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Résumé

L’ortie dioique est une plante spontanée, tres répandue dans le bassin méditerranéen. Elle
appartient a la famille des Urticacées, communément appelée en Algérie « horaig ».

Notre étude porte sur une analyse phytochimique et de examens microbiologiques et
pharmacologiques effectuée sur différents extraits de la plante (le suc frais, I’extrait aqueux et
I’extrait aqueux des flavonoides)

L’analyse photochimique a montrer la présence de plusieurs métabolites secondaires qui sont
: les flavonoides, les tanins, les saponines, les glucosides et les anthocyanes.

D’autre part, ’extraction des flavonoides a permis de mettre en évidence la forte teneur de la
plante en ces composés et en poly Phénols en général.

En outre I’activité¢ anti-oxydante réalisée par la méthode de DPPH de I’extrait aqueux a
montrer que ce dernier est doté¢ d’un pouvoir antioxydant important.

Par ailleurs le test antimicrobien n’a pas révélé sensibilité des souches fongiques vis-a-vis les
extraits testés sauf pour Candida albicans mais une 1égére inhibition des bactéries a gram
positif par défirent I’extrait.

Mots clés : Urtica dioica L., analyse phytochimique, flavonoides, métabolites secondaires,
effet, antimicrobien, antioxydant.



Abstract

The nettle is a spontaneous plant widespread in the Mediterranean basin, it belongs to the
Urticaceae family, and commonly called in Algeria “ horaig”.

Our study focuses on physiochemical, pharmacological antimicrobial tests, realized on
different type of extract (fraish extract, aqueous extract and aqueous extract of flavonoids.

Physiochemical analysis showed the presence of several secondary metabolites, which are the
flavonoids, the tannins, saponosids glycosids and anthocyanins.

The extraction of flavonoids, allowed to put on evidence a wealth of phenolic composents
especially the flavonoids. Further antioxidant activity performed by the method of DPPH of
the aqueous extract has shown that it possesses a significant antioxidant.

In addition, the antimicrobial test showed no sensitivity of fungal strains vis-a-vis the extracts
tested, but a slight inhibition of gram-positive bacteria in the aqueous extract.

Keywords: Urtica dioica L., phytochemical analysis flavonoids, secondary metabolites, anti-
inflammatory, antimicrobial, antioxidant.
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Abréviations
Abc : Absorbance ;
C : concentration ;
CCM : chromatographie sur couche mince ;
Cp : chromatographie sur papier ;
CES5O0 : concentration efficace médiane ;
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ;
EM : extrait méthanolique ;
EAc : extrait acétate d’ethyle ;
EEp : extrait éther de pétrole ;
Ech : extrait chloroformique ;
HPLC : Chromatographie liquide haute performance ;
mg :milligrame ;
ml : millilitre ;
ug : microgramme ;
ul : microlitre ;
nm : namétre
SAB : Sabouraud ;
UV : Ultra-Violet ;
Vit C : Vitamine C ; pourcentage.
Hcl : Acide chlorhydrique ;
Nacl : chlorure de sodiume ;
NH4OH : Ammoniaque ;

PH : Potentiel hydrogéne ;
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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 . En effet I’organisation mondiale
de la santé estime qu’environ 80% des habitants de la planéte ont recours aux plantes en
tant que soin de santé primaire [1,2].

Actuellement les chercheurs s’intéressent aux composés des plantes qui sont destinés a
I'utilisation dans le domaine phytopharmaceutique. Les molécules issues des plantes
sont considérées comme une source trés importante des 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 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 retrouvant les alcaloides et les polyphénols [2,3].

Les polyphénols sont en effet dotés de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un réle
treés important, principalement dans la lutte contre cancers, les maladies cardiovasculaires
et la peroxydation lipidique [4,5].

L’ Algérie grace a sa diversité climatique, renferme une flore trés riche en plates
médicinales dont certaines sont trés utilisées en médecine traditionnelle qui sont réparties
sur les cétes, les plaines, les montagnes, le Sahara et autour des points d’eau[6].

En effet, plusieurs espéces se trouvent répandues sur des centaines d’hectares dans
toutes les régions du pays comme la lavande, le romarin, la sauge, ’orfie, la mauve...etc.
Parmi ces plantes, I’Ortie est 'une des plus riches de notre climat méditerranéen[2].

Plusieurs études ont montrés les propriétés médicinales de I’Ortie dont la majorité, ont
été réalisées sur I’espéce Urtica dioica L [8,17].

L’objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de notre plante en composés
flavonoides par screening phytochimique et par dosage des extraits et déterminer leur
activité anti-oxydant et propriétés biologiques.

Ce travail est donc subdivisé en deux chapitre :

eLa premiere chapitre est une synthése bibliographique 1’espéce Urtica dioica L et des
généralités sur les composés phénoliques.

°La deuxiéme chapitre est une étude expérimentale, I’extraction de métabolites secondaire
de I’espéce Urtica dioica L. ainsi que son screening photochimique et I’étude de Iactivité
biologique (antimicrobienne, antioxydant) de I’espéce Urtica dioica L.

En fin, ce travail est achevé par une conclusion générale.



Chapitre I Recherche bibliographique sur I’espéce Urtica dioica L.

I. Généralités sur le genre Urtica

L’ortie fait de la famille des urticacées .cette derniére compte une soixantaine de genres,
dont le genre Urtica .Celui-ci regroupe plus de 80 especes différentes . Urtica dioica L. (la
grande ortie ) et Urtica urens L. ( la petite ortie ) sont les espéces les plus utilisées pour
leurs multiples propriétés .le mot Urtica ,qui fut le nom de la plante dans I’antiquité ,vient
du latin Urere (bruler).par extension Urtication se disent de toute espéces de
démangeaisons similaire a celles provoquées par les piqures d ortie [7,33].
I.1 Différents espéces du genre Urtica

Existe plusieurs espéces et les plus importent sont :
Urtica dioica L.

Urtica urens L.
Urtica pilulifera L.
Urtica cannabina L.

Urtica membranea Poiret.

1.2 Présentation de espéce Urtica dioica L

Elle a été décrite pour la premiére fois en 1753 par le naturaliste suédois Carl
Von Linné, fondateur de la nomenclature binominale. Appelée la Grande Ortie : Urfica
dioica L Comme elle a été dit précédemment Urfica vient du latin urere qui signifie
« briiler» se rapportant au caractére urticant de la plante. Dioica vient du grec &ioiko qui
signifie « deux maisons » en référence au caractére dioica de la plante. Ce terme veut
dire qu’il s’agit d’une plante unisexuée, avec des pieds méles et des pieds femelles
distincts & la différence de monoique ou les fleurs méiles et femelles sont présentes
sur le méme pied [18, 19].

L.2.1 Systématique de I’espéce Urtica dioica L
La systématique d'Urtica dioica L [18,22].

Régné : Plante
Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Familles : Urticacées
Genre : Urtica

Espece : Urtica dioica L

Nom vernaculaires

Le nom latin (universel) de ’ortie est Urtica dioica L : [21,27].
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Chapitre 1 Recherche bibliographique sur I’espéce Urtica dioica L.

En France : ortie dioica, grande ortie (ortie commune, ortie vivace, ortie majeure, ortie
féminine ou ortie femelle, ortie de grain, ortie.

En Arabe : Gl ool 8

En anglaise: nettle Word, nettle leaf.
En italienne : orfica.

En portugaise : Urtigoa.

L.2.2 Description botanique de ’espéce Urtica dioica L

Plante herbacée vivace dioica, de la famille des Urticacées, a rhizome rampant
fortement ramifié. Tige non ramifiée de 30 a 100 cm de haut. Feuilles opposées,
vertes, & bords dentés. Fleurs insignifiantes en cymes groupées en panicules pendantes
les feuilles et les tiges sont couvertes de poils urticants particuliérement abondants au
niveau du pétiole. Au microscope, on voie les poils urticants monocellulaires en forme
aigue, sur un bulbe basilaire renflé pluricellulaire, fragiles, ces poils se brisent
aisément et se vide de leur contenu trés irritant. Les poils urticants des tiges et des
feuilles contiennent de I’histamine et de ’acide formique [29].

Figure 1.1: Urtica dioica L. Fig-re 1.2 :Poils d’Urtica dioica L.

L.2.2.1 Racine d’Urtica dioica L.
La racine est fibreuse de couleur grise brune pouvant atteindre 5 mm d’épaisseur,
irrégulierement courbier, possédant des stries longitudinales distinctes [25].

1.2.2.2 Tige d’Urtica dioica L.

Selon auteurs [21, 22,24] la tige de 1’ortie est une tige dressée qui peut atteindre 100
cm de hauteur, quadrangulaire simple, de couleur verte a brune portant des poils
urticants et des poils simples.
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Chapitre I Recherche bibliographique sur I’espéce Urtica dioica L.

Figure 1.3 : Tige d’ Urtica dioica L.

L.2.2.3 Feuilles d’ Urtica dioica L.

Les feuilles sont grandes, ovales, lancéolées, aigues souvent cordées, fortement
dentées, couvertes se poils urticants et possédant un pétiole presque aussi long que le
limbe, elles sont opposées décussées et stipulées [21, 24, 29].

Figure 1.4 : Feuille d’ Urtica dioica L.

