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Résumé :

Dans le cadre de la valorisation du patrimoine végétal, le présent travail vise a évaluer
et a optimiser I’activité biologique des extraits obtenus a partir des feuilles d’Urtica dioica
L.Cette évaluation a porté sur 1’activité antioxydante, 1’activité¢ anti-inflammatoire in vitro,
I’activité antibactérienne, ainsi que I’activité enzymatique. De plus, j’ai déterminé la teneur en

poly-phénols et flavonoides, en tant que molécules bioactives d’intérét.

La premicére étape de mon ¢étude consiste a I’extraction des composés bioactifs a partir
des feuilles de Urtica dioica L, en utilisant deux types d’extraction : éthanolique et
tamponnée.Dans une perspective d’optimisation, plusieurs parameétres ont été évalués. Pour
I’extraction tamponnée, j’ai étudié¢ I’effet de la température (température ambiante, 40°C,
50°C, 60°C) ainsi que du temps d’extraction (24h, 48h, 72h). Concernant I’extraction
¢thanolique, 1’optimisation a porté sur la concentration d’éthanol (100%, 90%, 80%, 70%,
60%, 50%) et sur la durée d’extraction (2 h, 48h, 72h).L’analyse quantitative a révélé que les
extraits obtenus sont riches en composés bioactifs. L’extrait tamponné (60°C, 72h) a présenté
une teneur en polyphénols totaux de 112.468 mg EAG/g MVS et en flavonoides de 12.98 mg
EQ/g d’extrait sec. En revanche, 1’extrait éthanolique (90%, 48h) a montré des concentrations
nettement plus élevées, atteignant 184.116 mg EAG/g MVS en polyphénols et 912.72 mg
EQ/g d’extrait sec en flavonoides. L’évaluation de I’activité antioxydante, a travers le
piégeage du radical libre DPPH, a révélé que ces extraits éthanolique et tamponné des feuilles
d’Urtica dioica L. présentent un fort pouvoir antioxydant. Avec de IC50 de 2.62 et de
2.85mg/mL respectivement. En ce qui concerne l'activité anti-inflammatoire in vitro, 1'extrait
tamponné (60°C, 72h) s'est révélé plus efficace que l'extrait éthanolique (90%, 48h) pour
inhiber 'hémolyse (74.66%, 49.66% respectivement.), démontrant ainsi une meilleure activité
anti-inflammatoire. Et pour [’activité antibactérienne, l'extrait éthanolique d'Urtica
dioicaL.présente une activité antimicrobienne plus €tendue que l'extrait tamponné, agissant
sur diverses bactéries et champignons, tandis que l'extrait tamponné ne cible que les bactéries
Gram positives. L'activité lipasique des extraits tamponnés atteint son pic a 40°C apres 72h
(2000 U/L), tandis que l'extrait éthanolique (90%) montre la meilleure activité apres 72h
(2200 U/L). En plus, La lipase extraite de I'extrait tamponné a €té partiellement purifiée avec

succes, montrant une activité spécifique ¢élevée.

Mots clés :Urtica dioica L., activité biologiques, poly-phénols, flavonoides, anti-
oxydante, IC50, antibactérienne, antifongique, 1’activité enzymatique, pouvoir anti-

inflammatoire.



Abstract:

As part of the valorization of plant heritage, the present study aims to evaluate and
optimize the biological activity of extracts obtained from the leaves of Urtica dioica L. This
evaluation focused on antioxidant activity, in vitro anti-inflammatory activity, antibacterial
activity, as well as enzymatic activity. In addition, the contents of polyphenols and flavonoids

bioactive molecules of interest were determined.

The first step of the study involved the extraction of bioactive compounds from Urtica
dioica L. leaves, using two extraction methods: ethanolic and buffered. For optimization
purposes, several parameters were assessed. In the case of buffered extraction, the effects of
temperature (room temperature, 40°C, 50°C, and 60°C) and extraction duration (24h, 48h, and
72h) were investigated. For ethanolic extraction, optimization focused on ethanol
concentration (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, and 50%) and extraction time (24h, 48h, and
72h). Quantitative analysis revealed that the obtained extracts are rich in bioactive
compounds. The buffered extract (60°C, 72h) showed a total polyphenol content of 112.468
mg GAE/g dry plant material and a flavonoid content of 12.98 mg QE/g dry extract. In
contrast, the ethanolic extract (90%, 48h) exhibited significantly higher concentrations,
with184.116 mg GAE/g dry plant material in polyphenols and 912.72 mg QE/g dry extract in

flavonoids.

Evaluation of antioxidant activity through DPPH radical scavenging assay revealed
that both ethanolic and buffered extracts of Urtica dioica L. leaves possess strong antioxidant
capacity, with IC50 values of 2.62 and 2.85 mg/mL, respectively. Regarding in vitro anti-
inflammatory activity, the buffered extract (60°C, 72h) was more effective in inhibiting
hemolysis 74.66% compared to the ethanolic extract (90%, 48h) with 49.66%, thus

demonstrating better anti-inflammatory potential.

As for antibacterial activity, the ethanolic extract exhibited broader antimicrobial
effects against various bacteria and fungi, whereas the buffered extract was active only against
Gram-positive bacteria. Lipase activity in the buffered extracts peaked at 40°C after
72h(2000U/L), while the ethanolic extract (90%) showed its highest enzymatic activity after
72h(2200U/L) as well. Moreover, lipase extracted from the buffered extract was successfully
partially purified, exhibiting high specific activity.

