusetaient de 30,18 + 2,10 mm et 16,33 + 1,80 mm polauropeine et I'extrait
brut respectivement. Alors que ceux obtenus [pouaeruginosaétaient de 15,57 + 2.15 mm
et 15,29 + 1,9 respectivement.

MEDDOUR et al. (2013) ont montré que I'extrait méthanoliqueGhpparis spinosa..

s’est révélé inactif sur toutes les souches étsdjéelle que soit la dose utilisée.
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Résultats et discussion

L’extrait agueux est sans action sur les soudBesoli et P. aeruginosaet cela
indépendamment de la dose. Cependant, a une ddsg/amel cet extrait est actif s&.aureus
avec un diametre de 9,5 £ 0,5 mm. L’extrait éthepdtrole possede un effet inhibiteur de la
croissance bactérienne dose dépendante &wauareuga 1 g/ml le diametre était de 12,38 +
0,88 mm).

De méme, l'extrait dichlorométhane a montré uneivét anti S. aureusdose
dépendante, mais cette activité disparait aveose d25 mg/ml. Cet extrait s’est révélé actif
sur E. coli et la zone d’inhibition mesurée était de 11,75,350mm avec une dose de 500

mg/ml.

Les résultats obtenus dans I'étude faite par KANQdtfMdL (2015) sur quatre souches
fongiques ont montré qu@. albicansATCC 1231 était la souche la plus sensible a 50mhg
de I'extrait méthanolique de feuilles de grenadepmuuisant la plus grande zone (24,33 +
1,53 mm). Toutes les autres souches testées oelog@e le caractére d’'intermédiarité vis-a-
vis du méme extrait, sauf poRhodotorulaspp qui a développé un caractére de résistance a
3,125 mg/ml de méme extrait.

Par ailleurs, ils ont observé aussi dtiealbicansATCC 1231,Rhodotorulaspp etC.
albicans|IP 444 étaient les souches les plus sensibleexriaits testés avec des diametres
d’inhibition respectivement de 24,33 + 1,53 mm,£260 mm et 22, 1 + 2 mm pour I'extrait
méthanolique des feuilles de grenade et 25,5 #vh 24,5 £ 0,5 mm et 24 £ 0,5 mm pour
I'extrait éthanolique a 50 mg/ml d’extrait testé.

Pour la souche&C. albicansclinique la plus résistante, elle a présenté demétres
d’inhibition respectifs de 21 + 00 mm et 20 + 00 npour I'extrait méthanolique et
éthanolique a 50 mg/ml.

L’étude effectuée sur cing souches @ealbicansa montré que ces derniéres étaient

sensibles aux extraits organiques et aqueAxteimisia mesatlentic€GHAZI et al,, 2015).

En effet, HAYOUNI et al (2007) ont montré que la méthode d’extractiotaetature
du solvant peuvent influencer I'activité antimicrefine des composés phénoliques des
plantes.Le diametre de la zone d’inhibition difféfane bactérie a une autre et d’'un extrait a
unautre. La variation de Il'activité antimicrobiendes extraits explique les variations de

leurscompositions chimiques.
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Résultats et discussion

D’autres études ont rapporté que les huiles esdlestiont la plus grande efficacité dans
le traitement des pathologies infectieuses (RIOREEIO, 2005). Ceci est confirmé par une
étude réalisée par BENMILOUD (2014), qui a port& $a révélation de lactivité
antimicrobienne des extraits d’'une plaNtepeta amethystin@queux, éthanolique, éthérique
et I'huile essentielle) vis-a-vis de trois souckesCandida albicangIPP 444, ATCC 26790
et ATCC 10231). Ses résultats montrent I'absenedfat’ inhibiteur des différents extraits
testés a I'exception de I'huile essentielle quicart des zones d’inhibition importantes qui

sont respectivement de 37,40 mm et 45 mm.
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CONCLUSION



De nos jours, un grand nombre de plantes aromatigienédicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trota nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacologie, ¢okgi et I'agriculture. Ce regain
d’'intérét vient d’'une part du fait que les plantesdicinales représentent une source
inépuisable de substances bioactives, et d’autre lps effets secondaires induits par les
médicaments inquiétent les utilisateurs qui seuraient vers des soins moins agressifs pour
'organisme.