1.2.2.4 Fleurs d’Urtica dioica L.

L'Ortie est dioique, c'est-a-dire qu'il y a des pieds males et des pieds femelles. Les
fleurs, apparaissant des mois mars a juin, sont disposées a l'aisselle des feuilles, en
grappes ramifiées, dans toute la partie supérieure de la plante. La fleur femelle est
verdatre et comporte un ovaire uniloculaire, uniovulé, surmonté d'un style et d'un
stigmate en pinceau. La fleure male est jaunatre (anthéres a grains de pollen jaunes)
et comporte quatre étamines a filets longs, élastiques, repliés dans le bouton floral
[27,28].

Figure 1.5 : Pied femelle d'Urtica dioica. Figure 1.6 : Pied méle d’ Urtica dioica.
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Chapitre 1 Recherche bibliographique sur I’espéce Urtica dioica L.

1.2.2.5 Fruits d’Urtica dioica L.
Le fruit est un akene, ovale enfermé dans un calice persistant contenant une graine,
provenant des panicules & maturité, il est de couleur sable, jaune brune [21, 27].

Figure 1.7 : Le fruit d Urtica dioica.

I.2.3 Répartition géographique de I’espéce Urtica dioica L

Dans le monde I’espeéce Urtica dioica L. est repartie essentiellement dans le bassin
méditerranéen [16]. Comme on peut la trouver en Allemagne, en Suisse, Portugal,
Canaries .En Algérie, I’espéce cosmopolite, relativement commune dans les ravins des
montagnes de Kabylie et dans les régions de Skikda et Annaba, moins fréquente dans
I’ Atlas Blidéen [17,18].
1.2.4 Travaux antérieurs sur la composition de L’espéce Urtica dioica L
Dans le tableau 1.1 : sont réunis Les principaux constituants chimiques Urfica dioica L
Tableau I.1: Principaux constituants chimique de L’espece Urtica dioica L.

Groupes chimique constituants Références

Acide phénols Acide 2-O-caféyl-malique et [30]
ces esters, Acide
chlorogénique, Acide
coumarique, acide gallique, et
Acide férulique, Acide
hydroxycinnamique

Les Flavonoides 2% du 3-O glycoside et 3-O- | [31]
rétinoides du Quercitaine, du
Kaempférol 3-O-rutinoside et
I’isorhamnétol 3-O-rutinoside.

Minéraux Calcium 3.24g ,potassium [32]
2.044¢g phosphor 0.673g
,Magnésium 0.0399g, fer 13.4
mg ,manganése 3.31 mg ,Zinc
1.87 mg ,cuivre 1.59mg ,bore
3.05mg ,sodium 8.06 mg .
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Vitamines Vit 21 ug, Vit B; 0.03 mg, Vit | [32]
B, 0.12 mg, Vit By 221mg, Vit
PP 1.45 mg, Vit C 333 mg

Autres constituants Scopolétol, sitostérol, [31]
glycoprotéines, lipides, sucres,
acides aminés libres,
chlorophylle.

Dans le tableau 1.2 sont réunis les différents constituants chimiques des feuilles
I’espece Urtica dioica L.

Tableau 1.2 : Principaux constituants chimique des feuilles de ’espéce Urtica dioica L.

Groupe chimique constituants Références

Les flavonoides (1 a2%) 3-glucosides ( quercétol 3-O [27,25]
—glucoside ) et 3-rutinosides
du quercétol (quercétin),du
kaempférol et
I’isorthamnétine)

Acide phénols L’acide caféique et esters, de | [18, 27, 40].
I’acide caféyl-malique (1.6
%) et I’acide chlorogénique.

Autres constituants Scopolétine sous forme de 3- | [18]
O-f -D-glucoside .les lipide,
des sucre, des acides aminés
libres (30 mg/ kg), des traces
de nicotine.

La chlorophylle, des
carotenes.

Minéraux 3455 %, et Calcium 0.70 % | [25].
potassium 0.35 % ,0.30 a
1.90 %, phosphore 030 a
0.60 %, soufre 0.25 4 0.70 %,
Magnésium 0.16 %, Sodium
0.025 % Fer 0.015 %

Dans le tableau 1.3 sont réunis les différents constituants chimiques de la tige 'espece
Urtica dioica L

Page 6



Chapitre 1

Recherche bibliographique sur ’espéce Urtica dioica L.

Tableau I.3:Principaux constituants chimique de la tige I’espéce Urtica dioica L.

Groupes chimique

constituants

Références

Les flavonoides

La rutine, et la quercétine ,
du glucoside p-cumaryl , du
kaempferol 3-O-glucoside
,du kaempferol 3-O-
rutinoside et de
I’isorhamnetine 3-O-
rutinoside.

[41].

Total des phénols

28.6%

[41]

Acide phénols

L’acide chlorogénique et
acide caféylquinique,
’acide 2-O-caféyl-malique,
’acide p-coumarique et un
dérivé de Iacide caféique.

[41]

Dans le tableau 1.4 sont réunis les différents constituants chimiques de la fleur 1’espéce

Urtica dioica L.

Tableau I.4 : Principaux constituants des chimique de la fleur ’espece Urtica dioica L.

Groupes chimique

constituants

Références

Les flavonoides (1 a 2%)

-Kaemphérol-3-O-glucoside
-Kaemphérol -3-O-rutinoside
-Quercetine -3-O-rutinoside.

-Quercétine -3-0- glucoside.

-Isorhamnétine -3-O-rutinoside.

-Isorhamnétine-3-0O-
néohespéridoside

[42]

Acide phénols

Acide chlorogénique

Acide caféyl-malique

[42]
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Dans le tableau 1.5 sont réunis les différents constituants chimiques du fruit I"espece
Urtica dioica L.

Tableau .5 : Principaux constituants des chimique du fruit ’espece Urtica dioica L.

Groupes chimique constituants Références

Huile grasse (30%) ’acide linoléique (74-83%) [25 ,43]
0.1 % de o6-tocophérol

Acide gras insturés oméga-3

Les lipides Palmitique et acide gras [43]
insaturés oméga-3

Polysaccharides Mucilages et caroténoides ,3- | [25]
carténe ,lutéine ,violaxanthine

>

Dans le tableau 1.6 sont réunis les différents constituants chimiques des poils I’espece
Urtica dioica L

Tableau L6 : Principaux constituants des chimique des poils I’espéce Urtica dioica L

Groupes chimique constituants Références

Acide phénols L’acide formique et I’acide [29]
acétique,l’acétylcholine
,Lacide butyrique
Jeucotriénes, et 5-
hydroxytrytrptamine

Dans le tableau 1.7 sont réunis les différents constituants chimiques des racines 1’espece
Urtica dioica L

Tableau I.7: Principaux constituants des chimique des racines [’espéce Urtica dioica L

Groupes chimique constituants Références

Polysacchides en mélange | Glucogalacturonanes [27]
Arabinogalactane acide [25]

Phytostérols 3-B-sitostérol (0.2-1%) [22 ,25]
Sitostérol-3-B-D-glucoside
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(0.05-0.2 %)

Lignanes Diarylfuranique et glucosides, | [25]
derivés acétylés et glucosides

Céramides spéciaux Amides d’acides gras avec [25]
des poyhydroxyalkylamines,
meétabolites des
sphingolipides et acide gras,
acide (10E ,12Z)-9-hydroxy-
10,-12- octdécadiénoique .

Autres constituants Phloroglucinol,aldéhdes [25, 27]
alcools phénylpropaniques
,alcool homovanillque et
glucosides ,tanins ,tanins
pyrocatéchiques (3.5

%) ,diols monoterpéniques

L.2.5.Propriétés médicinales de I’espéce Urtica dioica L

Aujourd’hui la majorité des propriétés médicinales de I’ortie sont connue. La pluparts
des pratiques populaires ancestrales ont été confirmées par I’analyse et 1’expérimentation
parmi les propriétés connues du I’espece (Urtica dioica L):

-Régénératrice du sang, antianémique et antihémorragique [32]

-Reminéralisante et efficace contre ’arthrose, les rhumatismes et la goutte [9, 10].
-Antiulcéreuse et stimule les fonctions digestives [11].

-Antidiabétique et hypoglycémiante par augmentation de la sécrétion de I’insuline [33].
-Prévention des complications cardiovasculaire associées au diabéte de type 2 [34].
-Dépurative, diurétique et astringente [35].

-Antiasthénique (lutte contre la fatigue) [32].

-Le traitement de I’acné est possible grace a ’effet anti-inflammatoire du Zinc qu’elle
contient [32].

-Les racines ont une action sur I’hypertrophie bénigne de la prostate (HBP)[14,38].
-Utilisée ortie est en Homéopathie apaiser 1’urticaire [36].

-Utilisée comme engrais naturel et traitement préventif et curatif dans le jardin [37].
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I.3 composé phénolique
L.3.1 Généralités

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toute la plante
vasculaire. Ils constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué des
substances chez les végétaux avec plus de 8000 Structures phénolique présentes dans tous
les organes de la plante .ils résultent bio génétiquement de deux voies synthétique
principales :la voie shikimate et la voie acétate .Ces composés ont tous en commun la
présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonction
hydroxyles .Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonction hydroxyle [44,45,46].

