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RESUME

L’'objectif de ce travail est |la valorisation d’'une urticacée largement répandue
en Algérie Urtica urens L. pour son utilisation dans les domaines thérapeutique et

nutritionnel.

Le taux des cendres totales obtenu (29.02%) montre la richesse des feuilles
en minéraux. Le screening phytochimique a mis en évidence la présence des
flavonoides, des anthocyanes et des tannins. Le dosage des polyphénols totaux,
par le réactif de Folin-Ciocalteu, dans I'extrait méthanolique a donné une valeur de
112.47 mg EAG/g MS dont 27.19% (30.58 mg EQ/g MS) sont des flavonoides.
Dans l'extrait éthanolique la quantité des polyphénols totaux est de 103.27 mg
EAG/g MS dont 65.22% sont des flavonoides (58.06 mg EQ/g MS).

Le pouvoir anti radicalaire des extraits alcooliques contre le DPPH est
moyennement important par rapport aux standards. Il est de 1.03, 1.43, 5.56 et
253.18 (mg/ml)™ respectivement pour I'extrait méthanolique, éthanolique, rutine et
quercétine. L’activité réductrice du fer est 3 fois moins importante que celle de
I'acide ascorbique.

L’étude microbiologique a montré que les extraits alcooliques de U. urens
sont légérement inhibiteurs sur la croissance des souches microbiennes
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii et Candida albicans.

Mots clés : Urtica urens L., polyphénols, flavonoides, activité antioxydante,

activité antimicrobienne.
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ABSTRACT

The objective of this work is the valorization of a widespread Urticaceae in

Algeria, Urtica urens L., for use in therapy and nutritional field.

The rate of total ash obtained (29.02%) shows that nettle leaves are very rich
in minerals. The phytochemical screening showed the presence of flavonoids,
anthocyanins and tannins. The determination of total phenols, by the Folin-
Ciocalteu reagent, in the methanol extract gave a value of 112.47 mg AGE / g DM
which 27.19% (30.58 mg QE / g DM) are flavonoids. In the ethanol extract the
amount of total phenols is 103.27 mg AGE/ g DM of which 65.22% are flavonoids
(58.06 mg EQ / g DM).

The antioxidant activity of alcoholic extracts against DPPH is moderate
compared to standards. It is measured at 1.03, 1.43, 5.56 and 253.18 (mg / mL) -1
in the methanol extract, ethanol extract, rutin and quercetin, respectively. The

power of these extract to reduce the iron is 3 times less than that of ascorbic acid.

The microbiological study has shown that alcoholic extracts of U. urens are
slightly inhibitors on the growth of the tested microbial strains: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,

Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii and Candida albicans.

Keywords: Urtica urens L. total phenols, flavonoids, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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INTRODUCTION

L’utilisation des plantes médicinales en thérapeutique est trés ancienne et
connait actuellement un regain d’intérét auprés du public [1]. En effet
I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’environ 80% des habitants
de la planéte ont recours aux plantes en tant que soin de santé primaire [2].

Actuellement les chercheurs s’intéressent aux composés de plantes qui sont
destinés a [l'utilisation dans le domaine phytopharmaceutique. Les molécules
issues des plantes sont considérées comme une source trés importante de
médicaments ; sachant que plus de 120 composés provenant de plantes sont
utilisés en médecine moderne et prés de 75% d’entre eux sont appliqués selon
leur usage traditionnel [2].

Les industries pharmaceutiques s’intéressent de plus en plus a la diversité
des molécules biologiques des végétaux dans le but d’avoir de nouveaux
composés pourvus de propriétés inédites. Parmi ces composés on retrouve, les

terpenes, les alcaloides, et les polyphénols [3].

Les polyphénols sont en effet dotés de multiples vertus thérapeutiques, ils
jouent un réle trés important, principalement dans la lutte contre les cancers, les
maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique [4]. Cependant, I'évaluation
des propriétés phytopharmaceutiques antioxydante et antimicrobienne demeure
une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation
rare, moins fréquente ou non connues dans la médecine traditionnelle. Ces

plantes représentent une nouvelle source de composeés actifs [5].
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L’Algérie, grace a sa diversité climatique, renferme une flore trés riche en
plantes médicinales dont certaines sont trés utilisées en médecine traditionnelle
[6]. Parmi ces plantes l'ortie est I'une des plus riches de notre climat
méditerranéen, mais la majorité de nos contemporains semble l'ignorer. Elle est
aujourd’hui considérée par la plus part d’entre nous comme adventice. Quand
'ortie est évoquée nous pensons immédiatement aux démangeaisons qu’elle
provoque. De ce fait elle est fauchée, arrachée, piétinée, malmenée et combattue.
Pourtant l'ortie est bien plus que cela, avec tous ses bienfaits extraordinaires,
santé, beauté, jardin, maison, et méme cuisine ; cette plante magique n’a pas fini

de nous étonner [7].

Plusieurs études ont montré les propriétés médicinales de l'ortie dont la
majorité, ont été réalisées sur I'espéce Urtica dioica L. [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14]
[15] [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22], par contre I'espece Urtica urens L. n’a été que
trés peu étudiée malgré sa disponibilité, en particulier en Algérie [23] [24] [25] [26].

Notre travail, s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche sur les plantes
médicinales, et a pour but de participer a I'enrichissement des connaissances
dans ce domaine et particulierement sur un terrain aussi vierge que celui de
I’Algérie, ou de nombreuses plantes restent encore mal connues a I'heure actuel,

en particulier I'espéce Urtica urens L. qui a fait I'objet de notre étude.

L’objectif principal de cette étude est de mettre en évidence quelques effets
thérapeutiques que peut contenir cette espéce, dans le but d'étre utilisée en
phytothérapie. Pour cela nous avons réalisé un screening phytochimique pour
rechercher les métabolites secondaires. Une extraction des polyphénols totaux a
étée effectuée pour étudier deux activités biologiques, a savoir l'activité

antioxydante et I'activité antimicrobienne.
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CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les plantes médicinales

1.1. Historique

L’homme utilise les plantes médicinales pour traiter les maladies depuis des
millénaires. Il semble qu’il y a 60 000 ans, les Néandertaliens appréciaient les
vertus thérapeutiques des plantes. Les chercheurs ont pu tirer cette conclusion
apres avoir examiné un lieu de sépulture en Iran dans lequel ils ont trouvé du
pollen de huit plantes médicinales [27]. Depuis la préhistoire, les chamans ainsi
que les sorciers et les sorcieres d’Eurasie et d’Amérique ont acquis des
connaissances trés poussées sur les plantes meédicinales [28].

Les arabes avaient aussi leur spécialistes en médecine et en pharmacie tel
que Abou Bakr al-Razi ou Rhazés (865 — 925). Il fut suivi par Ibn Sina ou
Avicenne et |bn al Baytar. Ce sont les arabes qui ont donné a la médecine son
caractére scientifique. Les traditions pharmaceutiques arabes passerent en
Europe et influencérent profondément les grandes universités au 9°™ siécle [29].
Hippocrate différencia entre l'usage interne et l'usage externe des plantes
médicinales. Il définit la notion de dose qui permet de distinguer entre la drogue et
le poison. Au 18%" siécle, les professions de médecin et botaniste étaient
étroitement liées [28]. Les plantes acquiérent ainsi leur identité. En effet un double
nom latin indique le genre et I'espéce et ce, grace aux travaux de Carl Von Linné.

Celui-ci systématise I'utilisation de la dénomination binomiale [30].
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1.2. Définition

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou
deux substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont
des précurseurs dans la synthése de drogues utiles. Le groupe consultatif de
'OMS qui a formulé cette définition a recommandé d'utiliser
'expression “drogue végétale” en référence a une partie de la plante
médicinale (feuille, écorce, fleur ou racine) utilisée a des fins thérapeutiques
[31].

1.3. Utilisation et mode de préparation des plantes médicinales

En phytothérapie, il y a plusieurs modes de préparation des plantes, selon
'usage que I'on veut en faire, les plus courant sont : [32].

v L’infusion : elle consiste a verser de I'eau chaude sur une quantité

déterminée de plante puis laisser infuser pendant 3 a 15 minutes

v' La décoction: consiste a mettre les plantes dans une casserole
contenant de l'eau froide. Le tout est porté a ébullition et laissé frémir

jusqu'a réduction du liquide au tiers.

v La macération : consiste a laisser une quantité de plantes dans de I'eau,
’huile ou dans de l'alcool a froid. La durée de macération peut varier de

quelgques heures a quelques semaines.

v Les extraits : sont obtenus en faisant évaporer une solution aqueuse,

alcoolique ou éthérée d’une substance végeétale.

v' L’alcoolature et teinture mére : elles sont obtenus par macération de la

plante fraiche dans de I'alcool.

v" Les huiles essentielles : sont extraites des plantes médicinales ou non,
principalement par distillation a la vapeur d'eau ou par expression pour le

zeste des agrumes.

v Les sirops: sont préparés par I'addition de sucre et d’eau dans les
proportions 2/3 — 1/3 auxquels on incorpore le principe actif végétal.
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v Les sucs : sont des liquides résultant du broyage et de I'expression du

végetal frais.

2. Généralités sur l'ortie

L’ortie fait partie de la famille des Urticacées. Cette derniére compte une
soixantaine de genres, dont le genre Urtica. Celui-ci regroupe plus de 80
espéces différentes. Urtica dioica L. (la grande ortie) et Urtica urens L. (la petite
ortie) sont les espéces les plus utilisées pour leurs multiples propriétés [7]. Le
mot Urtica, qui fut le nom de la plante dans I'antiquité, vient du latin Urere
(bradler). Par extension, urticaire, urticant, urtication se disent de toute especes

de démangeaisons similaires a celles provoquées par les pigdres d’ortie [33].

2.1.Systématique

D’apres Angiosperm Phylogeny Group Il (APGIII) (2009) [34].

Regne : Plantae

Embranchement: Angiosperme

Classe : Rosideae (Dicotylédones)
Ordre : Rosales

Famille : Urticaceae

Genre : Urtica

Espeéce : urens L. 1753

2.2.Synonymes

Selon le référentiel des trachéophytes de France métropolitaine (2014)
[35], I'espéce Urtica urens est connue par d’autres noms synonymes :
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Urtica iners. Forssk 1775

Urtica intermedia. Formanek 1896
Urtica minor. Moench 1794

Urtica ovalifolia. Stokes 1812
Urtica parvula. Blume 1856

Urtica quadristipulata. Dulac 1867
Urtica verticillata. vahl 1790

AN N N N N

2.3.Noms vernaculaires

v' En frangais : petite ortie, ortie brllante, griéche, grec, sauvage, barbare et

folle.
En arabe : &, 04l 2
En anglais : Small Nettle

En allemand : Brennessel.

D N N NN

En espagnole : Ortiga.

2.4.Caractéristiques botaniques

Urtica urens est une plante annuelle, qui atteint rarement 50 cm. Elle est

garnie de poils dont la piqure est trés bralante [36] (figure 1.1).

241. Feuilles

Sont de couleur vert claire, assez petites, ovales, profondément incisées,

dentées, comprenant 4 stipules a chaque paire de feuilles supérieurs

24.2. Tige

La tige est herbacée avec des poils urticants et d’autres non urticants.

2.4 3. Racine

La racine de la petite ortie est pivotante avec quelques ramifications

secondaires.



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com

19
24.4. Fleurs

La petite ortie est une plante monoique et porte sur le méme pied des

fleurs staminées et pistillées réunies en grappes allongées ;

245,  Fruit

Le fruit de I'ortie est un akéne (figure 1.2)

Stipules

Mernvure

Feuilles urticantes
et dentées

Tige

Figure 1.2: Fruits de Urtica urens L. (GX 2.5) (Original)
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2.5. Principaux constituants de l'ortie

Dans le tableau 1.1 sont réunis les différents constituants chimiques de

I'ortie.
Tableau 1.1: Principaux constituants chimiques de l'ortie

Groupes chimiques Constituants

Histamine (0,1 a 0,56 %), Acétylcholine (1%), Sérotonine
o (0,02 %), Leucotriénes [37]
Neuromédiateurs
Acides caféique et ces esters, Acide chlorogénique, Acides
] ] coumarique, Acide syringique, Acide gallique, et Acide
Acides phénols _
férulique [38]
3-0 glycosides et 3-O-rutinosides du Quercétol, du

Kaempférol et de I'isorhamnétol (dans les fleurs) [39]

Flavonoides .
Quercétine et rutine (dans les feuilles) [40].
Calcium 3,24 g, Potassium 2,044 g, Phosphor 0,673 g,

o ) Magnésium 0,399 g, Fer 13,4mg, Manganése 3,31 mg, Zinc

Minéraux
1,87 mg, Cuivre 1,59 mg, Bore 3,05 mg, Sodium 8,06 mg
[33].