Dans le présent travail, difféerents aspedtitita dioical. ont été étudiés: la teneur en
polyphénols totaux, les activités antioxydanteaetimicrobienne des extraits aqueux, a
'acétate d’éthyle et éthanolique.

L'extraction des polyphénols totaux des partiseanes (feuilles et graines) de la
plante a permis d'obtenir des rendements qui éifteen fonction des solvants utilisés : I'eau
distillée, I'acétate d’éthyle et I'éthanol avec 3,8 1,59 %, 25 £ 0,7 % et 6,5 £ 1,41 %
respectivement.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminééep@actif de Folin-Ciocalteu pour
I'extrait aqueux, a I'acétate et éthanolique etMakeurs respectives étaient comme suit : 8,44
+0,44 ;1,41 + 0,025 et 1,02 £ 0,021 mg EAG/g ddiene seche.

L’activité antioxydante des différents extraitdJdica dioica L. a été évaluée par la
méthode de réduction du radical libore DPPH. L'IC&6té estimée a : 301,32 + 1,73 pg/ml
pour I'extrait aqueux, 298,84 * 4,25 pg/ml pourxtrait d’acétate d’éthyle et 94,73 + 3,95
pag/ml pour I'extrait a I'éthanol contre 28 ,6 + 0,4g/ml pour le standard (acide ascorbique),
ce qui confirme qWrtica dioicaL. est douée d’'un pouvoir antioxydant.

En effet, la capacité antioxydante la plus élewé&é observée dans I'extrait a I'éthanol
(solvant polaire). Par contre elle est faible pl@srdeux autres extraits (aqueux et a 'acétate
d’éthyle).

L’activité antimicrobienne a été déterminée surqgcsouches bactériennes et deux
souches fongiques, selon la méthode de diffusiomslieu gélosé. Les résultats indiquent
gue les trois extraits possedent une activité aotohienne au moins sur une souche
microbienne saufspergillus nigeletE. coli qui étaient résistants.

A la suite de ces résultats, certaines perspediiiraposent :

- élargir le spectre d’étude en étudiant la plangaittes régions a des fins comparatives;
- faire un screening phytochimique complet afin detkeér la présence ou I'absence de

certains métabolites secondaires (flavonoideshsasaponosides, cires...etc) ;
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- caractériser les composés actifs dans les differexiraits (étude qualitative) en vue
d’identifier les différentes molécules responsaldles différentes activités biologiques
de cette plante;

- realiser une étude toxicologique de cette plante ;

- étendre I'éventail des tests antioxydantset amtobiens et pourquoi pas tester les
activités anti-inflammatoire et antidiabétique.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro netgole qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle bglegnent actives, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approforslie les activités antioxydante et
antimicrobienne des extraits de cette plante.

L’exploitation industrielle des sources natureléasntioxydants dépend de nombreuses
exigences : concentration €levée en moléculesesstapprovisionnement suffisant, régulier
et si possible non saisonnier, bonne conservateotadnatiere premiere, colt raisonnable,
facilité d’extraction, caractére faiblement aromaé des préparations, absence de toxicité des
composés présents dans I'extrait, autorisationléédaitilisation en industries alimentaire,

pharmacologique ou cosmétique.
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Annexe 1:
Composition des solutions et milieux de culture uisés

» Eau physiologique stérile(composition en g/l)

* Chlorure de sodium(NaCl).............coooiiiiiiinnnn. 9g.
o Eaudistillée........cooviiiiiii 1000ml.
e pH=7.

e stérilisation a 120°C/15min.

» Gélose Mueller Hinton (composition en g/l)
 Extraitdeviande .............ccciiiiiiiiiice e .30
o AMION e 1,59

* Hydrolysat acide de caséine ..............................17,5¢g



Annexe 2 : Courbes de régression de I'activité amtkydante qui ont servi au calcul de
I'IC 50.