L.3.2 Principales classes des composés phénoliques
1.3.2.1 Acides phénoliques simples
1.3.2.1.1 Acide hygroxy-benzoique

Ce sont des dérivés de 1’acide benzoique (tableau 1.8).Ils ont une structure générale de
base de type (C6-C1).1ls existent souvent sous forme d’esters ou de glucosides.

Tableau 1.8 : Principaux acides hydroxy-benzoiques

Structure chimique R1 |R2 R3 | R4 Exemples
H H H H Acide benzoique
Ra H H OH |H Acide phydroxy
R Ry benzoique
H OH OH |H Acide
Ry COOH protocatechique
OCH3 |OH |H Acide vanillique

OH OH | OH Acide gallique

OCH3 | OH | OCHS3 | Acide syringique

OH |H H H Acide salicylique

OH H OH Acide gentisique

L.3.2.1.2. Acide hydroxy-cinnamique

IIs dérivent de I’acide cinnamique et possédent une structure générale de base de type
(C6-C3).11s existent souvent souvent sous forme combinée avec des molécules organique
les degrés d’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduit a une réactivité
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chimique importante de ces molécules (le tableau 1.9) représente les principaux acides

hydroxy-cinnamique [47].

Tableau 1.9 : Principaux acides hydroxy-cinnamiques.

Structure chimique R1 R2 | R3 Exemples
H H |H Acide

& g AN cinnamiques
H OH |H Acide

& pcoumarique

Ra

OH OH | H Acide caféique
OCH3 |OH |H Acide férulique
OCH3 |H | OCH3 | Acide sinapique

1.3.2.2 Les coumarines

Les coumarines dérivent de la cyclisation interne de la chaine latérale, (Tableau 1.10).1ls
ont fréquemment un rdle écologique ou biologique [48].

Tableau 1.10 : Principaux types des coumarines.

Structure chimique R1 R2 |R3 Exemples
H OH Ambéliférol
" N OH |OH Aescultol
Ry . OCH3 | OH Scopolétol
' OCH3 | OH | OH | fraxétol
H OH | OH | Daphnétol

1.3.2.3 les quinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, en générale rouges, jaunes ou oranges et
possédent deux fonctions cétones [49].

1.3.2.4 Les tannins

Ce sont des substances d’origine que I’on trouve dans pratiquement toutes les plantes et
dans toutes leurs parties .Ils sont caractérisés par leur astringence. Ils dérivent de I’acide
gallique et d’autres acides poly-phénoliques. Ils 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 Chez les plantes supérieures, on distingue en

T T T T e S e L R A e e e e P e e e e e e il
e ——————
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générale deux groupes de tannin qui différent entre eu par leur structure ainsi que par leur
origine biosynthétique : les tannins hydrolysables et les tannins condensés [50, 51,50].

1.3.2.4.1 Les tannins hydrolysables

IIs 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 [52].

1.3.2.4.2 Les tannins condensés ou pro-anthocyanidines

Ce sont des flavones polymériques .Ils consistent en unités flavan-3ol reliées ensemble
par des ponts carbones en position 4-8 et 4-6 Ils ont été identifiés chez tous les groupes
des végétaux. [53-59].

1.3.2.5 Les flavonoides

1.3.2.5.1 Généralités

Le nom flavonoides proviendrait du terme flavedo .Il désigne la couche externe des
¢corces d’orange .cependant d’autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été
plutét prété du mot flavus (flavus=jaune) .Les flavonoides ont tous la méme structure
chimique de base. Ils possédent un squelette carboné de quinze atomes de carbone
constitué de deux cycles aromatique qui sont relié entre eux par une chaine de C3 en
formant ainsi un hétérocycle .cette structure est généralement représentée selon le systéme
C6-C3-C6, de type diphényle propane dont des groupement hydroxyles ,Oxygéne
,méthyles ,ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule .prés de
4000 flavonoides ont été décrits [60-64] .

Le tableau 1.11 : montre les différentes classes de flavonoides, leurs structures et leurs
molécules dérivées.

Tableau I.11 : Principales classe des flavonoides.

g

Classes Structure Chimique | RS R6 | R7 | R8 Exemples
Flavones _ OH OH | H |OH H | Apigénine

‘| OH OH | OH | OH H | Lutéoline

OH OH|OH | OCH3 | H Diosmeétine

Flavonols OH OH|H |OH H | Kaempférol

OH OH | OH | OH H | Quercétine

OH OH | OH | OH OH | Myrecétine
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o R;
Ry N 0 R
SCOA
HO. SCOA HO. ] R3
Ry S O ——
’ + 0 CHS OH O A

R1,R2, R3: H, OH Chalcones

S

\L I\ Ra
HOo. O‘ H R
OH O

FNSI/FNSII

IFS

Isoflavones Flavonones : Flavone

FLS

DFR

Dihydroflavonols

Flavonols
A 4
Anthocyanines Flavonols Flavonols glycosylés
i, Glycosylation, méthylation polymérisation
(Transférase)
Anthocyanidines proanthocyanidines

Figure 1.8 : voies de biosynthése des flavonoides [40].
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Flavanols OH OH | OH | OH H | Catéchine
Flavanones ‘ OH OH|H |OH H | Naringénie
) OH OH | OH | OH OH | Eriodictyol
OH OH|H |OH H | Pelargonide
Anthocyani
dines
OH OH | OH | OH H | Cyanidine
OH OH | OH | OH OH | Delphénidi
Isoflavones OH OH |/ OH / Genisteine
H O- |/ OH / Daidezine
GU

1.3.2.5.2 Biosynthése des flavonoides

Flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de I’acide
shikimique,la précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamique —coenzyme A
synthétis¢ a partir de la phénylamine.La voie biosynthétique de ces Polyphénols est
présentée dans la figure 1.8 Plusieurs enzyme (synthése ,réductase hydroxylase )
contribuent a ’apparition des différentes classes de flavonoide .Dans chaque classe de
flavonoide ,les molécules sont ensuite diversifiées par hydroxylation (flavonoide 3’-
hydroxylase ,flavonoide 3’°,5’-hydroxylase ), méthylation (O-méthyl transférase
),glycosylation (rhamnosyl transférase , flavonoide glycosyl transférase ),acylation (acyl-
CoA transférase ) ou polymérisation Enzymes :AS :aurone synthase,CHI :chalcone
isomérase,CHS :chacone synthése, DFR :Dihydroflavonol 4-réductase, FHT :Flavonone 3-
hydroxylase,FLS : flavanol synthése, FNSI/FNSII:Flavone synthése,IFS :isoflavone sythase
,LDOX :leucoanthocyanidine Dioxygense ,LCR :leucoanthocyanidine.
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I.4 Etude analytique par chromatographie
I.4.1 Généralités sur la chromatographie
La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différentes
affinités d’un ou plusieurs composés ,repose sur I’entrainement d’un échantillon dissous
par une phase mobile (ou éluant) a travers une phase stationnaire (ou phase fixe).La
phase stationnaire, fixée soit sur la surface intérieure d’une colonne soit sur une surface
plane , retient plus ou moins fortement les substances contenues dans 1’échantillon dilué
selon I'intensité des forces d’interactions de faible énergie réalisées entre les différentes
especes moléculaires et la phase stationnaire.
I.4.2 Méthodes de séparation et d’identification des composés phénoliques
La détection et I'identification des composés phénoliques se font par plusieurs
méthodes qui se complétent.
1.4.2.1 séparation
La séparation des produits phénoliques est essentiellement réalisée par des méthodes
chromatographiques :
-chromatographie sur colonne.
~chromatographique sur couche mince.
-chromatographique sur papier.
1.4.2.2 Identifiction
Une fois que les produits isolés sont purifiés, les techniques suivantes sont utilisées
pour déterminer la structure des composés phénolique :
-Fluorescence sous lumiere UV.
-Co-chromatographie sur couche mince en présence de témoins.
-Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire.
-Spectrométrie de masse.
a-Fluorescence sous lumiére UV :
L’examen en lumiere ultraviolette est la méthode la plus la détermination de la structure
des composés phénoliques,
Les tableaux 1.12 Résument la relation qui peut exister entre la structure d’un composé et
sa fluorescence UV.
Tableau 1.12 : Relation entre la fluoresce et la structure des composés phénoliques selon
[91,92].

Spot coloré Types de composés phénoliques
selon Lahouel selon Markham

Brun noir Flavanones ou flavonols 3- -
OH substitué

Violet ou mauves Flavanones , chalcones, | Flavonls, flavonones,
Dihydroflavonols, isoflavonnes ,flavone
Isoflavones ,flavanones

Bleu (fluorescent) Flavones sans 5-OH libre Acide phénol
Flavonols sans 5-OH libre
avec 3 OH substitué

Jaune Flavonols Flavonols
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Jaune fluorescent Flavonols , Aurones -
chacone ,
Flavanones .
Jaune pile Dihydroflavonols Flavonols
Rouge ou orange - Anthocyanidine 3-glucoside
Rose - Anthocyanidine 3,5-
diglucoside
Bleu sombres - Flavonols,flavonones
,aurones
Bleu vif - Hydroquinones
Pourpre sombre - chalcones
L.4.3 Mode opératoire

1.4.3.1 Préparation de la phase stationnaire

La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des plaques pré-étalées de gel
de silice et sur des plaques de polyamide (DC6), quant a ces derniéres sont préparées en
mélangeant 10 g de poudre de polyamide dans 50 ml d’éthanol, aprés étalement du gel sur
des plaques en verre et séchage, la phase stationnaire sera préte a I’utilisation.