Vitamines' Vit A 21 g, Vit B1 0,03 mg, Vit B»0,12 mg, Vit Bg 221 mg,

Vit PP 1,45 mg, Vit K, Vit C 333 mg [33].

Autres constituants | Scopolétol, sitostérol, glycoprotéines, lipides, sucres, acides

aminés libres, chlorophylle.

! Analyse des laboratoires Lara (Toulouse) pour le compte des éditions de Terran,
réalisée en mai 2008 a partir d’'un échantillon de 100 g de plante fraiche.
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2.6.Propriétés de l'ortie

2.6.1. Propriétés médicinales

Aujourd’hui la majorité des propriétés meédicinales de I'ortie sont connues.

La pluparts des pratiques populaires ancestrales ont été confirmées par

I'analyse et 'expérimentation. Parmi les propriétés connues de 'ortie :

v

v

Régénératrice du sang, antianémique et antihémorragique [33] ;

Reminéralisante et efficace contre l'arthrose, les rhumatismes et la
goutte [9] [10];

Antiulcéreuse et stimule les fonctions digestives [11] ;

Antidiabétique [13] et hypoglycémiante par augmentation de la sécrétion

de l'insuline [41] ;

Prévention des complications cardiovasculaires associées au diabéte de
type2 [18] ;

Dépurative, diurétique et astringente [42];

Antiasthénique (lutte contre la fatigue) [33] ;

Reégularise le sommeil, et agit favorablement sur I'anxiété et la déprime
[33];
Améliore I'attention intellectuelle [33];

Utilisée en cosmétique et permet de lutter contre les ongles cassants, la

chute des cheveux et favorise leur repousse [7];

Le traitement de I'acné est possible grace a l'effet anti-inflammatoire du

zinc qu’elle contient [33];
Galactagogue (augmentation de la lactation) [33];

Les racines ont une action sur I'hypertrophie bénigne de la prostate (HBP)
[14] [43];

La petite ortie est utilisée en Homéopathie pour apaiser 'urticaire [44];

Utilisée comme engrais naturel et traitement préventif et curatif dans le
jardin [45].
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2.6.2. Valeur nutritionnelle

Avec leur haute teneur en protéines (8 %), les feuilles d'ortie présentent
une meilleure qualité nutritionnelle par rapport aux autres légumes verts
affichant en moyenne 1a 2%. En plus ses protéines sont d’excellente qualité.
Elles contiennent en effet 18 acides aminés différents notamment les 8 acides
aminés essentiels. Des teneurs élevées en minéraux sont rencontrées dans les
feuilles d’ortie, principalement le sélénium, le fer, le magnésium, le potassium,
le zinc et le phosphore [7] (tableau 1.2). En effet elles contiennent trois fois plus
de cendres que les épinards et le persil [46].

Tableau 1.2: Valeur nutritionnelle de la feuille d'ortie

Elément mcl))yoesna/‘?gOg Elément Dosa/gl;gon;oyen
Valeur énergétique 76,4 Kcal Manganeése 3a3,31mg
Eau 76,9a80g Zinc 0,9a1,87 mg
Fibres 2ab53g Cuivre 0,52 a 1,59 mg
Cendres 4a56g Bore 3,05 mg
Calories 57 a 82 Kcal Sélénium 2,7 ug
Protides 46a8g Provitamine A 0a6mg
Lipides 0,7a16g Vitamine B1 15 puga 0,15 mg
Glucides 71a12749 Vitamine B2 0,12 a 0,23 mg
Calcium 60mga 3,24 g Vitamine B3 0,1a1,45mg
Phosphore 1042673 mg Vitamine B6 68 ug
Fer 7,8a 13,4 mg Vitamine B9 212 mg
Sodium 1a16 mg Vitamine C 18,8 a 350 mg
Potassium 400 mg a 2,044 g Vitamine E 14,4 mg
Magnésium 7 a 399 mg

[47]
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2.6.3. Usage agricole de l'ortie

Parmi les dérivés agricoles de I'Ortie, le purin est le plus populaire et le
plus anciennement connu aussi. Le purin d'Ortie s'utilise comme fertilisant, ou
sous forme de traitement préventif de certaines maladies des plantes sans
méme connaitre les raisons scientifiques. Ce n'est que récemment que des
chercheurs ont décidé de soumettre le purin a de rigoureuses expérimentations
[45].

Chrubasik et al. (2007) ont découvert que les racines d'ortie contenaient
une substance de la famille des phytolectines, qui inhiberait la croissance des
champignons responsables de certaines maladies des plantes [48], comme le

cloque du Pécher, oidium, mildiou, rouille du Groseillier [46].

L'ortie, distribuée a I'état frais ou aprés dessiccation, améliore I'appétit
chez les bovins. De ce fait, ils s'engraissent plus vite et sont en meilleure santé.
Des analyses effectuées sur le lait et ses dérivés, produits par les animaux ainsi

nourris sont venues confirmer l'intuition des agriculteurs [49]

L’Ortie, favorise aussi la ponte chez les oiseaux. Les graines distribuées
aux poules durant I'hiver réchauffent celles-ci et permettent ainsi d'avancer les
premiéres pontes. La graine, avant d'étre distribuée, est séchée et réduite en
une poudre qui sera ensuite mélangée a la ration quotidienne [46].

2.7.Toxicologie de l'ortie

La recherche dans les bases de données médicales et toxicologiques n’a
révélé aucun effet indésirable grave lorsque les doses orales usuelles
recommandées sont respectées. Plusieurs publications ont reporté que les
contre-indications étaient inconnues et que les effets secondaires, pour la

plupart des désordres gastro-intestinaux, étaient rares [50].
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Aux Etats-Unis, la FDA (Food and Drug Administration) considére I'Ortie,
prise par voie interne, comme une drogue a sécurité non définie [51]. Il a été
rapporté que |'Ortie stimulait les contractions utérines chez la lapine, et par
conséquent elle ne devrait pas étre donnée par voie interne chez la femme

enceinte [52].

Des études ont révélé que les orties pouvaient absorber des métaux
lourds et des résidus de pesticides [53] [54]. Il est donc important que les orties
récoltées pour l'alimentation ou ['utilisation médicinale ne contiennent aucune

trace de contamination par des pesticides ou des métaux lourds.

3. Les composés phénoliques

3.1.Généralités

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes
les plantes vasculaires [55]. lIs constituent un des groupes le plus nombreux et
largement distribué des substances chez les végétaux avec plus de 8000
structures phénoliques présentes dans tous les organes de la plante. lls
résultent bio génétiquement de deux voies synthétiques principales : la voie
shikimate et la voie acétate [56]. Ces composés ont tous en commun la
présence d'un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs

fonctions hydroxyles [57].

3.2.Principales classes des composés phénoliques

3.2.1. Les acides phénoliques simples

3.211. acides hydroxy-benzoiques

Ce sont des dérivés de l'acide benzoique (tableau 1.3). lls ont une
structure générale de base de type (C6-C1). lls existent souvent sous forme
d’esters ou de glycosides.



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com

Tableau 1.3: Principaux acides hydroxy-benzoiques

Structure R1T R2 R3

R2 Rl H H H

O H M  OH

R3

OH H OH OH

R4 H OCH3 OH

H OH OH

H OCH3 OH

OH H H

OH H H

R4

:
H
;
H

OH

OCH3

H
OH

3.21.2. Acides hydroxy-cinnamiques

25

Acides phénoliques

Acide benzoique
Acide p-hydroxy-benzoique
Acide protocatéchique
Acide vanillique
Acide gallique
Acide syringique
Acide salicylique
Acide gentisique

[58]

lls dérivent de I'acide cinnamique et possédent une structure générale de

base de type (C6-C3). lls existent souvent sous forme combinée avec des

molécules organiques. Les degrés d’hydroxylation et de méthylation du cycle

benzénique, conduisent a une réactivité

molécules. Le tableau 1.4 représente

cinnamiques.

chimique importante de ces

les principaux acides hydroxy-

Tableau 1.4: Principaux acides hydroxy-cinnamiques

Structure R1
H
i H
Hij/wisg OH
P iﬁ\,x OCH3
2 :
A OCH3

R2

H
OH
OH
OH

R3

:
H
;
H

Acide phénolique
Acide cinnamique
Acide p-coumarique
Acide caféique

Acide férulique

OH OCH3 Acide sinapique

[58]
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3.2.2. Les coumarines

Les coumarines dérivent de la cyclisation interne de la chaine latérale,

(tableau 1.5). lIs ont fréquemment un réle écologique ou biologique.

Tableau 1.5: Principaux types des coumarines.

Structure R1 R2 R3 Acide phénolique
. H OH H Ambélliférol
| T OH OH H Aescultol
S {/-"AHG,/LG OCH3 OH H Scopolétol
Fg OCH3 OH OH Fraxétol

H OH OH Daphnétol
[59]

3.2.3. Les quinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, en générale rouges, jaunes
ou oranges et possédent deux fonctions cétones [60].

3.24. Les tannins

ce sont des substances d'origine organique que l'on trouve dans
pratiquement toutes les plantes et dans toutes leurs parties (écorces, racines et
feuilles). lls sont caractérisés par leur astringence [61]. lIs dérivent de I'acide
gallique et d’autres acides poly-phénoliques. lIs résultent de I'estérification, par
ces acides, des fonctions alcooliques du glucose. Leur structure chimique est
trés variable mais comporte toujours une partie poly-phénolique [4].

Chez les plantes supérieures, on distingue en générale deux groupes de
tannins qui différent entre eux par leur structure ainsi que par leur origine

biosynthétique : les tannins hydrolysables et les tannins condensés [4].
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3.241. Les tannins hydrolysables

ils sont composés d’ester de sucre et d'un nombre variable de molécules
d’acides phénoliques. Le sucre le plus fréquemment rencontré et le glucose.
Les acides phénols impliqués dans I'estérification sont I'acide gallique et I'acide
hexahydroxydiphénique [62].

3.24.2. Les tannins condensés ou pro-anthocyanidines

ce sont des flavones polymériques. lls consistent en unités flavan-3 ol
reliées ensemble par des ponts carbones en position 4-8 et 4-6. lls ont été
identifiés chez tous les groupes des végétaux. [63] [64] [65] [66] [67] [68] [69].

3.25. Les flavonoides

3.2.5.1. Généralités

Le nom flavonoides proviendrait du terme flavedo. Il désigne la couche
externe des écorces d’orange [70]. Cependant d’autres auteurs supposaient
que le terme flavonoide a été plutét prété du mot flavus (flavus = jaune) [71]
[72].

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base. lIs
posseédent un squelette carboné de quinze atomes de carbone constitué de
deux cycles aromatiques qui sont relié entre eux par une chaine de C3 en
formant ainsi un hétérocycle [73]. Cette structure est généralement représentée
selon le systéme C6-C3-C6 [74], de type diphényle propane dont des
groupements hydroxyles, oxygene, méthyles, ou des sucres peuvent étre
attachés sur les noyaux de cette molécule [75] [72]. Prés de 4000 flavonoides
ont été décrits [76].

Le tableau 1.6 montre les différentes classes de flavonoides, leurs

structures et leurs molécules dérivées.
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Tableau 1.6: Principales classes des flavonoides
Classes Structure chimique | R5 | R7 [ R3' | R4 | RS Exemples
" .
- OH [OH | H OH H Apigeénine
Flavones | % 0 2/‘/\\\/ OH|OH|OH | OH | H Lutéoline
‘\;// /‘3
qd
2 il OH|OH | OH |OCH; | H Diosmétine
K OH | OH H OH H Kaempférol
Z:r;ﬁ\ﬂlg
Flavonols |~ % 6. J« .#*|OH |OH | OH | OH | H | Quercétine
e 5
. :
° ‘ff]\@n”'}“‘m OH|OH | OH | OH | OH | Myrecétine
e
Flavanols OH | oH | ©H OH H Catéchine
”//E\T OH|OH | H OH H Naringénine
Flavanones | , .0 _,T\'\,i
z G
a| = j:% OH|OH | OH | OH H Eriodictyol
O
jP OH | OH H OH H | Pelargonidine
.‘.'4 R-i'
, 2F
Anthocyani- | , 4 o xﬂ OH|OH|OH | OH | H | Cyanidine
dines T“‘l/ S YRS
N mfr'f'f Anidi
% Y TOH OH|OH | OH | OH | OH | Delphénidine
RB
OH | OH / OH / Genisteine
Isoflavones
H [ O- / OH / Daidezine
Glu

[75] [73]
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3.3.Propriétés biologiques des composés phénoliques

3.3.1. Réle physiologique des polyphénols dans la plante

La présence des flavonoides ainsi que d’autres polyphénols dans
quasiment touts les organes végétaux, confére une protection considérable a la
plante. Elle assure sa survie dans les différentes conditions environnementales.
Ces métabolites sont dotés de plusieurs réles au sein de la plante, dont on peut

citer :

3.3.1.1. La lutte contre les agents pathogénes

Des recherches ont démontré que la teneur en polyphénols augmente
lorsque la plante est agressée par des bactéries, champignons, ou stressée par
une exposition a de fortes températures [77] [70], confirmant leur role important

dans la défense de la plante.