45 - y=0,1217x + 13,834 ¢
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Figure 1: Activité antioxydante de I'extrait de I'acétat&@thyle
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Figure 2 : Activité antioxydante de I'extrait aqueux
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Figure 4 : Activité antioxydante du standard (I'acide asigue)




Annexe 3 :Résultats des tests statistiques

Tests Univariés de Significativité pour rendement(%) (Feuille de données1)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 223,8704 1| 223,8704 102,8304 0,002043
etraits 61,6908 2 30,8454 14,1682 0,029621
Erreur 6,5313 3 2,1771
Test de Newman-Keuls ; variable rendement(%) (Feuille de donnéesl)
Groupes Homogeénes, alpha =,05000
Erreur : MC Inter = 2,1771, dl = 3,0000
etraits rendement(%) 1 2
Cellule N° Moyenne
2 acétique 2,000000 Fkkok
3 éthanolique 6,500000 Fhkk | ek
1 agueux 9,825000 Forkk
Figure 1 :tables de TANOVA et Newman Keuls pour les réssltdt rendement
d’extraction des polyphénols
Tests Univariés de Significativité pour teneur en PPT (Feuille de donnéesl)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 78,77127 1| 78,77127 1203,380 0,000053
extraits 69,67491 2 | 34,83745 532,208 0,000149
Erreur 0,19637 3 0,06546
Test de Newman-Keuls ; variable teneur en PPT (Feuille de donnéesl)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = ,06546, dl = 3,0000
extraits teneur en PPT 1 2
Cellule N° Moyenne
3 éthanolique 1,025000 Frkx
2 acétique 1,407500 Fokkk
1 aqueux 8,437500 Forkk

Figure 2 : tables de TANOVA et Newman Keuls pour les résgliditi dosage des

polyphénols totaux



Tests Univariés de Significativité pour % DPPH (Feuille de donnéesl
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p

Effet Liberté
ord. origine | 60601,24 1|/ 60601,24| 708,5743 0,000000
extraits 11863,88 3| 3954,63 46,2391 0,000000
Erreur 1368,41 16 85,53

Test de Newman-Keuls ; variable % DPPH (Feuille de donnéesl)

Groupes Homogeénes, alpha =,05000

Erreur : MC Inter = 85,526, dl = 16,000

extraits %DPPH | 1| 2 | 3

Cellule N° Moyenne
2 acétique| 32,0920Q ****
1 aqueux| 36,25800 ****
3 éthanolique|| 58,28600 hokkk
4 standard| 93,54800 s

Figure 3 :tables de TANOVA et Newman Keuls pour les résugltdii pourcentage de

piégeage de DPPH par les extraits et le standard

Tests Univariés de Significativité pour diametre (Feuille de donnéesl)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 977,8519 1/ 977,8519 202,0355 0,000000
extraits(cl) 4,0181 2/ 2,0090 0,4151 0,666440
Erreur 87,1200 18  4,8400

Figure 4 : table de TANOVA pour les résultats de I'activaétimicrobienne (C1=160
mg/ml)

Tests Univariés de Significativité pour diametre (Feuille de donnéesl)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 1510,458 1 1510,458 136,3053 0,000000
extraits(c2) 22,447 2 11,223 11,0128 0,382984
Erreur 199,466 18 11,081

Figure 5 : table de 'ANOVA pour les résultats de I'activai@timicrobienne (C2=500

mg/ml)




Annexe 4 :Couleurs et aspects des extraits obtenus

Figure 2 :Extrait éthanolique : péte collante, couleur @ert

Figure 3 :Extrait a I'acétate d’éthyle : Pateux d’'un vertdén



Annexe 5 : Les différentes étapes de I'extractiones polyphénols par macération

Figure 1 :Les parties aériennes seches Figure 2 : Poudre fine d'ortie
(Feuilles et graines) de l'ortie

Figure 3 : Etape de macération Figure 4 : Filtration sur tissu mousselin

Figure 5 : Centrifugation des filtrats Figure 6 : Filtration sur papier filtre N° 1



Annexe 6 : résultats de l'activité antioxydante

Figure 3 : acide ascorbique



Annexe 7 : Procédure de comptage avec la cellule Malassez

La cellule de Malassez est une lame de verre gpajgorte a sa partie supérieure un réseau
de lignes gravé perpendiculairement et qui délimikeur croisement 100 rectangles d’égale
surface :

- 25 rectangles divisés en 20 carrés
- 25clairs
- 50 divisés (lignes horizontales)

Le quadrillage total de la cellule a un volume de.1
Mode opératoire

- On compte le nombre de celluldssur 10 petits rectangls (sur 2 diagonales)

- On calcule le nombre de cellulesurun rectangle N/10

- Le volume du petit rectangle est 0,01 pl

- On calcule le nombre de cellules sur toute lautl[100 rectangles ou le grand
rectangle) soit un volume total de 1 ul (0,01 |4l09) puis on rapporte aul de la
suspension.