1.4.3.2 Préparation de la phase mobile

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques. Pour cela,
différents systemes solvants ont été essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures
séparations.

1.4.3.3 Le dépot

Le dép6t se fait avec des tubes capillaires en verre & usage unique d’une fagon
perpendiculaire et linéairement. Chaque phase doit étre déposée en solution diluée
dans le méthanol, on peut effectuer plusieurs dépots successifs du méme analyste en méme
endroit, cette pratique permet de concentrer 1’analyste [93].

1.4.3.4 Développement des plaques

chaque plaque est déposée en position verticale ou légerement inclinée dans la cuve
préalablement saturée par les vapeurs du systéme solvant approprié, I’échantillon a
étudier sera plus ou moins entrainé par la progression par capillarité de la phase mobile
vers le haut de la plaque [93].

1.4.3.5 Révélation

Si les constituants sont colorés, ils seront directement visible sur la plaque, si non la
révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes chimiques :
-Révélation aux UV

Qui permet de mettre en évidence sous forme des taches des substances qui absorbent les

UV entre 254 nm et 365 nm.

-Révélation par des méthodes chimiques
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Ces méthodes consistent a mettre en contact de la plaque un réactif plus ou moins
spécifique qui donne un produit coloré par réaction chimique avec les substances a
révéler [94].

1.4.3.6 Identification des flavonoides

Le comportement d’une molécule particuliere dans un systéme donné est exprimé par sa
fluorescence sous UV et par son Rf (le rapport de la distance parcourue par cette
molécule sur celle parcourue par la phase mobile c’est a dire le front du solvant) qui est
compris entre O et 1.

-Structure -Rf
La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité
-Les polyhydroxyflavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25).

-Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5).

-Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevées de Rf
(0,5-0,75) [95].

Tableau I.13 : Relation entre le Rf et la structure des flavonoides selon [95].

Structure flavonique Rf
Augmentation des (OH) Diminution du Rf
M¢éthylation des groupements (OH) Augmentation des valeurs de Rf
Acétylation Augmentation des valeurs de Rf
Glycosylation Diminution des valeurs de Rf due principalement

~|de P’introduction de nouveaux groupements (OH)

Pour mieux connaitre le contenu de ces extraits en métabolites secondaires, des tests
chromatographiques (sur couche mince CCM et sur papier) préliminaires ont été menés
sur ces extraits

L.5 Dosage des polyphénols totaux

L.5.1 Définition

Les composés phénoliques totaux ont €té estimés ici par la méthode de Singleton .Elle
¢value l'ensemble des composés phénoliques réducteurs du réacti Phosphotungstique ou
réactif de Folin-Ciocalteu (FCR). Elle est basée sur une réaction d'oxydo-réduction au
cours de laquelle, la fonction OH des phénols est oxydée pendant que le FCR est réduit. La
réduction du FCR entraine une diminution de ses propriétés colorimétriques. Ainsi la

teneur en phénoliques totaux est déterminée par extrapolation sur une courbe [96].
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L.5.2 Principe
L’analyse du contenu polyphénolique total a été faite par la technique de folin-ciocalteu
(FC). Ce réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3pw12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040).Lors de 1’oxydation il réduit en un mélange
d’oxyde bleu. La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présente dans I’extrait analysé .Les phénols sont estimés par une spectroscopie UV dont
’acide gallique est utilisé comme un standard a une longueur d’onde A=765nm [97 ,98].
I.6 Dosage de la vitamine C espéce Urtica dioica L
I.6.1 La molécule de vitamine C
La vitamine C, de formule brute C6H806, est le nom communément donné a l'acide
ascorbique. Sa masse molaire moléculaire est M=176 g.mol-1.
1.6.2 Propriétés de la vitamine C
La vitamine C c’est un réducteur: 1’oxydant associé a pour formule brute C6H606. Le
couple redox est: (C6H606 / C6H806). La vitamine C est facilement oxydée par de
nombreux oxydants, en particulier le dioxygene de I’air. C’est pourquoi la vitamine C est
un anti oxygene : réagissant avec le dioxygene, elle Empéche celui-ci d’oxyder les
constituants des aliments et protége ainsi les corps gras contre le rancissement, limite
’oxydation des ions nitrite en ions nitrate. La présence de vitamine C dans les éléments est
indiquée par le code E 300. Son emploi est limité & 300 mg / kg d’aliment. Depuis 1933
l'industrie chimique sait la synthétise. La vitamine C est synthétisée par de nombreux étres
vivants, mais pas par 'Homme qui doit donc le trouver dans son alimentation. La vitamine
C est un antiscorbutique, un anti-infectieux et elle joue un role important dans la synthése
du collagéne.
I.7 Activité anti oxydante de I’espéce Urtica dioica L
1.7.1 Généralités
Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des éléments trés importants pour la
vie de l'organisme suite a 'implication de leurs effets bénéfiques, par exemple les
radicaux oxygénés exercent des actions critiques sur les signaux de traduction. Les
antioxydants naturels sont présents dans l’alimentation ; pour la plupart se sont des
composes phénoliques qui possédent au moins un noyau aromatique, contenant un ou
plusieurs substituants, en effet cette propriété anti-oxydante est en relation directe avec la
structure de ces molécules. L’activité anti-oxydante des flavonoides peut étre mesurée par

’utilisation d’une méthode simple, rapide et facile a mettre en ceuvre ; c’est la méthode
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de DPPH, dont le DPPH est un radical libre, stable, qui posséde une bande d’absorbance a
517 nm, employé pour évaluer I’activité antioxydant des composés pures ou de mélange
complexe, la méthodologie est basée sur la décroissance de 1’absorbance d’une solution
méthanoique de DPPH suite a 1’addition de I’antioxydant . On utilise comme principes
actifs I’extrait chloroformique (ECh) et butanolique (EB), ces extraits sont évaporés a sec
afin de connaitre leurs poids sec puis repris dans le méthanol de telle sorte a avoir des
concentrations de 5 mg/ml pour chacun [99,100,103].
1.7.2 Principe

L'activité anti radicalaire de nos produits a été évaluée par la méthode de DPPH. Une
solution méthanoique de DPPHe (2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl) présente une coloration
violette sombre, en présence d'un antioxydant, la forme réduite de DPPH-H confére a la

solution une coloration jaune, et par conséquent une diminution de l'absorbance [101].
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Figure 1.8: Piégeage de DPPH par les flavonoides (ph : noyau phénolique).

Ce radical est souvent utilisé pour estimer ’activité anti oxydante de nombreux composés dans les
composées phénolique. Généralement, les mesures de ["absorbance du DPPH des différentes
substances antioxydants (échantillon et témoin) permettent de déterminer le pourcentage
d’inhibition en appliquant la formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs N —Abs E)/Abs] *100
Abs N: Absorbance du controle négatif.
Abs E : Absorbance du I’échantillon testé.

Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés, nous permettent de calculer la valeur du paramétre
CE50 (concentration d’inhibiteur) qui représente la concentration de la substance nécessaire pour
diminue 50% des radicaux libre dans le milieu réactionnel .Nous pouvons déduire 1’activité anti
radicalaire (ARP) de nos extraits en calculant I'inverse des valeurs des CES0 trouvées.

ARP =1/CE50

ARP : puissance anti radicalaire.
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e B e e e

CE50 : concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration initiale du radical
DPPH.

1.8 Activité antibactérienne des flavonoides de ’espéce Urtica dioica L

Le test de sensibilité aux différents Bactéries a été effectué selon la méthode de diffusion des
disques Nous avons testé 1’activité antimicrobienne de I’extrait du I’espace Urtica dioica L dans
laboratoire d’hygiéne de wilaya de Blida.

1.8.1 Principe

Le Principe de cette technique est celui du test d’antibiogramme. Elle consiste a placer un
disque de papier imprégné de I’extrait sur la gélose inoculée au préalable. L’extrait végétal diffuse
dans le milieu en provoquant un gradient de concentration décroissant autour du disque .L’effet de
I'extrait de la plante se traduit par la présence d’une zone d’inhibition (ZI) de la croissance
microbienne a

{a) {b)

Figure 1.9: Technique de diffusion sur gélose.

La sensibilité des souches aux différents agents antimicrobiens a été classifiée par le
diamétre de la zone d’inhibition représenté dans le tableau 1.14 suivant [106].

Tableau I.14 : relation entre la sensibilité des souches et le diamétre d’inhibition.

Sensibilité Diamétre
Extrémement sensible D> 23mm
Sensible 18mm<D<22Zmm
Intermédiairement 12mm<D<17mm
Non sensible (résistante) | D<1lmm
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I1. Extraction des flavonoides de I’espéce Urtica dioica L.