3.3.1.2. L’astringence et le golt

L’astringence correspond a une sensation d’asséchement dans la bouche.
Elle est provoquée par I'ingestion de nombreux aliments. Dont la composition
renferme des polyphénols. Il s’agit plus précisément des pro-anthocyanidines
ou tannins condensés. De plus ces dernieres contribuent a donner un goat
amer aux aliments. D’'un point de vue chimique, ces polyphénols provoquent la
précipitation des protéines salivaires, entrainant avec elles des molécules d’eau

qui lubrifie alors la muqueuse buccale [77] [78].

3.3.1.3. L’attraction et la pollinisation

Ces métabolites, polyphénols et flavonoides interagissent aussi dans le
phénoméne d’attraction. La couleur de la plante est considérée comme un

signal visuel aux insectes pollinisateurs [79] [77].
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3.3.14. Composés phénoligues et symbiose

L’existence d’'une symbiose entre les Iégumineuses et les bactéries du
genre Rhizobium permet a la plante d’acquérir la faculté de fixer directement
'azote atmosphérique. Les flavonoides possédent un réle important et
primordial dans ce phénomeéne biologique. Il représente le premier niveau de
spécificité entre la plante héte et les difféerentes lignées bactériennes [80] [81]
[77][82].

3.3.2. Propriétés pharmacologiques des polyphénols

Les polyphénols sont reconnus par leurs activités biologiques
nombreuses qui comprennent des activités antimicrobiennes, anti-
canceérigénes, antifongiques, analgésiques, anti-inflammatoires, diurétiques et
antioxydantes [83] [4].

Les acides phénols, dérivés de 'acide benzoique et de I'acide cinnamique
ont des propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, anti-radicalaire,

cholagogue, hépato-protectrices, cholérétique et immunostimulantes [4].

Les coumarines sont connues pour leurs propriétés anti-oedémateuses
[84], anti inflammatoires et analgésiques [85] [86]. De plus ils ont une action
contre les troubles gastriques [87], les maladies virales [88] et microbiennes
[89].

Les tannins favorisent la régénération des tissus et la régulation de la
circulation veineuse. lls tonifient la peau dans le cas des rides, en plus de leur

propriété de précipiter les protéines (fongiques ou virales) [60].

Les flavonoides sont des composés qui possedent de fortes propriétés
antioxydantes [90] [91]. Des études ont montré qu’ils sont des inhibiteurs
d’enzymes responsable de la production de radicaux [92] [93]. De méme des
effets antiallergiques [94], anti-inflammatoires [93], antiulcéreux [95] [96], anti
tumoraux [97] [98] [95] [99] [100] et antimicrobiens [101] [102], ont été

démontrés.
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4. Activité antioxydante

Les cellules et les tissus peuvent étre soumis a une grande variété
d’agressions physiques, chimiques et métaboliques. La plupart de ces
agressions débouchent sur une expression commune appelée stress oxydant.
Ce stress est dU a I'exagération d’'un phénomeéne physiologique, normalement
trés contrdlé qui est la production de radicaux libres dérivés de 'oxygéne [103].

4 1.Différents types de radicaux libres

Un radical libre est une espéce caractérisée par une instabilité et /ou un
pouvoir oxydant fort. Il se différencie par la présence d’'un électron non apparié
sur la couche électronique la plus externe. Parmi toutes les espéces réactives
oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de ces composés qui
jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires & savoir : I'anion superoxyde (O%), le radical hydroxyle (‘OH), le
monoxyde d'azote (NO), le radical peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle (RO")
[104].

4 .2.0rigine de production des ERO

Les radicaux libres nocifs sont produits dans l'organisme au cours du
métabolisme normal. Cette production augmente en rapport avec I'élévation de
la consommation d'oxygéne [105]. Plusieurs mécanismes et systémes
responsables de la production de radicaux libres ont été identifiés jusqu’a

présent, parmi lesquels nous citons :

v' Des fuites délectrons au niveau de la chaine respiratoire de la
mitochondrie [106];

v Des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires
activées [107] [108];

v Du systéme xanthine déshydrogénase/oxydase activé lors d’ischémie-
reperfusion [109] [110] [111];

v D’exposition a des agressions de I'’environnement, comme les agents

infectieux, la pollution, la fumée de cigarette et le rayonnement [112].
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4.3. Dommages oxydatifs des radicaux libres

Les phénomeénes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement
de l'organisme. L’altération des composants cellulaires et des structures
tissulaires intervient lorsque lintensité de ces phénoménes augmente
anormalement et dépasse la quantité d'antioxydants disponibles. La
conséquence de ce désequilibre va entrainer un stress oxydatif [113]. Tous les
tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés : lipides, protéines,
glucides et ADN [106] [111]. Toutes ces altérations augmentent le risque de
plusieurs maladies [114]. Parmi lesquelles, nous citons: les maladies
d’Alzheimer [115] [116], de Parkinson [117], de Creutzfeldt Jacob et de
méningo-céphalites [118], les maladies cardiovasculaires et déficience
cardiaque [119], les cedemes et vieillissement prématuré de la peau [120] et le
cancer [118].

4 4. es antioxydants

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et
consomment beaucoup d'énergie pour contréler leur niveau de molécules
réactives de l'oxygéne. Elles disposent de moyens de défense, les uns sont
d'origine endogéne, comme des enzymes, et d'autres sont apportés par
I'alimentation [121].

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui, présente a
faible concentration, par rapport au substrat oxydable, est capable d’atténuer
'oxydation de ce substrat [122]. Les antioxydants agissent en piégeant les
radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules ou
ions stables. La molécule piégeuse va devenir un radical, elle sera ensuite soit
détruite, soit régénérée par un autre systeme. Ce type d'antioxydant est appelé
piégeur ou éboueur (“scavenger” pour les Anglo-saxons). De trés nombreux
composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement [104]. Selon leur

origine on distingue :
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441. Antioxydants d’origine alimentaire

Les aliments végétariens sont source de nombreuses substances a
potentiel antioxydant [123]. Les vitamines (tocophérols, [B-carotene, acide
ascorbique) et les métabolites secondaires en particulier les polyphénols sont
des composés antioxydants d’origine alimentaire [124].

4.42. Antioxydants de synthése

De nombreux antioxydatifs de synthése sont utilisés comme additifs
alimentaires : butylhydroxyanisol (BHA) et butylhydroxytoluéne (BHT). Ce sont
des dérivés phénoliques qui agissent comme la vitamine E [125].

4 5. Méthodes d’évaluation des propriétés antioxydantes

Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité antioxydante
des aliments et les systémes biologiques [118] [126]. Elles peuvent étre
classées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert

d’atome d’hydrogéne, soit par le transfert d’'un simple électron [127] [128].

Parmi les techniques les plus utilisées:
v La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d’antioxydants) [129] ;
v' La méthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) [130].

5. Activité antimicrobienne

Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base
principalement sur 'usage des antibiotiques. Hélas la consommation a grande
échelle de ces “médicaments ” peut conduire a une multi résistance des
souches. A cet effet les végétaux ont toujours constitué une source d’inspiration

dans les recherches médicales [131].

Les extraits de diverses plantes restent d’'un grand intérét pour la
valorisation des ressources naturelles. lls sont utilisés comme remédes
alternatifs dans le traitement de nombreuses maladies infectieuses. lls peuvent

aussi étre utilisés comme moyens de conservation des aliments [132].
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5.1. Définition de 'activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne correspond a l'activité d’'une molécule ou d'un
composeé présent au sein d’un végétale qui a tres faible concentration, inhibe le
développement d’'une bactérie [133].

Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis des
microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a linhibition des
enzymes hydrolytique (les protéases et les carboxhydrolases) ou d’autres
interactions pour inactiver les adhésines microbiennes, les protéines de

transport et I'enveloppe cellulaire [101].

5.2. Méthode de détermination de I'activité antimicrobienne

Parmi les multiples méthodes appliquées, celle de la diffusion en gélose
s’avere la plus utilisée. Elle consiste en la recherche de la sensibilité d’'une
bactérie suite a I'application d’'un extrait de plantes.
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CHAPITRE lI: PARTIE EXPERIMENTALE

Nos expérimentations ont été effectuées sur une durée d’'une année, de

septembre 2013 a septembre 2014 au niveau :

v" Du laboratoire de recherche des biotechnologies, environnement et santé

de l'université de Blida1, faculté SNV.

v' Laboratoire de recherche damélioration végétale du département

d’agronomie a l'université de Blida1.

v' Le laboratoire de recherche des biotechnologies animales a linstitut des

sciences vétérinaire Blida 1.

v Laboratoire des ressources naturelles, université de Tizi ouzou.

1. Matériel

1.1. Matériel véqgétale

Notre choix a porté sur I'espece Urtica urens appartenant a la famille des
Urticacées. La récolte de la plante a été effectuée au mois de mars 2013 au
niveau du Parc National de Chréa (Wilaya de Blida). Le point de récolte se situe
dans la région de Charkia, commune de Bouarfa (figure 2.1). Il est localisé a
4.025.455.65 m de longitude et 480.803.03 m de latitude, et 450 m d’altitude,

La plante étudiée est identifiée au niveau du laboratoire de botanique du
département d’agronomie (Blida 1) et I’'Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie
d’El Harrache (Alger).

Une fois la récolte du matériel végétale réalisée, les feuilles sont lavées a
I'eau puis séché a 'ombre a température ambiante pendant 3 semaines. Elles

sont ensuite finement pulvérisées au moulin.
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Figure 2.1: Carte géographique du point de récolte (Bouarfa)
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Nous avons utilisé 6 souches bactériennes et une levure (tableau 2.1). Ce

sont des souches de référence de I’American type culture collection (ATCC),

gracieusement fournies par le laboratoire de biotechnologie de I'Institut Pasteur

d’Alger.

Tableau 2.1: Souches microbienne utilisées dans le test antimicrobien

Souches microbiennes Référence Gram
Staphylococcus aureus ATCC 28923 positif
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif
% Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859 Négatif
§ Salmonella typhimurium ATCC 13311 Négatif
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Négatif
Citrobacter freundii ATCC 8090 Négatif

Ascomyceéte Candida albicans ATCC 1023 /

2. Meéthodes

2.1. Etude histologique

Des coupes histologiques ont été effectuées au niveau des tiges et des

racines de Urtica urens. Ces derniéres ont été observées sous microscope

photonique (MP) aprés une double coloration au vert de méthyle et rouge Congo

[134].
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> Reéalisation des coupes a main levée

La technique de coupes a main levée est directe, rapide, mais tres délicate
pour obtenir des coupes minces et observables. Elle est réalisée a l'aide d’une

lame de rasoir.
> Coloration

Nous avons utilisé la technique classique de double coloration au vert de
méthyle et rouge Congo. Elle permet de colorer spécifiquement les parois
cellulaires en fonction de leur composition chimique. Les coupes réalisées sont

colorées selon la procédure décrite en appendice E :

> Montage et observation

Les coupes histologiques ainsi colorées sont montées entre lame et lamelle

et observées au MP.

2.2.Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est déterminée selon la technique de BOUKHARISS et al,,

[135] avec quelques modifications.

Les feuilles et les tiges sont lavées et pesées séparément. Elles sont
séchées dans une étuve ventilée a 75°C. Elles sont pesées toutes les 24H jusqu'a
obtention d’un poids constant (PS). La teneur en eau (TE) est calculée selon la

formule suivante -

PF - PS
TE= —— X100
PF

Le taux de la matiere seche (MS) est déterminé selon la formule ci-dessous :

% MS =100 - TE
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Ou
TE = teneur en eau en % de poids frais ;
MS = matiére séche en % ;
PF = poids fraisen g ;
PS = poids sec en g.