Le nombre de cellules est calculé selon I'équation

Nombre de cellules /ml = n x 100 x £ n x

Tenir compte du facteur de dilution



Résumé

Urtica dioica L. est une plante médicinale appartenant a la laméds Urticacées, cette espece connue
sous le nom de « Azegtouf », est tres répandue angll algérien. Plante tres utilisée en médecine
traditionnelle pour ses nombreuses vertus.

L'objectif de notre travail était d'extraire leslpghénols de l'ortie, de les doser et d'évaluer le
activités antioxydante et antimicrobienne des diffiés extraits

Les extraits secs ont été obtenus par macératiorutdéisant I'eau distillée et deux solvants
organiques : l'acétate d’éthyle et I'éthanol. Leadements respectifs sont : 9,82 £ 1,59 % ; 2,540 et
6,5+ 1,41%.

La teneur totale en composés phénoliques a ééndiéee en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, elle est de 8,44 + 0,44 ; 1,41,828 et 1,02 £ 0,021 mg EAG/g de matiere séche kans
extraits aqueux, d'acétate d’éthyle et d'éthaespectivement.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilis@ntéthode de réduction du radical libre DPPH car
elle est reconnue pour sa simplicité, sa rapiditgoa efficacité en raison de la grande stabilitéatical.

Les pourcentages de piégeage du DPPH et I'lC 5fectisement ont été estimés a: 47,67 £ 0,24 % et
301,32 + 1,73 pg/ml pour I'extrait aqueux, 45,60,F % et 298,84 £ 4,25 ug/ml pour I'extrait d’adéta
d’éthyle, 69,07 + 0,25 % et 94,73 + 3,95 ug/mlmpiextrait d'éthanol contre 95,70 + 0,6 % et 28t,6,41
pg/ml pour I'acide ascorbique (standard), cela icon® le pouvoir antioxydant de la plante étudiée.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sugaouches bactériennes et deux souches fongiques,
selon la méthode de diffusion en milieu gélosé. sTdées extraits testés dans notre étude ont réagi
positivement au moins sur une des souches micnobsetestées, ce qui confirme que la plahtica dioica
L. est douée de propriétés antimicrobiennes.

Mots clés :Urtica dioica L., extrait agueux, extraits organiques, polyphénalsyi¢é antioxydante, activité
antimicrobienne.

Abstract

Urtica dioica L. is a medicinal plant belonging to the Urticacdamily, this species known as «
Azegtouf » is very widespread in the Algerian Téllant widely used in traditional medicine for mgny
virtues.

The objectif of our work was to extract the polypbks of the nettle , to dose and to evaluate the
antioxidant and antimicrobial activities of diffeteextracts

The dried extracts were obtained by macerationgudistilled water and two organic solvents: ethyl
acetate and ethandlhe respective yields were: 9,82 £ 1,59 %, 2,5#%,and 6,5 + 1,41% .

The total content of phenolic compounds was detezthusing Folin-Ciocalteu reagent, it was: 8,44 +
0,44; 1,41 = 0,025 and 1,02 + 0,021 mg GAE/g myfweight of the agueous extract, ethyl acetate and
ethanol extracts respectively.

The antioxidant activity was evaluated using tree fradical DPPH reduction method because it is
known for its simplicity, speed and efficiency doethe stability of the radical.

DPPH sequestration percentages and the IC 50atesglg were estimated: 47,67 + 0,24% and 301,32 +
1,73 ug / ml for aqueous extract, 45,61 £ 0,7 % 298,84 + 4,25 ug / ml for the ethyl acetate etira
69,07 + 0,25% and 94,73 + 3,95 ug / ml for the mtha&xtract against 95,70 £ 0,6% and 28,6 + 0,4/1pod)
ascorbic acid (standard), this confirms the antiart power of plant studied.

The antimicrobial activity was determined in fivadberial strains and two fungal strains, accordang
the agar diffusion method. All samples tested im study reacted positively at least one of theetkst
microbial strains, confirming that thédrtica dioica L. plant is endowed with antimicrobial properties.

Key words: Urtica dioica L., aqueous extract, organic extracts, polyphenalstioxidant activity,
antimicrobial activity.