I1.1 Matériel végétal

Nous avons utilisé la partie aérienne (tiges et feuilles) de la plante Urtica dioica L.,
qui a été récolté au niveau de la Willaya de Blida et identifiée au niveau du
département Sciences Agronomiques de 1’Université de Blida 1. Nous avons fait la
cueillette de la plante mois de mars 2017. La plante a été nettoyée et séchée a I’ombre,
a lair libre et loin de I’humidité pour éviter le développement des moisissures,
pendant 3 semaines. Puis broyée a ’aide d’un moulin électrique pour 1’obtention d’une
poudre fine, qui a ét¢ mise dans un flacon en verre dans un endroit sec (pour le
screening phytochimique et I’extraction des flavonoides) L’extrait aqueux des
flavonoides et I'extrait aqueux de la poudre végétale (infusé) ont été utilisé pour
effectuer I"activité antimicrobienne et le test anti oxydant

Figure IL.1 : Le matériel végétal ’espéce Urtica dioica L.

I1.2 Caractérisation phytochimique d’Urtica dioica L.
I1.2.1 Scriblage phytochimoque

Le scriblage phytochimique est un ensemble de méthode et technique de préparation et
d'analyse des substances organiques naturelles de la plante. Ces techniques permettent de
détecter la présence des produits appartenant a des classes de composés physiologiquement
actifs. Nous avons choisi les classes faciles a détecter compte tenu des techniques
disponibles. [87].

Le travail a été effectué sous une hotte a flux laminaire.
I1.2.2 Identification de quelques métabolites secondaires

Dans cette partie de nos expériences nous avons fait une étude comparative de la
composition chimique de I’infusé de la poudre végétale et le suc frais de Urfica dioica
L. qui est obtenu en mixant la poudre a I’aide d’une juteuse électrique (Annexe 1)
Remarque : Dans I’étude comparative de la composition chimique de ’infusé et le
suc frais d’Urtica dioica L., On considére que 5 g de la poudre végétale est équivalente a
5 ml du suc frais et on a calculé :

-La densité de ’eau :
dino = m1/vl =4.9157/5 =0.98314

Avec : m] = la masse de 5 ml d’H20 V1= le volume d’H20
La densité de I’ échantillon : déch = m2/v2 = 4.9246/5 = 0.98492
On calcul Ry le rapport entre deux valeur de densités
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Rds =d éch/ du0 =0.98492/0.98314 =1.0018 = 1

Donc 5 ml du suc frais est équivalent a5 gr de poudre végétale.

I1.2.2.1 Mode opératoire

Les modes opératoires sont les mémes pour 'infusé et le suc frais. Le screening
phytochimique est un ensemble de réactions chimiques simple permettant d’orienter
rapidement vers I’étude détaillée de quelques types de constituants chimiques.

I1.2.2.2 Préparation de I’infusé

Nous avons pris 20 g de la poudre végétale sont placés dans 100 ml d’eau bouillante,
on laisse infuser pendant 15 minutes, apres filtration, le filtrat est ajusté a 100 ml avec de
’eau distillée.

I1.2.2.2.1 Mise en évidence des anthocyanes

Nous avons ajouté quelques gouttes d’HCl a 5ml d’infusé et a 5 ml du suc frais, la
réaction donne une coloration rouge en présence des anthocyanes. [87].

I1.2.2.2.2 Mise en évidence des tanins

Nous avons ajoutés a Sml d’infusé et a 5 ml du suc frais, quelques gouttes de FeClI3 a

5 %, la réaction donne une coloration rouge en présence des tanins.

I1.2.2.2.3 Mise en évidence des flavonoides

Leurs identification s’effectue par la réaction cyanhydrique ou I’essai de Chinoda
5 ml d’infusé et 5 ml du suc sont additionnés a 5 ml d’HCI, un copeau de Magnésium et 1
ml alcool iso butanol. La réduction des flavonols, flavonones et flavones par le
magnésium métallique en présence de 1’acide chlorhydrique donne une coloration
rouge orange [88].

I1.2.2.2.4 Mise en évidence des saponosides

La présence des saponosides est détectée de la maniére suivante ; a 2 ml d’infusé et du
suc frais nous avons ajouté quelques gouttes d’acétate de plomb, la formation d’un
précipité blanc indique la présence des saponosides [87].

I1.2.2.2.5 Mise en évidence des glucosides

Proe¢dre 2 g de poudre végétale et 2 ml du suc frais, nous avons ajouté quelques gouttes
d’acide sulfurique, la formation d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la
présence des glucosides [88]. 4

I1.2.2.2.6 Mise en évidence des caroténoides

Nous avons ajouté a 5 ml d’infusé et Sml du suc frais, Quelques millilitres (3 ml) d'HCI
ont ét€ ajoutés dans chaque tube a essai puis 3 ml de H2SO4. 1l apparait dans les deux cas
une coloration vert bleu qui témoigne la présence des caroténoides [89].

I1.2.2.2.7 Mise en évidence des Terpéne

Nous avons ajouté a 5 ml d’infusé et 5 ml du suc frais, quelques millilitres (2 ml)
chloroforme, un volume de 2 ml d’acide sulfurique, il apparait dans les deux cas une
coloration rouge qui témoigne la présence des Terpéne [90].

11.2.2.2.8 Mise en évidence des coumarines

Nous avons ajouté a 5 ml d’infusé et 5 ml du suc frais, quelques millilitres (3 ml) NaOH
10% il apparait dans les deux cas une coloration jaune qui témoigne la présence des
coumarines [90].
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I1.2.2.2.9 Mise en évidence des quinones
11.2.2.2.9.1 Quinones liber

2g de poudre végétale humectée avec 2 ml d’acide chlorhydrique 1IN, sont mis en
contact pendant 3 h avec 20 ml de chloroforme puis filtrée ce test est réalisé sur le filtrat
grace a 5 ml d’ammoniaque 2 comme réactif la réaction donne une coloration rouge en
présence des quinones libres [88].

1I.2.2.2.9.2 Quinones combinées

2 gde poudre végétale sont additionnés a 5 ml d’acide sulfurique 2 N puis portés a reflux
pendant deux heures la solution extractive est filtrée puis épuisée par 20 ml de
chloroforme. La solution de chloroforme est évaporée a sec puis prise par I’ammoniaque
concentrée la réaction donne une coloration rouge en présence des quinones
combinées. [88].

Le tableau I1.1, regroupe les différents résultats du Scriblage phytochimique.

Tableau IL.1 : Résumé des réactions positives et Résultats la caractérisation Scriblage

phytochimique.
Les métabolites Les réactifs Réaction Les Résultats
secondaires positive infusé | Suc
frais
Anthocyanes HCI Rouge + -
Terpene CHCI3+H2S04 Rouge £ -
carotenes HCI +H2504 Vert bleu + -
Les tanins FeCl3 Bleu o -
Les flavonoides HCI+Al noir + -
Les saponosides Acetate de plumb | Rouge % Sa
Les glucosides H2S04 Orange + +
Les libres HCl + CHCI3 + | Précipitation & *
quinones NH40H blanc
combines | H2SO4 + CHCI3 | Précipitation F &
+ NH40H blanc
coumarines NaOH Rouge brique + +

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

D’apres la caractérisation phytochimique réalisée sur I’extrait aqueux et le suc frais, les
résultats ont démontré que I’Ortie est riche en métabolites secondaire : les flavonoides, les
anthocyanes, les tanins, les saponifies, les glucosides et les quinones et caroténoides,
Terpéne, Les résultats négatifs du suc frais par rapport a I'infusé sont dues au type
d’extraction, au lieu de stockage et la localisation des métabolites secondaires dans la
plante.Ces métabolites secondaires présentent des applications Dans 1’industrie
pharmaceutique et cosmétique.
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II.3 Extraction des flavonoides
Nous avons utilisé le procédé décrit par GUIGNARD (2000). Selon I’organigramme
représenté sur la figure I1.2.

30g de poudres des

]

Macération dans 100ml de
méthanol pendent 24h

v

Filtration a P’aide du papier filtre

Evaporation sous vide du méthanol

1

d’eau tiéde (extrait aqueux)

Traitement du résidu par 50 ml

Elimination de la chlorophylle et lipides E

Elimination de la géniens

Elimination des monoides

Extrait aqueux +3*30ml de
chloroforme

e
\4

pétrolume

Extrait aqueux +3*30ml d’éther

<€

4

Extrait aqueux +3*30 ml
d’ acétate d’éthyle

K Extration liquide

:

) liquide
(

Extrait aqueux +3*30 ml de

butanol.
&

Evaporation sous vide a 70°C.

l

Extrait sec des flavonoides

Figure I1..2: Schéma récapitulatif des €étapes d’extraction des flavonoides.
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I1.3.1 Macération et évaporation

Nous avons pesé 30 g de la poudre des feuilles séchées sur une balance analytique.Mettre la
poudre dans un Erlen Mayer, puis verser 100 ml de méthanol dessus et laisser macérer
pendant 72 h. (On filtre chaque 24 h et on récupére les filtrats dans un autre Erlen
Mayer).Puis évaporé le méthanol par un évaporateur rotatif (L’évaporation se fait sous
vide a I'aide d’une pompe).La température d’évaporation du méthanol est de 45° C sous
vide.L’extrait sec obtenu est traité par 50 ml d’eau tiéde pour I’obtention d’un extrait
aqueux.