2.3.Détermination du taux d’humidité

Pour déterminer le taux d’humidité, environ 1 g de poudre végétale est
introduit dans une étuve thermostatée a 75°C pendant 48H. Les échantillons sont
pesés toutes les 24H jusqu'a obtention d'un poids constant. Le calcul du

pourcentage d’humidité est donné par la formule suivante :

Pe-Fs

TH X 100

Pe

Ou

TH = taux d’humidité en % ;
Pe = prise d'essai en g ;
Ps = poids sec en g.

2.4 Détermination de la teneur en cendres totales

Les cendres totales sont le résidu de composés minéraux qui restent aprés
incinération d’un échantillon contenant des substances organiques d’origine

animale, végétale ou synthétique.
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» Principe

Nous avons pesé environ 2g de poudre de feuilles séchées dans des
creusets en porcelaine. Nous avons incinéré les échantillons a haute température
(500 a 550°C) pendant environ 4H jusqu'a obtention de cendres blanches, gris
clair ou rougeatres. Ces creusets sont ensuite pesés apres avoir été refroidis dans

un dessiccateur pour déterminer le poids des résidus (les minéraux) [136].

Le pourcentage des cendres totales est calculé comme suit :

TC X100

Pe

Ou:

TC = Taux de cendres totales en % (g/100g de poudre) ;
P = poids des feuilles calcinées (cendres) en (g) ;

P = poids de la prise d’essais en (g).

2.5.Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de
préparation et d'analyse des substances organiques naturelles de la plante. Ces
techniques permettent de détecter, dans la plante, la présence des produits
appartenant a des classes de composeés physiologiquement actifs. Le nombre de
ces classes est important et nous ne pouvons vérifier la présence de chacune. A
cet effet nous avons choisi les classes faciles a détecter compte tenu des
ressources techniques disponibles.

2.5.1. Caractérisation des saponosides

La présence des saponosides est caractérisée par leur pouvoir moussant en

solution aqueuse qui donne l'indice de mousse [137].
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Pour la préparation du décocté nous introduisons 1g de poudre dans 100 mi
d’eau distillée. Le meélange est maintenu a ébullition pendant 30 min. Aprés

filtration et refroidissement nous ajustons la décoction a 100 ml.

Dans une série de tubes a essai, nous introduisons successivement 1,2, 3...,
10 ml de décocté. le volume de chaque tube est ajusté a 10ml avec de l'eau
distillée. Nous agitons ensuite les tubes dans le sens de la longueur pendant 15s.
Aprés 15min de repos, nous mesurons la hauteur de mousse (en cm) dans
chaque tube. Si elle est proche de 1cm dans le X*™ tube I'indice de mousse est

alors calculé par la formule suivante :

I, = hauteur de la mousse du X°™ tube x 10 / 0.0X

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice de

mousse supérieur a 100 [138].

2.5.2. Caractérisation des tannins

La présence des tannins galliques et catéchiques est mise en évidence par

I'utilisation du perchlorure ferrique (FeCls) [137].

Un infusé a 5% est préparé a partir de 5g de poudre végétale dans 100 mi
d’eau distillée bouillante. Aprés 15 min la suspension est filtrée et rincée a I'eau

pour obtenir 100 ml d’infusé.

A 30 ml d’infusé sont additionnés 15 ml du réactif de Stiasny. Aprés 15
minutes de chauffage au bain Marie a 90°C, le mélange est filtré et saturé par 5g
d’acétate de sodium. Ensuite 1ml de la solution FeClz a 1% (m/v) est ajoutée.
L’apparition d’'une teinte bleu-noire indique la présence des tannins galliques.

La recherche des tannins catéchiques (non hydrolysables) est réalisée a
partir de 15ml du réactif de Stiasny additionnés a 5 ml d’'infusé. Le mélange est
maintenu au bain Marie a 80°C pendant 30 min. La formation d’'un précipité
caractérise les tannins catéchiques [139].
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2.5.3. Caractérisation des flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine [139].

v'  Les flavones et flavanones sont mis en évidence par 5 ml d’alcool
chlorhydrique ajoutés a 5 ml d’infusé. En ajoutant quelques copeaux de
magnésium une coloration rose orangé (flavones) ou violacée (flavanones)

apparait.

v" Les leucoanthocyanes sont révélé par la méme réaction sans I'ajout des
copeaux de magnésium. Aprés un chauffage de 15 min au bain Marie, une

coloration rouge indique leur présence (flavonols et flavanols).

v' Les anthocyanes sont révélés en ajoutant 5ml de H,SO4 (10%) et 5ml de
NH4OH (50%) a 5ml d’infusé (5%). L'accentuation de la couleur de l'infusé par
acidification puis virage au bleu en milieu basic, indique la présence

d’anthocyanes.

2.5.4. Caractérisation des alcaloides

Les alcaloides sont caractérisés a partir du réactif de Mayer (solution de

tétra-iodomercure de potassium) [137].

10g de poudre végétale sont macérés dans 50 ml de H2S0O4 a 10% pendant
24 h a température ambiante. Le maceéré est ensuite filtré et lavé avec de I'eau
distillée de maniére a obtenir 50 ml de filtrat. 5 gouttes du réactif de Mayer sont

ensuite ajoutées a 1ml du filtrat. La réaction dure 15min.

L’apparition d’'un précipité blanc-jaune ou jaune-clair révele la présence

d’alcaloides.

2.6.Extraction des polyphénols totaux

L’extraction des polyphénols est réalisée par macération de la poudre
végetale dans un solvant organique polaire. Pour cela nous avons choisi le

protocole cité par OTLES et YALCIN [22] en y apportant quelques modifications.
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On introduit 5 g de poudre végétale avec 50 ml de méthanol ou éthanol, dans
un Erlenmeyer. Le mélange est macéré pendant 72h a température ambiante
avec changement du solvant chaque 24h.

Aprés filtration sur papier wattman N°1, une évaporation a sec est réalisée
en utilisant un évaporateur rotatif a 50°C. Les extraits secs obtenus (extraits
méthanolique et éthanolique) sont mis dans des flacons opaques et conservés a
4°C jusqu'a utilisation.

Le rendement d’extraction (R %) a été calculé en se basant sur la formule

suivante :

Masse du résidu extrait (g)
R % = X 100

Masse de la poudre végétale (g)

2.7.Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

2.7.1. Les polyphénols totaux

a) Principe

L’analyse du contenu poly-phénolique total a été faite par la technique de
Folin-Ciocalteu (FC) [140] [141]. Ce réactif est constitué d’'un mélange d’acide
phosphotungstique (Hs PW12 O40) et d’acide phosphomolybdique (Hz PMo1, O4p).
Lors de I'oxydation il est réduit en un mélange d’oxyde bleu. La coloration produite
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I'extrait analysé.

b) Mode opératoire

Les polyphénols sont déterminés par spectrophotométrie, suivant le
protocole appliqué par OTLES et YALCIN [22].
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50 I d’extrait de Urtica urens a été meélangé a 250 pul du réactif FC, aprés 5
min d’incubation a I'obscurité a température ambiante, 750 pl d’une solution de
Na.COs a 7.5 % sont ajoutés. Une courbe d’étalonnage de I'acide gallique (25, 50,
100, 150, et 200 pg/ml) est établie, en suivant les mémes étapes. Le blanc est
réalisé en remplacgant I'extrait par du méthanol 95%.

Aprés incubation pendant 120 min a température ambiante et a I'obscurité,
I'absorbance des échantillons et du standard est mesurée a 765 nm en utilisant un
spectrophotometre UV-visible. Toutes les mesures sont répétées 3 fois

Le résultat est exprimé en mg équivalent d'acide gallique / g de matiére
seche (MS).

2.7.2. Les flavonoides

La détermination des flavonoides totaux est réalisée selon la méthode citée
par MAHMOUDI et al., [142].

> Mode opératoire

500 pl de chaque extrait a analyser sont ajoutés a 1500 yl de méthanol a
95%, 100 pl de AICI3 6H20 a 10% (m/v), 100ul d’acétate de sodium (CH3;COONa)
1M et 2,8 ml d’eau distillée. Le blanc est réalisé en remplacant I'extrait par du
méthanol a 95%. Une courbe d’étalonnage de la quercétine est établie, en suivant

les mémes étapes. Toutes les mesures sont répétées 3 fois

Le mélange est agité puis incubé a l'obscurité a température ambiante
pendant 30 min. L'absorbance est ensuite mesurée a 415 nm en utilisant un

spectrophotomeétre UV-visible.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine / g de matiére
seche (MS).
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2.8. Activités biologiques

Deux activités biologiques sont testés a savoir I'activité antioxydante et
activité  antimicrobienne, en utilisant [I'extrait des polyphénols totaux
(méthanolique et éthanolique).

2.8.1. L’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits polyphénoliques est testée par deux
méthodes différentes :

v' Piégeage du radicale libre DPPH

v" Réduction du fer ou la méthode FRAP

2.8.1.1.  Piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 515 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le
radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune (figure 2.2).

Les absorbances mesurées a 515 nm servent a calculer le pourcentage

d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de

I’échantillon.
N-N(Ph), " HN-NGPh),
NO, NO, NO» NO»
+ AH + A
NO, NO;
DPPH oxydé DPPH réduit

Figure 2.2: Réaction d'un donneur d'hydrogéne (antioxydant) avec le radical
DPPH.
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a) Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a
piéger le radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la
technique décrite par SAHA et al., [143].

Un volume de 1ml des différentes concentrations de chaque extrait est ajouté
a 2 ml de la solution méthanolique du DPPH (2mg de DPPH dans 50ml de
méthanol) fraichement préparée. Le contrdle négatif est préparé en paralléle en
remplagant I'extrait par le méthanol. Aprés incubation a I'obscurité pendant 30 min
a la température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a
I'aide d’'un spectrophotometre UV-visible.

b) Expression des résultats

Les pourcentages d’inhibition sont calculés par la formule suivante :

Ou :
Pi : Pouvoir inhibiteur en % ;
A: . Absorbance du controle ; A:.Absorbance de I'extrait testé.

c) Calcul des ICs

ICs0 de l'extrait de la plante, est la concentration de I’échantillon testé
nécessaire pour réeduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée graphiquement
par les régressions linéaire; pourcentage d’inhibition en fonction de concentrations

d’extrait.
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2.8.1.2. Réduction du fer

a) Principe

Le pouvoir réducteur d’'un extrait est associé a son pouvoir oxydant. La
technique FRAP (Ferric reducing antioxidant power) a été développée pour
mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*) présent dans
le complexe KsFe (CN)s en fer ferreux (Fe2+). En effet le Fe* participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance du milieu
réactionnel est déterminée a 700nm [144]. Une augmentation de I'absorbance du

milieu correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testeés.

b) Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est déterminé suivant la méthode décrite par OYAIZU
[144] . 1 ml de différentes concentrations de chaque extrait est mélangé avec 2,5
ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de
potassium (KsFe (CN)s) a 1% (m/v). Les mélanges sont incubés a 50°C pendant
30 min. Ensuite 2,5ml de l'acide trichloracétique (10%) sont additionnés. Aprés
centrifugation a 3000 tours/min pendant 10 min, 2.5ml du surnageant de chaque
concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml FeCl3 (0,1%).

L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif dans cette expérience

dans les mémes conditions opératoires.

L’absorbance est mesurée a 700 nm a l'aide d’'un spectrophotométre UV-

visible.

c) Expression des résultats

Pour exprimer les résultats obtenus, nous avons tracé les graphes des
absorbances obtenues en fonctions des différentes concentrations en extrait de
plante. L’augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des fractions testées.
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2.8.2. Activité antimicrobienne

Nous avons testé I'activité antimicrobienne des extraits de U. urens L. par la

technique de diffusion sur gélose.
a) Principe

Le principe de cette technique est celui du test d’antibiogramme. |l consiste a
placer un disque de papier imprégné de l'extrait (a différentes concentrations) sur
la gélose inoculée au préalable. L’extrait végétal diffuse dans le milieu en
provoquant un gradient de concentration décroissant autour du disque (figure 2.3).

L'effet de l'extrait de la plante se traduit par la présence d’une zone

d’inhibition (ZI) de la croissance microbienne autour du disque [11].

Disque imbibé d'extrait

Figure 2.3: Technique de diffusion sur gélose.

b) Mode opératoire

> Repiquage des souches

A partir de leur milieux de conservation, les bactéries sont ensemencées sur
des boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton pour les bactéries et milieu
OGA pour la levure. Les boites sont ensuite incubées (24 heures pour les
bactéries, 48h pour la levure), afin d’obtenir une culture jeune avec des colonies

isolées.
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> Préparation des extraits

Les extraits de Urtica urens L. sont obtenus par macération. Ces derniers
sont solubilisés dans le DMSO (Diméthylsulfoxyde) a 60% (v/v) pour préparer les
différentes concentrations a tester (1, 0.5, 0.25, et 0.125 mg/ml).