I1.3.2 Extraction liquide-liquide (Annexe 3)

Nous avons utilisé une ampoule a décanter

(Nous avons fait 3 fois la décantation pour chaque solvant).

I1.3.2.1 Pour I’élimination de la chlorophylle et des lipides

Mettre I’extrait aqueux dans I’ampoule a décanter, et ajouter 30 ml de chloroforme,
agiter et laisser décanter un moment jusqu’a la formation de deux phases bien séparées.
(La séparation se fait selon la différence de densité entre ’eau et le chloroforme).Ouvrir
le robinet pour la récupération de chloroforme avec un certain pourcentage des lipides et
de chlorophylle et gardes la phase supérieure dans I’ampoule.

I1.3.2.2 Pour I’élimination des génines libres

Mettre 30 ml d’éther dans 1’ampoule, agiter et laisser décanter Formation des deux
phases, libérer la phase en dessous Libérer ensuite I’autre phase (éther + quelques génines
libres)

I1.3.2.3 Pour I’élimination des monosides

Mettre 30 ml d’acétate d’éthyle dans ’ampoule qui contient ’extrait aqueux Laisser
décanter, puis refaire la méme manipulation faite pour 1’éther (30 ml x 3).

I1.3.2.3 Pour I’obtention des flavonoides

Obtenir un extrait aqueux a qui on doit ajouter (3x30 ml) de butanol, On fait la
méme manipulation faite pour I’éther puisque la phase butanol sera au-dessus de la phase
aqueuse. Reécupérer la phase de butanol car c’est la phase qui contient Ies
flavonoides. Agiter aprés chaque versement d’un solvant dans ’ampoule a décanter,
ensuite ouvrir le bouchon de cette ampoule pour dégazer.

I1.3.2.4 Evaporation sous vide de butanol

Peser le ballon du I’évaporateur rotatif avant de verser le butanoldans.Evaporerle butanol
pour ’obtention d’un extrait sec des flavonoides.La température d’évaporation de butanol
est de 55° C .Peser le ballon aprés ’évaporation pour le calcul du poids de I’extrait sec
des flavonoides (le pesage se fait par la méme balance.

I1.3.2.5 Préparation de I’extrait aqueux des flavonoides

Le repas équilibrée de la journée contient environ 1g de flavonoides. Pour tester si cette
dose a un effet anti oxydante,antimicrobien nous avons préparé un extrait aqueux de
flavonoides a une concentration de 1 g/I.

I1.3.3 Calcul du poids de I’extrait sec

Le tableau I1.2 regroupe le calcul du poids de I’extrait sec
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Tableau IL2: Calcul du poids de ’extrait sec
Poids du ballon vide 116,80 g

Poids de ballon avec I’extrait sec des flavonoides 116,96¢g

Poids de ’extrait sec des flavonoides 0,160 g= 160 mg

Les extraits obtenus de polarités différentes des caractéristique différentes (masse,
couleur e rendement). Les résultats de la caractéristique des extraits de I’espece Urtica
dioica L seéche et fraiche sont résumés respectivement dans les tableaux I1.3 et I1.4.

Tableau II.3: Caractéristique des extraits de I’espece Urtica dioica L (séche) :

Extrait Couler Aspect Masse(g) Rendement
%

Méthanolique (EM) | vert visqueux 8,35 0,27%

Chloroformque (Ec) | Vert visqueux 2,01 0,067%

Ether de pétrole Moutarde | visqueux 0,91 0,030%

(EEp)

Acétate d’éthyle Miel Pateux 0,63 0,021%

(EAc)

Butanolique (Eb) Marron Pateux 0,16 0,05%
foncé

Tableau I1.4 : Caractéristique des extraits de ’espece Urfica dioica L (fraiche) :

Extrait Couler Aspect Masse(g) Rendement
%

Méthanolique (EM) | vert visqueux 6,21 0,207%

Chloroformque Vert visqueux 2,00 0,06%

(Ech)

Ether de pétrole Moutarde | visqueux 0,42 0,014%

(EEp)

Acétate d’éthyle Miel Pateux 0,32 0,01%

(EAc)

Butanolique (Eb) Marron Pateux 0,13 0,0043%
claire

II.4 Etude des extraits éther de pétrole et méthanolique et chloroformique et Acétate
d’éthyle et butanolique

Pour avoir un apergu de la nature des constituants que [’on peut rencontrer, nous avons
procédé a une analyse préliminaire des extraits éther de extraits méthanolique(EM) éther
de pétrole (EEP) et chloroformique (ECh) et Acétate d’éthyle(EAc) et butanolique ( EB)
par CCM. Pour cela ,une partie de chaque extrait a été solubilisée dans le méthanol et
déposée sur plaques de gel de silices , qui a ensuite été éluée dans le systéme de
solvants Hexane /AcOEt (60/40) pour chaque extrait. Ensuite, les Chromatogrammes
sont détectés en lumiére ultraviolette avant et apres révélation généralement avec 10%
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d’acide sulfurique ou une solution saturée de NaOH (composé phénolique).

Figure IL3 : Profil chromatographique sur couche mince CCM de I’extrait méthanolique
et éther de pétrole et méthanol et chloroformique et Acétate d’éthyle et butanolique

La chromatographie sur couche mince des extraits méthanolique(EM) et éther de pétrole
(EEP) et chloroformique (ECh) et Acétate d’éthyle(EAc) et butanolique ( EB) effectuée
dans le systeme de solvant Hexane /AcOEt (60/40) a permis d’obtenir les résultats
regroupés dans le tableau IL.5.

Tableau ILS: Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits
meéthanolique et éther de pétrole et chloroformique et Acétate d’éthyle et butanolique
(seche) :

Extraits étudiées Rf Couleur des spots sous UV | Couleur des spots
aprés révélation
0,8 Mauve Bleu vert
EM 0,67 | Orange Jaune
0,51 | Jaune -
0,33 | Jaune -
0,1 Jaune Jaune
Ech 0,95 | Mauves Bleu vert
0,9 Bleu -
0,85 | Orange Jaune
0,80 | Rose Jaune
0,65 | Mauves Bleu ver t
0,45 | Orange Jaune
0,36 | Jaune -
0,23 | Jaune -
0,1 Orange Jaune
EEp 0,94 | Mauves Bleu vert
0,92 | Orange Jaune
0,72 | Roe Bleu
0,61 | Orange Bleu
0,45 Jaune -
0,40 | Jaune -
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0,19 | Jaune -
0,10 | Jaune -

EC 0,94 | Mauves Bleu vert
0,92 | Orange Jaune
0,88 | Jaune -
0,81 | Jaune =
0,75 | Orange -
0,61 | Orange Bleu vert
0,35 Rose -
0,27 | Orange -
0,1 rose -

EB 0,67 | Jaune -

L’extrait méthanolique plus de 4 taches et éther de pétrole plus de 9 tache et
chloroformique plus 10 tache,Acétate d’éthyle plus 8 tache et 1 seule tache jaune
butanolique est riche en composés flavonoides La présence des spots de couleur bleu et
orange, rose jaune et mauve dans sur les chomatogrammes de nos extraitsrévélent la
présence d’acide phénolique,anthocynidne 3-glucoside, flavonols, flavoones,isoflavonones,

flavone [21].

Tableau IL.6: Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits méthanolique
et éther de pétrole et chloroformique et Acétate d’éthyle et butanolique (fraiche):

Extraits étudiées | Rf Couleur des spots sous UV | Couleur des spots apreés
révélation
EM 0,74 | mauve jaune
0,69 | orange -
0,62 | orange -
0,13 | bleu =
0,10 | jeune -
0,94 | orange -
0,90 | Rose -
ECh 0,89 | Rose -
0,85 | bleu -
0,75 | orange Rose
0,60 | Rose =
0,59 | Rose -
0,45 | jaune jaune
0,34 | Orange -
0,23 | Rose jaune
0,14 | Jaune -
0,07 | Jaune -
0,94 | Orange -
Epp 0,79 | Rose -
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0,64 | jaune -
0,44 | Rose jaune
0,29 | Rose -
0,16 | Orange jaune
0,05 | Orange -

EC 0,93 | Jaune -
0,79 | Rose jaune
0,67 | Orange -
0,43 | Jaune jaune
0,17 | Orange -

EB 0,60 | jaune -

L5 Détermination du potentiel d’hydrogéne de I’extrait aqueux

Le pH est un nombre qui représente conventionnellement la concentration en ions
hydrogenes d’une solution aqueuse.La détermination potentiométrique du pH est effectuée
par mesure de la différence de potentiel entre deux électrodes judicieusement choisies
plongeant dans la solution a examiner, 1’une de celle-ci est une électrode sensible aux ions
hydrogeénes (le plus souvent,une électrode en verre) et 1’autre une électrode comparaison
Mode opératoire du pH meétre (Annexe 2) Le pH de ’extrait aqueux est de 6.5 (Le pH
obtenu montre que I’extrait aqueux de la plante est 1égerement alcalin).