> Préparation des suspensions bactériennes

Des suspensions bactériennes sont préparées a partir des cultures jeunes
(18-24h), en utilisant I'eau physiologique stérile. La concentration de chaque
suspension bactérienne doit étre d’environ 10° germe/ml, correspondant & une

densité optique comprise entre 0.08 et 0.1 a une longueur d’'onde de 625 nm.

> Préparation des disques

Des disques de 9 mm de diamétre sont stérilisés a I'autoclave pendant 20

min a 120°C. Ces disques stériles sont imprégnés par les extraits a tester.

> Application du test

Les boites de Pétri contenant le milieu de culture sont ensemencés par les
suspensions bactériennes en utilisant des pipettes Pasteur stériles. Ensuite la
suspension est étalée sur toute la surface gélosée a I'aide d'un rateau.

Les disques imprégnés d’extrait a tester sont déposés sur la gélose
ensemenceée. Les boites de Pétri sont ensuite incubées dans une étuve a 37°C

pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 5 jours pour la levure [145].

Le méme test est répété en remplagant les extraits de la plante par 3
antibiotiques a savoir : Chloramphénicol (30ug/ml), Acide fucidique (10ug/ml) et
Acide pipemidique (20ug/ml) (témoin positif) et le DMSO (test négatif).

> EXxpression des résultats

Les résultats de I'activité antimicrobienne sont exprimés en termes de zone

d’inhibition (Z1) en mm. Ces derniéres sont mesurées a 'aide d’un pied a coulisse.

La mesure du diamétre des ZI| est souvent transcrite dans différents

symboles proportionnels a l'activité en suivant une échelle [146] (tableau 2.2).
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Tableau 2.2: Transcription des diamétres d’inhibition
Diamétre des ZI Transcription  Activité inhibitrice Sensibilité du
(mm) germe
21<10 - Non inhibitrice Non sensible
10 <ZI <16 + Légérement inhibitrice Peu sensible
16 < ZI1 <28 ++ Modérément inhibitrice Assez sensible
Z1 > 28 +++ Fortement inhibitrice Trés sensible
[146]

3. Etude statistique :

L’étude statistique a été établie sur Statistica 7 de Soft Inc., Tulsa, USA, et
Microsoft Office Excel 2007. Toutes les mesures sont données en moyenne + SD
de 3 mesures. Pour la comparaison des échantillons nous avons utilisé les tests
non paramétriques. Nous avons utilisé le test de Mann Whitney, (pour 2

échantillons) et le test de Kruskal-Wallis pour plusieurs échantillons.
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CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Etude botanique

L’identification de la plante a 'ENSA (El Harrache), nous a permis de

confirmer qu’il s’agit de Urtica urens.

Cependant, nous avons eu recours a d’autres observations macroscopiques

pour étayer I'identification réalisée.
1.1.La tige

La tige est herbacée d’'une taille moyenne, ne dépassant pas 60 cm de long.
Elle est entierement recouverte de poils épidermiques a extrémité pointu (figure
3.1). lls contiennent des substances qui provoquent une urticaire en contact avec
la peau. La taille de cette espéce confirme son identité par rapport a I'espéce

Urtica dioica L qui peut atteindre 150 cm de long [46].

Poils
urticants

Figure 3.1: Tige de Urtica urens garnie de poils urticants (G x 4.5) (Original)
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1.2.Les feuilles

Les feuilles de U. urens sont opposées, a nervure divergente, ovales ne
dépassent pas 4 a 5 cm de long. Elles sont dentées. Les dents présentent une
largeur de 3 a 5mm. Les faces inferieure et supérieure de la plante sont
entierement recouvertes de poils épidermiques contenant des substances

urticantes et d’autres plus petits non urticants (figure 3.2).

Figure 3.2: Feuilles avec poils urticants

1.3.Les fleurs

Aprés observation de la plante récoltée, nous avons constaté que les fleurs
males et femelles sont réunies en grappe simple non ramifiée (figure 3.3). C’est
une plante monoique comportant les deux types de fleurs sur le méme pied. Cette
observation nous a permis de différencier I'espéce U. urens de I'espéce U. dioica

qui est une espéce dioique [46]

Figure 3.3: Fleurs de Urtica urens L. G : 2.5x (Original)


http://fr.wikipedia.org/wiki/Forme_foliaire
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1.4.La racine

La figure 3.4 montre la morphologie de I'extrémité racinaire de la plante.
C’est une racine pivotante ne dépassant pas 5cm de long. Elle comporte
quelques ramifications. Cette morphologie distingue Urtica urens de Urtica dioica
qui est caractérisée par la présence de rhizome [406].

Rp : racine principale, Rs : racines secondaires.

Figure 3.4: Racine de Urtica urens L. (G: 2.5x) (original)

2. Etude histologiqgue

Dans le but de localiser des structures et tissus particuliers de l'ortie, nous
avons reéalisé des coupes histologiques colorées par la technique de la double

coloration. Nous avons obtenu les résultats suivants :

2.1.Laracine

L’observation microscopique des coupes transversales de la racine de Urtica

urens L. nous a permis d’identifier les tissus représentés dans la figure 3.5.
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B: bole. L: Liber. Pc: Parenchyme cortlcal. Pr: Parenchyme médullalre. Rh: Rhizoderme. $e:
Sclérenchyme

Figure 3.5: Structure anatomique de la racine de Urtica urens L. (Original)

De la périphérie vers le centre nous avons pu observer : le rhizoderme (tissu
de revétement), un parenchyme cortical, le liber, l'assise génératrice
libéroligneuse ou cambium, le bois, un sclérenchyme entre les tissus conducteurs

et le parenchyme médullaire au centre de la coupe.

2.2.Latige

L’observation microscopique des coupes transversales de la tige de Urtica
urens a permis d’identifier les tissus représentés dans les figures 3.6, 3.7, 3.8
et 3.9.
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B: Bois, Ep: Epiderme, Pc: Parenchyme corfical,
Pm: Parenchyme médullaire, L: liber.

Figure 3.6 : Structure anatomique d’une tige de Urtica urens L. G : 40x (Original)

Co: collenchyme angulaire. P.c: Parenchyme corticale. F.cel: Fibre ce
cellulose. L: Liber. B: Beis. P.m: Parenchyme médullaire.

Figure 3.7: Structure anatomique de la tige de Urtica urens L. G : 100x (Original)
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Figure 3.8: Structure du tissu conducteur dans la tige de Urtica urens L G : 100x.

(Original)

Ep: Epiderme. Co: collenchyme angulaire. P.c:
Parenchyme corticale. F.cel: Fibre de cellulose. L: Liber.
B: Bois. P.m: Parenchyme meédullaire.

Figure 3.9: Pachyte discontinu dans une coupe de tige de Urtica urens L. G : 100x

(Original)
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Ces observations nous ont permis de reconnaitre les structures suivantes :
I'épiderme a la périphérie (tissu de revétement) constitué de cellules épidermiques
avec une cuticule, un collenchyme angulaire avec une paroi cellulosique épaisse,
un parenchyme corticale avec présence de quelques cellules particulieres que
nous n’avons pas pu identifier s’ils s’agissent de cellules fibreuses ou de cellules
sécrétrices. Le tissu conducteur est constitué de liber et de bois issu d’une assise
génératrice libéro-ligneuse (cambium). Dans une tige plus agée nous avons
observé une formation de pachyte discontinu. Le cylindre central est constitué par
des cellules parenchymateuses (parenchyme médullaire).

Au terme des observations macroscopiques et microscopique il nous est
apparu que la tige et les feuilles sont pourvues de poils sécrétant une substance

urticante.

3. Lateneur en eau

Le calcul de la teneur en eau des parties aériennes de Urtica urens L. a
donné un pourcentage de 84.49 £ 1.34 % pour les feuilles et 94.93 + 0,37% pour
les tiges (tableau 3.1).

Tableau 3.1: Teneur en eau des feuilles et tiges de Urtica urens L.

Feuilles Tiges
Teneur en eau (en g /100g de 84.49 +1.34 94.93 + 0,37
feuilles fraiches)
Teneur en matiere séche (en g 15.51 £1.33 5.07 £ 0,37
/1009 de tiges fraiches)

Les résultats montrent que la plante est riche en eau. Les tiges contiennent
plus d’eau que les feuilles. Cependant I'analyse statistique (Appendice H) ne
montre aucune différence significative entre les deux parties (p> 0.05).
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Ces résultats sont proches en comparaison avec la teneur en eau citée dans
le Guide nutritionnel des plantes sauvages et cultivées de Frangois Couplan
(2011) ou la teneur en eau de l'ortie a été déterminée a 80% [7]. De méme
HUDEC et al., [147] et OTLES et YALCIN [22] ont rapporté que les tiges de l'orties
(Urtica dioica L.) sont plus riches en eau (88.88% et 83.11%) que les feuilles
(78.67% et 77.75%). Cependant nos résultats s’averent beaucoup plus importants
que ceux de JIMOH et al., [148] qui ont trouvé que les feuilles de Urtica urens

(récoltée en Afrique du sud) ne renferme que 57,16 % d’eau.

4. Le taux d’humidité

Nous avons calculé le taux d’humidité de la poudre des feuilles de Urtica

urens L. et nous avons obtenu le résultat du tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Taux d’humidité de la poudre des feuilles de Urtica urens L.

_ _ Poids de la poudre aprés o
Prise d’essai (g) _ _ Taux d’humidité (%)
dessiccation (g)

0.97 £0.05 0.87 £0.05 9.98 +0.07

Les résultats obtenus montrent que le taux d’humidité de la poudre de Urtica

urens est de 9.98 %.

Le taux d’humidité nous donne une idée sur la dégradation des principes
actifs de la plante. La quantité du résidu sec nous renseigne sur la quantité de
poudre présente dans l'extrait alcoolique. De plus un taux faible en humidité
permettrait une bonne conservation de la poudre végétale.
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5. Lateneur en cendres

Le résultat de la teneur en cendres totales est mentionné dans le tableau 3.3

Tableau 3.3: Teneur en cendres des feuilles de U. urens L.

Prise d’essai (g) Pesée aprés Teneur en cendres
calcination (g) (%de PS)
2.002 £ 0.002 0.581 £ 0.005 29.02 £ 0.28

Aprés la calcination totale de la poudre végétale, le taux de cendres
obtenues est de 29.02 + 0.28%. Ce résultat est proche de celui rapporté par
JIMOH est al., [148] ou le taux de cendres totales des feuilles de Urtica urens L.
est de 27.75 %. Le résultat obtenu indique que Urtica urens est riche en minéraux
comparée a l'espéce Urtica dioica. En effet la pharmacopée Européenne 2008
[149] mentionne que pour I'espéce Urtica dioica (I'espéce la plus étudiée) les
feuilles présentent au maximum 20% de cendres. Néanmoins les travaux de
WETHERILT [150] rapportent que les feuilles de Urtica dioica sont riches en

minéraux avec une teneur en cendres égale a 5,6%.

Les travaux de JIMOH et al., [148] rapportent que Urtica urens est riche en
minéraux et le rapport potassium / sodium est égal a 35.34, et pour Urtica dioica il
est de 33.2 [150]. Ce parametre est, selon DRAGHI [46], un bon indicateur du

pouvoir protecteur de 'ortie contre les maladies cardiovasculaires.

Toute fois cette valeur reste plus importante a celle estimée par NAFIR-
ZENATI et al., [151] pour les feuilles des épinards crues (19%) qui constituent un
légume vert tres utilisé pour l'alimentation humaine de part sa richesse en
minéraux. Nous pouvons donc suggérer l'utilisation des feuilles d’ortie dans
'alimentation humaine, une inspiration qui n’a pas échappé aux grecs et aux

romains depuis des millénaires [152].
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6. Screening phytochimique

L’analyse du tableau 3.4 révéle que U. urens contient des flavonoides des
leucoanthocyanes et des tannins (galliques et catéchiques), alors que les
anthocyanes, les saponines, et les alcaloides sont absents.

Tableau 3.4: Screening phytochimique de Urtica urens L.

Substances organiques Urtica urens
Flavonoides +
Anthocyanes -—
Leucoanthocyanes +
Tannins galliques +
Tannins catéchiques +
Saponines —_
Alcaloides —

(+) : Test t positif, (=—): Test négatif.

La présence des flavonoides dans Urtica urens corrobore avec une étude
effectuée par JIMOH et al., [148] ainsi que plusieurs recherches sur I'espece
Urtica dioica [15] [22] [147] [153]. De méme PINELLI et al., [154] rapportent que
les anthocyanes ne sont présents que dans les tiges de Urtica dioica.
Contrairement a nos résultats MANGABU et al., [15] et JIMOH et al., [148] ont
montré que U. dioica et U. urens contiennent des alcaloides, des anthocyanes et
des saponosides. Tandis que les tannis galliques et catéchiques sont absents

chez U. dioica.
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La caractérisation des composés phénoliques des extraits de Urtica urens
serait d’'une importance considérable en ce qui concerne les propriétés biologique
(antioxydante et antimicrobienne) de ces métabolites secondaires, pour leur
application possible dans diverses activités industrielles, notamment dans
I'alimentation, les cosmétiques et la phytothérapie.

7. Rendement de I'extraction des polyphénols totaux

Le rendement des extractions est mentionné au tableau 3.5.

Tableau 3.5: Rendement des extractions méthanolique et éthanolique des feuilles
de Urtica urens L.

Extrait méthanolique (MeOH) Extrait éthanolique (EtOH)

Rendement en % 9,214 8,376

D’apres les résultats nous remarquons que, en utilisant le méthanol comme
solvant d’extraction nous avons obtenu un taux Iégérement plus élevé (9.214%)
que lorsque nous utilisons I'éthanol (8.376%). JIMOH et al., ont obtenu un résultat

comparable pour un extrait méthanolique des feuilles de U. urens (8.7%).

8. Dosage des composés phénoliques

8.1. Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par la technique du Folin-Ciocalteu a

donné les résultats mentionnés dans le tableau 3.6.

La teneur en polyphénols totaux est rapportée en mg équivalent d’acide
gallique/g de matiére seche (MS). La courbe d’étalonnage de I'acide gallique est
représentée dans I'appendice F.
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Tableau 3.6: Teneurs en polyphénols totaux dans les feuilles de Urtica urens L.
Extrait MeOH Extrait EtOH
Quantité des polyphénols
112,47 *+ 8,16 103,27 * 6,90
totaux en mg EAG/g MS
Teneur des feuilles en
11.25 £ 0.82 10.33 + 0.69
polyphénols totaux (%)
D’apres les résultats obtenus, il semble que la teneur en composés

phénoliques dans la poudre des feuilles de U. urens est Iégérement plus élevée
dans l'extrait méthanolique (112.47 mg EAG/g MS) par rapport a [I'extrait
éthanolique (103.27 mg EAG/g MS). Cependant, I'analyse statistique montre qu'il
n’y a pas de différence significative de la teneur en polyphénols totaux entre les
deux extraits (p> 0.05) (appendice H). Par conséquent, le pouvoir extracteur des
polyphénols totaux des deux solvants serait comparable.

Dans le présent travail, les feuilles de U. urens se sont montrées moins
riches en composés phénoliques comparées a U. dioica. En effet, le dosage des
polyphénols totaux par le Folin-Ciocalteu a donné des quantités comprises entre
320 et 490 mg EAG / g de MS dans les feuilles de U. dioica (extrait MeOH) de la
région méditerranéenne [22]. De méme KURKIC et al., [155] ont trouvé une valeur
de 208.37 mg EAG/g MS dans les feuilles de U. dioica par extraction a I'éthanol.
Selon GHAIMA et al., [156] le contenu poly phénolique dans un extrait d’acétate
d’éthyle des feuilles de U. dioica est de 48.3 mg EAG/g MS. Par ailleurs, en Inde
KATAKI et al., [157] ont trouvé un taux beaucoup plus faible en polyphénols totaux
(6.35 mg EAG/g MS) dans un extrait MeOH des feuilles de U. dioica.
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Selon PARK et CHA [158] et LEE et al., [159] le contenu polyphénolique
varie qualitativement et quantitativement d’'une plante a une autre, méme entre
espéce du méme genre, et entre différents extraits de la méme espéce. Cela peut
étre attribué aux facteurs climatiques et environnementaux a savoir, la zone
geéographique, la sécheresse, le sol, les agressions et les maladies de la plante.
Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de
la plante influent également sur la teneur en polyphénols totaux. De méme la
méthode d’extraction, la technique de quantification et la durée de conservation

peuvent aussi influencer sur I'estimation de la teneur des phénols totaux.

8.2.Flavonoides

Le dosage des flavonoides par la technique du chlorure d’aluminium (d’AlICI3)
a donné les résultats mentionnés dans le tableau 3.7. La teneur en flavonoides est
rapportée en mg équivalent de quercétine par g de matiére seche. La courbe
d’étalonnage de la quercétine est représentée dans I'appendice F.

Tableau 3.7: Teneur en flavonoides des feuilles de Urtica urens L.

Extrait MeOH Extrait EtOH
Quantité de flavonoides (mg
30,58 + 1,63 58,06 + 1,22
EQ/g MS)
Teneur des feuilles en
3.06£0.16 5.81+£0.12
flavonoides (%)
Flavonoides / Polyphénols
27.19 56.22

totaux (%)
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D’apres les résultats obtenus, il s’est avéré que I'extrait éthanolique contient
deux fois plus de flavonoides (58,06 + 1,22 mg EQ/ g MS) que [lextrait
méthanolique (30,58 + 1,63 mg EQ/g MS). L’estimation du taux des flavonoides
par rapport aux polyphénols totaux montre que la moiti€é de la fraction poly-
phénolique de I'extrait éthanolique est constituée de flavonoides (56.22 %), alors
que ces derniers ne représentent que 27.19% des polyphénols totaux dans
I'extrait méthanolique. En effet, I'analyse statistique concernant la teneur des
feuilles en flavonoides montre une différence significative entre ['extraction
méthanolique et éthanolique (p<0.05) (Appendice H). Il en ressort que I'éthanol
montre un pouvoir extracteur des flavonoides deux fois plus important que celui du
méthanol. Il serait par ailleurs préférable d'utiliser I'’éthanol comme solvant
d’extraction au lieu du méthanol. D’autant plus, du point de vu toxicologique, le
méthanol est plus dangereux [160], plus cher et moins disponible que I'’éthanol.

JIMOH et al., [148] en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction, ont
obtenu une teneur en flavonoides dans les feuille de U. urens de 0.04%. Cette
teneur est beaucoup moins importante comparée a nos résultats (3.06%). Par
ailleurs KUKRIC et al., [155] ont trouvé une teneur en flavonoides des feuilles de
U. dioica plus proche de nos résultats (2,03%). De méme GUDER et KORKMAZ
ont trouvé que 50% des polyphénols totaux des feuilles de U. dioica (extrait
éthanolique) sont des flavonoides. Cette valeur s’accorde avec nos résultats

(56.22%) et confirme la richesse de la plante en flavonoides.

Les produits phytochimiques présents dans les parties aériennes de la plus
part des espéces du genre Urtica se sont révélés étre des composés phénolique
et des flavonoides en particulier la rutine et la quercétine [16] [22] [161].

Il a été prouvé que les teneurs des phénols totaux et des flavonoides sont
élevées lorsque le milieu de vis de la plante est contraignant. Dans ce cas, la
plante favorise la synthese des métabolites secondaires afin de s’adapter et

pouvoir survivre [70] [162].

La teneur notable en flavonoides dans les feuilles de Urtica urens L. pourrait
expliquer I'utilisation de la plante dans la médecine traditionnelle, pour son effet

anti-inflammatoire contre les arthrites et les maladies rhumatismales [163].
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9. Activités biologiques

9.1. Activité antioxydante

Le potentiel antioxydant de Urtica urens L. est estimée pour les deux extraits
de la plante en utilisant deux techniques différentes : la technique au DPPH et la
technique de réduction du fer (FRAP).

9.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

> Détermination du pourcentage d’inhibition

Les résultats du calcul du pourcentage d’inhibition du radical DPPH pour les
deux extraits de la plante ainsi que celui de la rutine et la quercétine sont

représentés dans les tableaux (Appendice G) illustrés par la figure 3.10.

—&— extrait méthanolique

—— extrait éthanolique

100% -

90% - —#— Rutine
80% "
) —>— Quercétine

70% -
60% -
50% -
40% 3
30% -
20%
10% -
0%

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1

Concentration en mg/mL

Figure 3.10: Pourcentage d’'inhibition du radical libre DPPH par les extraits de

Urtica uens L., la rutine et la quercétine
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Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
(activité antioxydante) augmente avec l'augmentation de la concentration des
deux extraits de la plante et celle des deux standards (Rutine et quercétine).
Néanmoins, l'activité antioxydante des extraits de U. urens L. reste beaucoups

moins important que celle de la rutine et la quercétine.

L’extrait éthanolique semble avoir une activité antioxydante légérement
superieur a celle enregistrée pour 'extrait méthanolique. En effet, a une méme
concentration (1mg/ml) I'extrait éthanolique enregistre un pourcentage d’inhibition
égale a 63,88%, alors que I'extrait méthanolique a inhibé 51,52% du radical libre
initial. Concernant les deux standards les résultats montrent que le pouvoir

antioxydant de la quercétine est beaucoup plus important que celui de la rutine.

> Détermination du pouvoir anti radicalaire

La concentration correspondant a 50% d’inhibition (ICso) est inversement liée
a la capacité antioxydante d’'un composé, car il exprime la quantité d’antioxydant
requise pour réduire a moitié la concentration du radical libre. Plus la valeur de
ICs0 est basse, plus I'activité antioxydante d’'un composé est grande. Pour mieux
caractériser le pouvoir anti radicalaire nous avons introduit un deuxiéme

parametre :
v" Le pouvoir anti radicalaire (APR), ce dernier est inversement proportionnel a

I'ICso (APR = 1/ICsp) [164].

En se servant des courbes de régressions (Appendice G), nous avons pu
calculer les I1Cso des extraits testés et des standards (tableau 3.8).
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Tableau 3.8: Pouvoir anti radicalaire des extraits méthanolique et éthanolique des

feuilles de Urtica urens L., la rutine et la quercétine.

Produit ICso (mg/ml) 1/ICs0 (mg/ml)” ou
APR
E. MeOH 0.970 + 0.029 1.03 + 0.03
E. EtOH 0.703 + 0.046 1.43 +0.09
Rutine 0.180 + 0.004 5.56 +0.15
Quercétine 0.004 + 0.000 253.18 + 2.32

E. MeOH : Extrait méthanolique. E. EtOH : Extrait éthanolique. 1Cs: Concentration
inhibitrice de 50% de DPPH. APR : Pouvoir Anti radicalaire.

L’analyse des résultats montrent que les extraits de la plante sont capables
de neutraliser le radical libre DPPH. L’extrait méthanolique semble avoir une
activité anti radicalaire plus faible que celle de I'extrait éthanolique avec des APR
de I'ordre de 1.03 + 0.03 et 1.43 + 0.09 (mg/ml)”" respectivement. Cependant cette
activité est beaucoup moins importante que celle des standards, rutine et
quercétine. L’analyse statistique montres une différence significative entre les
quartes échantillons (p<0.05) (Appendice H). Néanmoins aucune différence

significative n’a été observée entre les deux extraits.

La quercétine a exprimé la plus faible ICs (0.004 £ 0.000 mg/ml), de ce fait
elle présente le plus fort potentiel anti radicalaire contre le radical libre DPPH avec
un APR 245 fois plus élevé que celui de I'extrait MeOH et 177 fois plus que
I'extrait EtOH. Par ailleurs la rutine a révélé un pouvoir anti radicalaire moindre
(5.56 + 0.15) comparée a la quercétine (253.18 + 2.32), mais plus important que

celui des deux extraits.

Les résultats obtenus ne sont pas en accord avec ceux de JIMOH et al,,
[148] qui montrent une activité antioxydante trés importante pour des extraits de
feuilles de Urtica urens L. En effet, 1mg/ml d’extrait méthanolique de cette plante a
inhibé 91.2 % du radical DPPH, par contre I'extrait aqueux et I'extrait acétonique
ont donnés des valeurs plus faibles (60.8 et 63.5 %).
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Selon GUDER ET KORKMAZ [12], le pourcentage d’inhibition des feuilles,
de Urtica dioica ont été estimés a 54.2% a une concentration de 0.25 mg/ml
d’extrait éthanolique. Cependant notre extrait éthanolique n’a pu atteindre ce
pourcentage d’inhibition qu’a une concentration de 0.7 mg/ml. Une autre étude
effectuée par GULCIN et al., [11] sur U. dioica montre qu’un extrait aqueux d’une
concentration de 0.06 mg/ml a une activité réductrice sur le DPPH de 37 %. De
méme MAVI et al., [165], en étudiant l'activité antioxydante d’un extrait
méthanolique de U. dioica, ont trouvé une valeur de ICsp de 0.34 mg/ml, cette

concentration est trois fois moins importante que celle trouvée pour notre extrait.