I.6 Dosage des polyphénols totaux
I.6.1 Protocole expérimentale

I.6.1.1 Courbe d’étalonnage

Un standard de calibration a été préparé, en utilisant des solutions d’acide gallique de
différentes concentration de 0.0156 jusqu’a 0.125 mg.ml”".On prend Iml de la solution
diluée, on lui ajoute 5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de réactif de folin —ciocalteu. On laisse
le mélange 5 minutes puis on le neutralise avec 4ml de carbonate de sodium .Apres
agitation, les solutions sont maintenus dans ’obscurité et a la température ambiante
pendant 1 heure. L absorbance de chaque solution a été déterminée a 765 nm. La courbe
d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la figure 11.4.

y =11,706x + 0,0476
2 R? =0,9907

O T T 1

0 0,05 0,1 0,15
concentration d'acide gallique mg/ml

absorbance a 765

Figure II.4: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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I1.6.1.2 Dosage des polyphénols totaux des extraits

Afin de déterminer la quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits
méthanolique (EM),chloroforemique (Ech)et butanolique (EB) de ’espece Urtica dioica L
,nous vous utilisé la méthode de folin —cicalteu.Nous avons préparé, dans un premier
temps, une solution mere d’extrait de plante, 2mg de chaque extrait (EM et Ech et EB) de
Iespece Urtica dioica L ,ont été mélangés avec 1ml de méthanol et 6.5ml d’eau distillé
Iml de la solution mére a été prélevée et introduit dans un tube sec et stérile .on a ajouté a
cette solution 0.5ml de réactif de folin-ciocateuet 5ml d’eau distillé. pour finir ,on
ajoutant au mélange 4ml d’une solution aqueuse de carbonate de sodium de concentration
75g.1-1.Aprés incubation pendant lh a I’obscurité et a température ambiante, on lit
I’absorbance a 765 nm a I’aide spectrophotométrie UV-visible [98], le total des composés
phénolique est déterminé selon I’équation suivante

T=C.V/M
T : représente le total des composés phénolique (mg EAG/ g d’extrait sec de la plante).

C : concentration d’extrait équivalente a 1’acide gallique, obtenue a partir de la courbe
d’étalonnage (mg.ml™).

V : le volume d’extrait (ml).
M : poids sec d’extrait de la plante (g).
I1.6.2 Résultats et discussions

Le taux de polyphénols existant dans I’extrait méthanolique (EM) et chloroforemique
(Ech) et butanolique (EB) est calculé et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau
I1.7, Et dans la figure I1.5 sous forme d’histogramme :

Tableau I1.7: Taux des polyphénols existant dans les extraits EM, Ech et EB de Urtica
dioica L. -

Echantillons Taux de polyphénols %
EM 51
ECh 15
EB 13
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Figure IL.5 : Le contenu des composés phénoléque des extraits EM, ECH, EB.

D’aprés les résultats obtenus (tableau 21et figure 18), nous avons constaté que I’extrait
méthanolique du I’espece Urtica dioica L est plus riche des composés phénoléque que les
deux extraits chloroformique et butanolique.

II.7 Dosage de la vitamine C Pespéce Urtica dioica L

I1.7.1 Protocol

Principe du dosage On prend 5g du produit examinée +10ml d’acide sulfurique +1g
amidon dans une Erlenmeyer puis on ajouter 80ml d’eau distillée, on titre avec ’iode
0.01N, on obtient une couleur bleu fonce.

Calcul :

Titre= (VI2*C 12* eq (vitamine C)/m (mg))*100

eq vitamine C =0.881mg

Iml correspond a 0.881mg de vitamine C

Titre calculé en (mg/g)

I1.7.2 Résultats de Dosage de vitamine C
Tableau IL8 : Le titre calculée (mg/g) de vitamine C pour les I’espéce Urtica dioica L

Le titre calculé (mg/100g) | Donnes bibliographique
(mg/100g).
Titre calculé en mg/g | 42,28 333

(Pespéce Urtica dioica L)

L’espéce du Urtica dioica L est riche en vitamine C 6 fois que possédé 1’orange, cette
vitamine permet I’absorption digestive du fer nom himnique en transformant le fer ferrique
en fer ferreux [19,21].

I1.8 Activité anti oxydante de I’espéce Urtica dioica L
I1.8.1 Protocol expérimental

I1.8.1.1 Préparation de la solution de DPPH

Le 1,1-diphényl-2-picrlhydrazyl(DPPH) (CigHiz N5 Og), M=394.33), est solubilisé dans
le méthanol absolu pour en avoir une solution de 100 pmole (4mg de DPPH dissout dans
100 ml de méthanol absolu).
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I1.8.1.2 Préparation de la solution de vitamine C

La solution de vitamine C est Préparée par dissolution de 50 de la vitamine C dans 10ml
de méthanol, cette solution, dite solution mére, subit ensuit des dilutions pour en avoir
différentes concentrations de I’ordre de milligramme par ml (tableau II1.10).I’absorbance
est mesurée dans les mémes conditions que 1’échantillon testé.

I1.8.1.3 Préparation des solutions d’extrait

Pour les extraits chloroformique et butanolique (EM, EB), nous avons préparé une solution
mére dans le méthanol absolu & raison de 5Smg .mlI"' et 4 mg .ml™ .cette solution est subit,
suite, des dilutions pour en avoir différentes concentration allant de 5 mg .ml" (0.1 et
0.125 et0.25 et 0.5) et de 4mg.ml™'(2).

I11.8.1.4 Test de DPPH

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 1ml de la solution a tester, ont ajouté 2ml de la
solution de DPPH, en suite agité bien les tubes sont placés I’obscurité et a la température
ambiante pendant 30 minutes Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois. La lecture
est effectuée par la mesure de ’absorbance & 517nm, a ’aide d’une spectrophotométrie
UV-visible .pour chaque dilution, un blanc (contréle négatif) est préparé a partir de la
solution DPPH et 1ml de méthanol. Le contréle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard : 1’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans la méme
condition dans le méthanol pour déterminer I’activité antioxydant. Les résultats ont été
exprimés par la moyenne de trois mesures.

I1.8.2 Résultats de I’activité antioxydant testée par la méthode du DPPH

L’activité anti radicalaire de nos extraits ( Ech et EB) a été évaluée par la méthode de
DPPH .Une solution méthanoique de DPPH(2-2-diphényl-1-picrylhydrazyl)présente une
coloration violette sombre, en présence d’un antioxydant , la forme réduite de DPPH-H
conféere a la solution une coloration jaune, et par conséquent une diminution
del’absorbance .Le changement de la couleur de la solution méthanoique de DPPH en
présence de chacun des extraits a tester a été évalué par spectrophotométrie UV-Visible et
mesurer a 517nm .L’évaluation du pouvoir anti radicalaire de nos deux extraits (Ech et EB
) a été réalisée par comparaison avec celle de 1’anti- oxydant, la vitamine C . En faisant
varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
pourcentage d’inhibition correspondant. Les résultats figurant dans le tableau I1.9, et la
figure 20 ci-dessous apres illustrent les pourcentages de I’activité anti radicalaire des
extraits chloroformique et butanolique de Urtica dioica L (Annexe 4).

Tableau I1.9: Absorbances et pourcentages de I’activité¢ anti radicalaire des différentes
concentrations des extraits (chloroformique et butanolique) et du standard vis-a-vis du libre
DPPH.

C (mg.ml") 0.1 ]0.125 [025 |05 1 2 4 5

Ech Absorbance 0.311 | 0.301 | 0.269 |0.250 |0.235 |0.022 | 0.217 | 0.208

%d’inhibition 28.93 | 3322 |49.02 |60.28 | 7041 |8l.66 |84.75 |92.03
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EB Absorbance 0.317 | 0.309 | 0.302 |0.262 | 0.248 | 0.235 | 0.222 | 0.098
%d inhibition 26.23 | 29.76 | 3245 |5285 |61.54 | 7052 |80.04 |91.12
Vit C | Absorbance 0314 | 0.286 | 0.175 |0.084 | 0.062 | 0.056 | 0.042 | 0.032
%d’inhibition 46.24 | 51.19 | 70.13 |85.66 |89.41 |90.44 |92.83 |94.33

100

<
Kol
g ==g==[Ech
= 2 EB
-
R vit ¢

0 & T T T T T i

0 1 2 3 4 5 6

concentration { mg.ml-1)

Figure II.6: Pourcentage de réduction du radical du libre DPPH de [Iextrait
chloroformique et butanolique et du standard

L’interprétation des résultats de I’activité anti oxydante de nos extraits par la méthode de

DPPH-La concentration CEso ( concentration Permettant d’inhiber 50% du radical DPPH).

La concentration CE sy des extrait et du standard antioxydant est déduite de la droite
représentant le taux d’inhibition de la concentration des extraits Ech et EB (figure I1.7).

Les valeurs des CEsq des extraits étudiés et de vit C, sont indiquées dans (le tableau I1.10).

Nous pouvons déduire I’activité anti oxydante de nos extraits en calculant ’inverse des
valeurs des CEsgtrouvées.

ARP = 1/CE50

Les valeurs des CEsq et ARP des extraits étudiés et de Vit C, sont indiqués dans(le tableau
I1.10) et dans (la figure I1.7) sous forme d’histogramme.

Tableau I1.10 : valeur CEso et APR des extraits étudiés et de Vit C, sont indiquées dans le
tableau I1.10 et dans la figure I1.17 sous forme d’histogramme.

Tableau I1.10: Valeur CEsy et APR des extrait Ech et EB de Urfica dioica L et de la
vitamine C.

Composés CEs (mg.ml™) ARP
Ech 0,78 1,82
EB 039 2.56
Vitc 0,27 3,70
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\"\ /éCh
CE50(mg,ml-1) —¢

ARP

Figure I1.7 : Les CE s et les pouvoirs anti oxydante des extraits Ech et EB et du vit C

L’analyse des résultats montrent que les extraits du plant Urtica dioica L sont capables
de neutraliser le radical libre DPPH. L’extrait chloroformique semble avoir une activité
antioxydant faible que celle de I'extraite butanolique. Comme figurant dans le tableau
représenté I’antioxydant standard « vit ¢ » a montré une activité antioxydant puissante avec
une CEso de I’ordre de 0.27 mg.ml™ Les résultats expliqués qu’un bon effet antioxydant
de I’extrait butanolique de concentration de 5mg.ml™.et la valeur de la CEs de I’extrait
butanolique 0.39 mg.ml™, donc I’extrait butanolique une assez bien activité anti oxydante
.si on compare, les valeurs des polyphénols totaux chlorofomique et butanolique, il
apparait que celui qui est plus riche en polyphénols est le moins antioxydant. Ceci peut étre
explique par la présence d’autres métabolites dans [’extrait butanolique qui son activité
antioxydant.

I1.9 Activité antibactérienne des flavonoides de ’espéce Urtica dioic L

I1.9.1 Protocol expérimental

I1.9.1.1 Repiquage des espéces bactériennes

Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37°C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de
I’inoculum.

11.9.1.2 Souche microbiennes testés

Les souches microbiennes testées ont €té choisies pour leurs fréquences élevées dans la
contamination humaine, quatre souches bactériennes et deux souches fongiques ont été
testées. Le Tableau II.11 suivant représente le code des différentes souches microbiennes

utilisées dans notre étude :

Page 34



Chapitre 11 Etude de la composition chimique de I’espéce Urtica dioica L

Tableau I1.11 : Code de différentes souches microbiennes étudiées :

Nature des souches Souches utilisées Code de la souche
Souches bactériennes Bacillus ceureus ATCC 10876
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escerichia coli ATCC 25922
Souches fongique Candida albicans ATCC 24433
Aspergillus Braziliensis ATCC 16404

I1.9.1.3 Préparation de I'inoculum

des colonies bien séparées des especes bactériennes concernées ont été prélevées a
l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon nutritif puis
portées a I’incubation pendant (18-24) heures a 37°C.

11.9.1.4 Préparation des disques

Des disques de papier Wattman n°1 de 9 mm de diamétre, stériles (stérilisation a 120°C
pendant 15 min par autoclavage), sont chargés de I'extrait naturel a tester, des disques
imprégnés de méthanol sont également utilisés qui vont servir de témoin négatif.

I1.9.1.5 Préparation des extraits

Les extraits méthanolique(EM) et chloroformique(Ech) plus butanolique (EB) a été

solubilisé dans le DMSO pour obtenir une concentration de 40 mg.ml™.

I1.9.1.6 Préparation des milieux de culture

Les milieux standards utilisés sont la gélose de Muller-Hinton stérile (MH) pour les
bactéries et sabouraud stérile (SAB) pour les leveurs et les champignons a [’usage a été
coulée dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de diameétre. L'épaisseur de la gélose
est de 2 mm répartie uniformément dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées

30 min a une température ambiante du laboratoire avant leur emploi.

11.9.1.7 Ensemencement

Des boites de pétrie stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a 'aide
d'un rateau stérile, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution
homogene des bactéries. A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier filtre contenant
les produits a tester sont déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable Pour les
souches bactériennes L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diamétre de la
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zone d'inhibition produite autour des disques apres 24 h d'incubation a 37°C et 48 heures
a 26°C pour les souches fongique) (Annexe 5).

I1.9.2 Résultats et discussion
Tableau I1.12: Diamétres des zones d’inhibition (mm) de extrait méthanolique (EM) et
chloroformique (ECh), butanolique (EB).

Gram Souches bactériennes Diamétre de la zome d’inhibition
(mm)
Cp EM ECh EB
Gram+ | Bacillus ceureus ATCC 10876 | 42 12 20 22
Staphylococcus aureus ATCC | 35 12 20 12
6538
Gram- | Pseudomonas aeroginosa 36 10 10 10
ATCC 27853
Escerichia coli ATCC 25922 | 23 10 10 10

« Ciprofloxacine = cp »

Tableau II.13: Diamétres des zones d’inhibition (mm) de [’extrait méthanolique
,chloroformique ,et butanolique et des ATFs relatives aux différentes souches fongique .

Souches fongiques Diamétre de la zone d’inhibition (mm).
Mr | APB EM ECh EB
Candida albicansATCC |16 10 - -
24433
20 - - -

Aspergillus Braziliensis -
ATCC 16404
Les résultats mentionnés dans les tableaux I1.12 et IL.13 sont représentés dans les
histogrammes suivant (figure II.8et I1.9) :

w
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©

Figure I1.8 : Histogramme des diametres des zones d’inhibition de I’extrait méthanoique
(EM), chloroformique (Ech) relatives aux différentes souches bactériennes.
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Figure II.9: Histogramme des diamétres des =zones d’inhibition de Iextrait
méthanolique (EM),chloroformique (ECh) et butanolique (EB) ,ATB ,ATF 1 ,ATF 2
relatives aux différentes souches antifongique.

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des flavonoides isolés de Urfica
dioica | par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (Muller
Hinton).L’activité antibactérienne de nos des extraits méthanolique(EM) chlorfomique,
(ECh) et butanolique est estimée en terme de diametre de la zone d'inhibition autour
des disques contenant les produits flavonoides & tester vis-a-vis de quarte germes
pathogénes  d'origine  hospitaliere  (Escherichia  coli,  Staphylocaccus — aureus,
Pseudomonas aeroginosa , Bacillus ceureus ) aprés 24 heures d'incubation a une
température adéquate de 37°c. Les résultats des diametres des zones d’inhibition révelent
qu’ Bacillus ceureus apparait sensible vis-a-vis des méthanolique(EM) chlorfomique,
(ECh) et butanolique, ces mémes des zones d’inhibition moyennement importantes vis-
a-vis de Staphylococcus aureus dont les diametres des zones d’inhibition varient entre
(12-20) mm. La sensibilit¢ d’Escherichia coli et de Pseudomonas aeroginosa traduit
I’action antibactérienne est résistante. Développe des zones d'inhibition équivalentes a 10
mm pour Pseudomonas aeroginosa et Escherichia coli. Les résultats obtenus pour les
souches antifongiques testées ont montré que la souche Candida albicans est résistante
pour les extrait des méthanolique(EM) chlorfomique, (ECh) et butanolique et la méme,
Résultats avec Aspergillus Braziliensis. Selon les résultats représenté dans les tableaux
(26,27)el histogrammes , On peut conclure une sensibilité remarquable chez les bactéries
a gram+ par rapport a la bactérie a gram — qui s’est montrée résistante aux extraits testés,
ceci peut étre expliqué par la présence de la paroi qui joue le role d’une barriére
protectrice alors que les extrait ne peut avoir une sensibilité pour toutes les bactéries, les
zones d’inhibition obtenues sont de 23 et 25 mm pour Bacillus subtilis et Staphylococus
aureus respectivement. Ces résultats sont en accord avec les travaux du [107].
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Conclusion

Ce travail vise la valorisation d’une plante médicinale trés répandue dans le bassin
méditerranéen, dont le nom est Urtica dioica L. ou « horraig » appartenant a la famille des
Urticacées. La plante est dotée des propriétés thérapeutiques importantes.

Les résultats du criblage phytochimique révelent la présence de plusieurs catégories de
métabolites secondaires néanmoins les anthocyanes, les flavonoides, les tanins les
gluconosides, les saponosides et les quinones.L’extration des parties aériennes de I’espéce
Urtica dioica L, suivie de la séparation chromatographique successives (CCM) a montré la
richesse des extraits chloroformique et butanolique en flavonoides, L’évaluation de
I’activité anti-oxydante de nos extraits (Ech et EB), par DPPH a montré une excellente
activité anti -oxydante de [’extrait butanolique.Nous avons constaté que ’extrait des
flavonoides est inactif sur les souches bactéries a gram négatif , néanmoins, une étude plus
approfondie et sur un large spectre de souches indispensable et en utilisant des doses plus
fortes.
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eLes résultats du Scriblage phytochimique
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oLa différents étape de Scriblage phytochimique

Annexe 2

eDétermination du potentiel d’hydrogéne de I’extrait aqueux
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Annexe 3
eExtraction liquide-liquide

-Pour I’élimination de la chlorophylle et des lipides

frache

frache
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Evaporateur rotatif H.P.L.C

Annexe 4

eLe chrogement de la couleur de la solution méthanolique de DPPH en
présence des extraits a tester (du violet a jaune pale )

Spectrophotométre UV-vis
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Annexe 5

°Les résultats de I’activité antibactérienne de I’extrait chloroformique et
I’huile essentielle de ’espace Urtica dioica L.

Staphylococcus aureus

Escerichia coli
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