Cette capacité réductrice du radical libore DPPH pourrait étre due aux
flavonoides contenus dans les feuilles de cette espéce. Sachant que I'extrait qui
renferme le plus de flavonoide s’est avéré le plus anti radicalaire. Ce qui pourrait
supposer une corrélation positive entre la teneur en flavonoide et l'activité

antioxydante.

Nos résultats révélent d'une part une forte proportion en flavonoides
(56.22%) par rapport aux polyphénols totaux, d’autre part une forte activité anti
radicalaire pour la quercétine. Ces résultats suggeéerent que I'activité de nos extraits
peut étre due principalement aux flavonoides en particulier la quercétine. En effet,
BONINA et al., [166] ont prouvé que parmi les flavonoides testés, la quercétine
etait le plus efficace contre la peroxydation et que l'effet protecteur de la
quercétine est dii aux propriétés de piégeage des radicaux libres. Egalement
d’aprés RAMZAN [16] les activités biologiques des feuilles d'ortie sont

généralement dues aux flavonoides.

9.1.2. Réduction du fer (FRAP)

L’activité réductrice des extraits MeOH et EtOH de Ila plante étudiée

comparee a celle de I'acide ascorbique, est représentée dans la figure 3.11.
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Figure 3.11: Pouvoir réducteur des extraits de Urtica urens L. et de I'acide

ascorbique

La figure 3.11 montre que I'absorbance est proportionnelle a 'augmentation
de la concentration en extrait (MeOH et EtOH). L’augmentation de I'absorbance
correspond a la réduction du Fe lll en Fe Il. D’aprés les résultats nous remarquons
que l'extrait MeOH a exprimé une capacité réductrice comparable a celle de
I'extrait EtOH. Cependant, cette capacité est beaucoup moins élevée comparée a
celle de l'acide ascorbique. En effet pour une méme concentration (1mg/ml) le
pouvoir réducteur est 3 fois plus élevé pour I'acide ascorbique que pour les deux

extraits.

GULCIN et al., [11] ont trouvé que la capacité réductrice d’un extrait aqueux

de Urtica dioica L. est supérieure a celle du BHA et I'a tocophérol.

Selon GUDER et KORKMAZ [12] la capacité de réduire le fer par les
composés phénoliques des extraits végétaux peut servir comme un indicateur
significatif de I'activité antioxydante de la plante étudiée. Par ailleurs SOARES et
al., [167] ont indiqué la méthode du piégeage du radical DPPH pour évaluer
I'activité antioxydante en peu de temps.

9.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits de U. urens L. et des antibiotiques est
donnée en termes de diamétres de la zone d’inhibition (ZI) autour des disques.
Les résultats obtenus sont illustrés par les figures 3.13, 3.14 et 3.15.
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L’analyse des résultats concernant les trois antibiotiques
(Chloramphénicol, acide fucidique et acide pipémidique) sur la croissance des
souches bactériennes montre que la souche Gram positif S.aureus est sensible
a l'acides fucidique avec une zone d’inhibition de 30mm de diamétre.
Cependant les Gram négatifs sont plus sensibles au chloramphénicol avec des
zones d’inhibition de 25 a 27.7 mm de diamétre. Le DMSO n’a révélé aucune
activité sur les souches microbiennes (figure 3.12.)

NN\
\\ Staphylococcus aureus

Salmonella typhimurium

FA : Acide fucidique. Pi : Acide pipémidique. C: Chloramphénicol. DMSO: Diméthylsulfoxyde.

Figure 3.12: Effet des antibiotiques sur la croissance des souches microbiennes
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Figure 3.13 : zones d’inhibition des extraits de Urtica urens vis-a-vis des

souches microbiennes
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Figure 3.14: Effet de I'extrait éthanolique de Urtica urens L. sur la croissance

des souches microbiennes
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Figure 3.15: Effet de I'extrait méthanolique de Urtica urens L. sur la croissance

des souches microbiennes



Created by Simpo PDF Creator Pro (unregistered version)
http://www.simpopdf.com

74

Les résultats mentionnés dans les figures 3.13, 3.14 et 3.15 montrent
d’'une maniére générale que les souches bactériennes S. aureus, C.freundii,
E.coli et P. aeruginosa, et méme la souche fongique C. albicans se sont
révélées peu sensibles aux deux extraits de la plante quelque soit la
concentration (10 mm < ZI < 13 mm), alors que la souche K.pneumoniae n’est

pas sensible aux deux extraits.

L’action des deux extraits, quand elle existe, reste trés inferieure
comparée a celle des antibiotiques testés exception faite pour I'espéece
Pseudomonas aeruginosa ou linhibition des antibiotiques (ZI = 8mm) est
inferieure a celle donnée par les extraits (10 < ZI < 12) a des concentrations
faibles. Les travaux de JIMOH et al., [148] montrent que pour S. aureus et E.
coli la concentration minimale inhibitrice (CMI) est de 5mg/ml d’extrait
méthanolique de U.urens. Une autre étude récente menée par TAQA et al., [26]
montrent que I'extrait MeOH de U. urens n’a pas d’effet inhibiteur sur la
croissance de P. aeruginosa a de fortes concentrations. La meilleure inhibition
serait a 25 mg/ml d’extrait. Dans notre cas nous avons testé des
concentrations beaucoup plus faibles (de 0.1 a 1mg/ml) pour ces souches, ainsi
nous avons obtenus une faible sensibilite. MODARRESI et al., [168] ont testé
I'activité antimicrobienne de différents extraits de U. dioica, les résultats ont
montré que I'extrait méthanolique a 100 mg/ml n’a aucun effet sur la croissance
de 36 souches parmi les 38 testées, entre autres  E. coli, P. aeruginosa, C.
freundii, S. aureus ainsi que la souche C. albicans. De méme DAR et al., [169]
n'ont observé aucune zone d’'inhibition pour S. aureus, P. aeruginosa, E. coli et
S. typhi, @ une concentration de 2mg d’extrait méthanolique des feuilles de
Urtica dioica. Nos résultats ne corroborent pas avec ceux de MODARRESI et
al., [168] et AHMAD DAR et al, [169] En effet, ces mémes souches
microbiennes se sont montrées peu sensibles aux extraits alcooliques de U.
urens a des concentrations beaucoup plus faibles. On peut éventuellement dire
que le résultat obtenu dans notre essai est di a I'espéce étudiée qui est U.
urens, a la région et la période de récolte de la plante. Néanmoins ABDULBAKI
[24] a suggéré que les parois cellulaires des bactéries empéchent le passage

de I'extrait a des concentrations élevées.
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Par ailleurs, GULCIN et al., [11] ont montré que toute concentration en
extrait d’ortie (Urtica dioica) possede une activité antimicrobienne contre les
bactéries Gram positif et Gram négatif, sauf P. aeruginosa qui s’avére la plus
résistante. De méme DOSTBIL et al., [170] ont observé un effet inhibiteur sur
S. aureus, mais aucune activité inhibitrice n’a été exhibée pour K. pneumoniae

et P. aeruginosa.

L’étude de EL WASFI et al, [171] contredit tous ces résultats. Ces
auteurs ont montré que I'extrait méthanolique de U. dioica présente une activité
antimicrobienne a des concentrations élevées (50 et 100 mg/ml). La souche
P.aeruginosa s’est montrée tres sensibles a cet extrait et K. pneumoniae peu
sensibles. Cependant, salmonella a résisté a I'extrait de cette plante. lls ont
montré également que cet extrait donne un meilleur résultat que I'extrait

aqueux.

L’activité antimicrobienne de lortie peut étre due aux composés
phénoliques dont elle est constituée. Cette supposition s’accorde avec LIVIU et
al., [172] qui ont trouvé que les polyphénols représentent 'un des groupes
majeurs responsables de I'activité antioxydante et antimicrobienne. Ainsi, selon
MOSSA et al., [23], I'effet inhibiteur de I'extrait de Urtica urens peut étre da a la

présence des lectines, des glucosides et des tannins.
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CONCLUSION

Le présent travail a pour objectif la valorisation de la petite ortie, Urtica
urens L., dans le domaine de la thérapeutique et son utilisation dans la

médecine traditionnelle.

Les feuilles de Urtica urens se sont révélées riches en matiére minérale
avec un taux de cendres totales qui atteint 29,02%. Le screening
phytochimique a permis de mettre en évidence la présence des flavonoides,
des leucoanthocyanes, et des tannins galliques et catéchiques.

Le dosage des polyphénols totaux des extraits alcooliques (MeOH et
EtOH) a révélé une richesse en polyphénols qui représentent environ 10% de la
matiére seches. Les feuilles de la petite ortie sont trés riches en flavonoides.
Ces derniers représentent 56,22% des polyphénols totaux dans [I'extrait
éthanolique, alors que dans l'extrait méthanolique ils ne représentent que
27,19%.

Les extraits alcooliques de U. urens ont révélé une bonne activité
antioxydante avec un pouvoir anti radicalaire de 1.03 et 1.43 pour I'extrait
méthanolique et éthanolique respectivement. Cette activité est beaucoup plus
faible par rapport aux flavonoides standards rutine et quercétine qui ont montré
un pouvoir anti radicalaire de 5.56 et 253.18 respectivement. De méme
I'activité réductrice de fer par les deux extraits s’est révélée 3 fois moins
importante que l'acide ascorbique. La capacité antioxydante révélée in vitro est
en relation direct avec le contenu polyphénolique de chaque extrait, et
dépendent de I'ensemble des substances antioxydantes, de leur nature et de

leur quantité.

L’étude de l'activité antimicrobienne, a révélé un faible pouvoir inhibiteur

des extraits de la plante sur les souches testées.
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Il en ressort de cette étude que la richesse de cette plante en matiere
minérale lui confére une bonne qualité nutritionnelle et elle peut étre introduite
dans I'alimentation humaine comme un complément alimentaire minéral. Vu sa
richesse en polyphénols surtout en flavonoides, la plante est également une
source prometteuse d’antioxydants, et peut étre utilisées dans le cas des stress
oxydatifs et de prévenir les différentes pathologies survenues suite a une

attaque radicalaire.

Comme perspective, nous souhaitons pouvoir compléter cette étude par la
caractérisation et identification des molécules antioxydantes de l'ortie par des
techniques plus performantes comme la chromatographie liquide a haute
performance couplée a la spectrophotométrie de masse. La détermination des
effets thérapeutiques de cette plante par des études cliniques approfondies
(effet hypoglycémiant, diurétique et anti-inflammatoire) pourrait enrichir les
travaux sur cette plante. Aussi, une étude toxicologique sur des modéles
animaux doit étre effectuée pour pouvoir déterminer les doses a administrer.
Enfin il serait intéressant d’évaluer I'activité antimicrobienne sur des souches

phytopathogénes et prouver le rdle de la plante en agrobiologie.
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APPENDICE A

Liste des abréviations
ADN: Acide désoxyribonucléique
APGIII: Angiosperm Phylogeny Group Il
APR: Pouvoir anti radicalaire
ATCC : American Type Culture Collection
BHA: Butylhydroxyanisol
BHT: Butylhydroxytoluéne
C: Chloramphénicol
C° : Degre Celsius
cm : Centimetre

CMI : Concentration minimale inhibitrice
DMSO : diméthylsulfonide
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

ERO: Espéces réactives oxygéneées
EtOH : éthanol

FA : Acide fucidique

FC: Folin-Ciocalteu

FDA: Food and Drug Administration

FRAP: Ferric reducing antioxidant power
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G: Grossissement

HBP: Hypertrophie bénigne de la prostate

IC50 . Concentration inhibitrice de 50% du DPPH initial

MeOH : méthanol
mg EAG/g : milligramme équivalent d’acide gallique par gramme

mg EQ/g : milligramme équivalent de quercétine par gramme

MP : Microscope photonique
MS : Matiére seche

OMS : Organisation Mondial de la Santé
Pe : Prise d’essai

PF : Poids frais

pH : Potentiel d’Hydrogéne

Pl : Acide pipémidique

Pl : Pourcentage d’inhibition
PS : Poids sec

TC : Taux de cendres totales
TE : Teneur en eau

TH : Taux d’humidité

V/V: Volume / Volume

Z1 : Zone d’inhibition
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APPENDICE B

Appareillage, verrerie et consommables

A1. Liste des appareillages

— Autoclave

— Bain Marie

— Balance de précision

— Centrifugeuse de paillasse
— Etuve bactériologique
— Evaporateur rotatif

— Four a moufles

— Loupe biloculaire

— Microscope photonique
— pH-meétre

— Plaque chauffante

— Spectrophotometre UV-visible

A2. Liste de la verrerie et consommables

— Anse de platine

— Ballon a fond plat

— Béchers

— Boites de Pétri stériles de 90 mm de diamétre

— Disques d’antibiogramme Stériles de 9 mm de diamétre
— Disques d’'antibiotiques de 6 mm

— Erlenmeyer
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— Lames de rasoir

— Lames en verres et lamelles

— Micropipettes 5, 10, 100 et 1000 pl
— Papier filtre WHATMAN

— Pinces

— Pipettes graduées stériles

— Pipettes Pasteurs

— Spatule en inox

— Tubes a essai
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APPENDICE C

Liste des solutions et réactifs utilisés

— Acétate de sodium

— Acide chlorhydrique (HCL)

— Acide sulfurique (H2S0O4)

— Acide trichloracétique a 10%

— Ammoniaque (NH4OH)

— Carbonate de sodium (Naz Cos)
— Chlorure d’aluminium (AICl3)

— Chlorure de Fer (FeCls)

— Chlorure de mercure

- DMSO

— DPPH

— Eau distillée

— Eau physiologique stérile

— Ethanol 4 95°

— Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g) a 1%
— Formol a 40%

— lodure de potassium (IK)

— Méthanol a 95°

— Perchlorure ferrique

— Solution tampon phosphate
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APPENDICE D

Photos de quelques appareils et tests biologiques

Four @ moufles

e - _— P —
Tanninsl Flavonoides Leuconthocyanes

Screening phytochimicue cles
composés phénoliques

Activité antioxydante de Activité antioxydante de la
I'extrait MeQH quercéfine
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APPENDICE E

La double coloration au vert de méthyle et rouge Congo :

v' Bain d’hypochlorite de sodium a 12° pendant 20mn pour vider les cellules de

leur contenu cytoplasmique.
v Ringage a 'eau courante.

v' Bain d’acide acétique a 2% pendant 2 mn pour enlever toute trace

d’hypochlorite de sodium.
v Ringage a 'eau courante.

v' Bain dans une solution de vert de méthyle pendant 20 mn. Il colore

spécifiquement les parois des cellules lignifiées ou subérifieés en vert.
v Ringage a 'eau courante.

v' Bain dans une solution de rouge Congo pendant 20 mn. Il colore les parois

pectocellulosiques en rose.

v Ringage a 'eau courante.
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APPENDICE F

Courbes d’étalonnage de I'acide galligue et de la quercétine

Acide gallique

R?=0,984

03
0,2
0,1
0,0 ¢ : : . . }
0 50 100 150 200 250
Concentrations de I'acide gallique en pug/ml
Quercétine
0,5 -
0,4 - R?=0,9726
[ g
0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Concentration de la Quercétine en pg/mL
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APPENDICE G

Résultats des activités biologigues

> Activité antioxydante (test du DPPH) de I'extrait EtOH

Concentrations en pg/ml 50 100 300 500 700 1000
3 E1 1,3170 1,2730 1,0310 0,8230 0,5640 0,5030
&)
c
®
-g E2 1,3070 1,2530 1,0150 0,7590 0,6120 0,5080
)
Qo
< E3 1,3000 1,2270 1,0220 0,8400 0,6130 0,4950
Essai 1 (EtOH) Essai 2 (EtOH)
80,0% 80,0%
60,0% ¢ 60,0% .
40,0% 40,0%
=0,000x + 0,045 -
20,0% Y Re=0.053 20.0% Y= 0,000x + 0,061
0,0% - - T - T - 0,0% - - T . : s
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
concentration en pg/ml Concentration en pg/ml

Essai 3 (EtOH)

80,0% -

y = 0,000x + 0,063
60,0% - RP=0975 4
40,0% -
20,0% -
0,0%

0 200 400 600 800 1000

Concentration en pg/ml

Courbes de régressions linéaire (pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration en extrait éthanolique)
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> Activité antioxydante (test du DPPH) de I'extrait MeOH

Concentration en pg/ml 50 100 300 500 700 1000
§ E1 1,001 0,976 0,858 0,763 0,607 0,485
C
©
-g E2 0,995 0,961 0,864 0,771 0,705 0,531
(7]

o]

< E3 0,997 0,958 0,869 0,77 0,661 0,491

Essai 1 (MeOH) Essai 2 (MeOH)

60,00% 1 60,00% -
50,00% - 50,00% - y =0,000x + 0,021
40,00% 40,00% R®=0,995
30,00% 30,00% -
20,00% - y = 0,000x - 0,002 20,00% -
10,00% - R*=0,993 10,00% -
0,00% 0,00%

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

Concentration en ug/m Concentration en pug/ml

Essai 3 (MeOH)

60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00%

y =0,000x + 0,025
R?=0,998

0 200 400 600 800 1000

Concentration en pug/mi

Courbes des régressions linéaires (pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration en extrait méthanoligue)
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Activité antioxydante de la quercétine

concentration en pg/mi 0 5 10 20
3 E1 0,8290 10,5130 0,1270 0,0980
=
£ E2 0,8470 0,5120 0,0980 0,0950
3
< E3 0,8760 0,5100 0,1930 0,0950
Essai 1 Essai 2
100,00% - 110,00% -
80,00% - 90,00% -
60,00% - 70,00% 1
40,00% - 50,00% 1
20.00% - y = -0,006x2 + 0,182x - 0,383 30,00% - y = -0,006x2 + 0,195x - 0,417
*=1 10,00% - 2=1
0,00% r r r ) ' O/O ; s
0 5 10 15 20 -10,00% 10 20
Concentration en pg/ml Coencentration en ug/ml
100,00% - Essai 3
80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% - y =-0,004x2 + 0,133x - 0,148
2:
0,00% T R°=1 )
0 10 20
Concentration en pg/ml

Courbes des régressions polynomiales (pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration en quercétine)
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> Activité antioxydante de la rutine

Concentration (mg/ml) 0 100 150 200 300
§ E 1 1,2788  0,9523 1,4802 0,4303  0,1951
C
©
-g E2 1,2817 0,9523 1,4067 0,3401 0,1931
]
e!
< E3 1,2783  0,9608 1,4490 0,3336  0,1934
Essai 1 Essai 2
100% - .
oo 60% 0,003 - 0,080
o/ = - y=y, X-U,
40% I SN 40% R?= 0,887
20% - 20%
0% T T T 1 0% T T T T 1
0 100 200 300 400 . 0 100 200 300 400
Concentration en pg/mi Concentration en pg/mi

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Essai 3
I .
| y = 0,003x - 0,089
' R2=0,873
0 100 200 300

Concentration en pg/ml

400

Courbes des régressions linéaires (pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration en rutine)
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> Diamétres des zones d’inhibitions (ZI) des extraits de U. urens L. sur les souches microbiennes.

Germes

S. aureus

S. typhimurium

C. freundii

E. coli

K. pneumeuniae

P. aeruginosa

C. albicans

0.125

11

10

11

10

11

11

Concentration en extrait (mg/ml)

Extrait méthanolique

0.25

13

11

11

11

12

11

- : Aucune zone d’inhibition observée.

0.5

13

11

12

12

12

12

/ : Aucun antifongique testé.

1

12

12

12

11

12

12

Zones d’inhibition en mm

Extrait éthanolique

0.1250.25
11 12
11 13
- 11
12 10
10 12

10.5 | 11

0.5

11

12

11

11

11

10

11

11

12

11.5

Sensibilité des
bactéries aux

extraits

Peu sensible

Peu sensible

Peu sensible

Peu sensible

Résistante

Peu sensible

Peu sensible

Antibiogramme

) Acide Acide
Chloramphénicol| = o
pipémidique | fucidique

26.5 10 30
27 22 -
26 24 8
27.5 24 8
255 17 6.5
8 8 7
/ / /
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APPENDICE H

Etude statistique

La teneur en eau : Statistique descriptives

Descriptive Statistics (Spreadsheet3)

ValidN | Mean |Confidence |Confidence |Minimum |Maximum |Std.Dev. |Confidence SD |Confidence SD
Variable -99,000% 99,000 -95,000% +95,000%
feuilles 3 84,4943%  76,8960¢  92,0925¢ 82,9660( 85,3390( 1,326021 0,690404 8,333692

Descriptive Statistics (Spreadsheet3)

ValidN | Mean |Confidence |Confidence |Minimum |Maximum |Std.Dev. |Confidence SD |Confidence SD
Variable -99,000% 99,000 -95,000% +95,000%
feuilles 3 84,4943%  76,8960¢  92,0925¢ 82,9660( 85,3390( 1,326021 0,690404 8,333692
Test de Mann Whitney

Mann-Whitney U Test (URTICA)

By variable partie

Marked tests are significant at p <,05000

Rank Sum |Rank Sum | U z p-level Z p-level |Valid N |Valid N |2*1side
variable| feuilles tiges adjusted feuilles | tiges | exactj
T eau 6,00000C  15,0000C 0,00 -1,9639€ 0,04953% -1,9639¢ 0,04953% 3 30,1000

Dosage des composés phénoliques

Statistigues descriptives

statistiques descriptives: dosage des composés phe

Variable Valid N | Mean |Minimum 'Maximum | Std.Dey
Poly totaux MeOH 3 112,4744 104,1402 120,4461 8,1589]
Poly totaux EtOH 3 103,2712 98,3441 111,1544 6,8978
Flavonoides MeOH 3 30,5786 29,3302 32,4214 1,6290:
Flavonoides EtOH 3 58,0592 57,3026 59,4642 1,2179]
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Test de Mann-Whitney

Teneur en polyphénols totaux

Mann-Whitney U Test (URTICA)
By variable EXTAIT
Marked tests are significant at p <,05000

Rank Sum [Rank Sum u z p-level Z p-level |Valid N [Valid N [2*1sided
variable] MeOH EtOH adjusted MeOH | EtOH | exactp
Poly 14,0000C)  7,00000( 1,00000( 1,52752% 0,126631 1,52752% 0,126631 3 3/ 0,20000(

Box & Whisker Plot

122 .

120 |

118 |

116 |

114 |

12 | =

110 |

108 | T

106 | l

104 |

[m]

102 |

100 |

98 | l

O Mean

% ] [J MeanzSE

94 . : T Mean+SD

Poly MeOH Poly EtOH

Boite a moustache de la teneur en polyphénols totaux des feuilles de Urtica

urens L.
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Teneur en flavonoides

Mann-Whitney U Test (URTICA)
By variable EXTAIT
Marked tests are significant at p <,05000

Rank Sum |Rank Sum | U Z p-level Z p-level |Valid N |Valid N
variable| MeOH EtOH adjusted MeOH | EtOH
Flav 6,00000C  15,0000C 0,00/ -1,9639€ 0,04953¢ -1,9639€ 0,04953¢ 3 3

Box & Whisker Plot
65 .
60 |

55 |
50 |
45 |

40 |

35 |
o Mean

0 2]
[] Mean+SE

25 T Mean+SD
Flav MeOH Flav EtOH

Boite & moustache de la teneur en flavonoides des feuilles de Urtica urens L.
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Activité antioxydante

Descriptive Statistics (URTICA)
Valid N Mean |Minimum |Maximum |Std.Dev. |Standard

Variable Error
Quercetine 33,9500 3,9100 3,980 0,03606 0,02082
Rutine 3/ 180,0505 175,8485 185,576/ 4,99682 2,88491
MeOH 3/ 970,2667 949,8000/ 1004,000 29,43490 16,99425
EtOH 3/ 702,7778/ 650,0000 731,000 45,74365 26,41011

Multiple Comparisons p values (2-tailed); IC50 (URTICA)

Independent (grouping) variable: EXTAIT

Kruskal-Wallis test: H ( 3, N=12) =10,38462 p =,0156
Depend.: MeOH EtOH Rutine |Quercetine
IC50 R:11,000 | R:8,0000 | R:5,0000| R:2,0000
MeOH 1,000000 0,249240 0,013407
EtOH 1,000000 1,000000 0,249240
Rutine 0,249240 1,000000 1,000000
Quercetine | 0,013407 0,249240 1,000000

Current effect: F(3, 8)=g:1s,8’2%2:500000
Boxplot by Group
Variable: 1IC50
=
==
0 Mean
MeOH EtOH Rutine Quercetine % m:::i:g

EXTAIT