Keywords: Urtica dioica L., biological activities, polyphenols, flavonoids,

antioxidant, IC50, antibacterial, antifungal, enzymatic activity, anti-inflammatory potential.
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La phytothérapie traditionnelle, transmise de génération en génération chez les
populations rurales, est aussi riche et variée que les ressources biologiques. Actuellement,
eu égard a ses effets secondaires moins agressifs que les médicaments chimiques, ainsi que
son accessibilité, cette pratique médicinale traditionnelle reste trés répandue dans divers
pays du monde en développement et son usage ne cesse de croitre dans les pays
industrialisés. De plus, 25% des médicaments modernes sont préparés a base de plantes qui

ont au départ été utilisées traditionnellement (Lazli et al. 2019).

Dans le monde, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Les
médicaments a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport
aux médicaments pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus
intéressées par 1’étude ethnobotanique des plantes. L’Afrique dispose d’une diversité
importante de plantes médicinales. Les plantes médicinales constituent des ressources
précieuses pour la grande majorité des populations rurales en Afrique, ou plus de 80 % de
cette population s’en sert pour assurer les soins de santé. Les plantes médicinales
constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus particulierement pour la
majorité des communautés démunies des pays en voie de développement qui en dépendent,
pour assurer leurs soins de santé primaires et leur subsistance. Ces communautés utilisent
la plupart des espéces végétales, tant ligneuses qu’herbacées, comme meédicaments. Les
plantes médicinales demeurent toujours une source de soins médicaux dans les pays en
voie de développement en 1’absence d’un systéeme médical moderne (Bouzid, Chadli, et

Bouzid 2017).

Depuis la nuit des temps, les plantes constituent une source majeure de molécules
bioactives, notamment les composés phénoliques, capables de prévenir ou de traiter
diverses maladies. Toutefois, la teneur et 1’activité des poly-phénols varient en fonction de
plusieurs facteurs intrinséques et extrinseques. Parmi ces composés, les flavonoides se
distinguent par leurs nombreuses activités biologiques, telles que leurs actions anti-
inflammatoire, anti-oxydante et antimicrobienne (Falleh et al. 2021 ; Lindenschmidt et

al. 1986).

L’ Algérie possede une des flores les plus diversifiées et les plus originales du bassin
méditerranéen. Cette flore compte 3 139 espéces répartis dans prés de 150 familles parmi

lesquelles 653 espéces sont endémiques, soit un taux d’endémisme d’environ 12,6 % (Kazi
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Tani, Le Bourgeois, et Munoz, s. d.). Parmi cette diversité végétale, on retrouve la famille
des Urticacées, connue pour ses nombreuses vertus thérapeutiques et son utilisation en
médecine traditionnelle. Cette famille comprend une cinquantaine de genres et prés de 700
especes réparties a travers le monde, dont plusieurs sont présentes en Algérie, notamment

le genre Urtica, communément appelé ortie.

I1 existe plusieurs especes d’ortie mais nous allons nous intéresser a Urtica dioica
L. plus particulierement. En dehors de sa piqlre désagréable, I’ortie peut étre une plante
trés intéressante, possédant de nombreuses vertus et pouvant étre utilisée dans divers
domaines (Boyrie 2016). Bien qu’elle soit souvent considérée comme une « mauvaise
herbe », ’ortie est une plante que nos ancétres savaient apprécier, et qui trouve aujourd’hui
des applications variées en agriculture, en alimentation, en cosmétique, en teinturerie, dans

I’industrie textile, ainsi qu’a des fins médicinales.

Dans le cadre de la valorisation de cette plante médicinale, cette étude vise a
déterminer les conditions optimales d’extraction, notamment la température, le temps
d’extraction et la concentration en éthanol, permettant d’obtenir un rendement maximal en
composés phénoliques et en lipase. Pour ce faire, les teneurs en poly-phénols et
flavonoides ainsi que les activités biologiques des extraits ont été évaluées en utilisant

deux solvants d’extraction distincts.
Mon travail comprend essentiellement deux parties :

La premiere partie est consacrée a 1’étude bibliographique, dans laquelle sont
présentés les composés phénoliques et leurs principales activités biologiques, ainsi que des

généralités sur I’espece étudiée.

La deuxieme partie est consacrée a I’é¢tude expérimentale, qui comprend la
présentation du matériel utilisé ainsi que des protocoles appliqués pour 1’extraction et la
caractérisation des deux types d’extraits (tamponnés et éthanoliques). Elle inclut également
le dosage des composés phénoliques et flavonoides, ainsi que 1’évaluation de leurs activités
anti-oxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire in vitro, et lipasique. Cette partie se

termine par ’analyse des résultats obtenus et leur interprétation.

Enfin, une conclusion générale récapitulant les principaux enseignements, ainsi que

par I’ouverture sur des perspectives de recherche ultérieures.
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1.1.Plantes médicinales :

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre
utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la syntheése de drogues
utiles.Le groupe consultatif de ’OMS qui a formulé cette définition affirme également
qu’une telle description permet de distinguer les plantes médicinales dont les propriétés
thérapeutiques et les composants ont été établis scientifiquement des plantes considérées

comme médicinales(Abayomi 2010).

Les plantes se caractérisent par deux types de métabolismes : le métabolisme
primaire procure les constituants de base (les sucres et leurs dérivés, les lipides et les
protéines) en quantité élevée, et le métabolisme secondaire fournit des métabolites en
faibles quantités, mais dont les applications dans différents domaines, en particulier a
intérét pharmaceutique et cosmétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance

(HADDOUCHI et BENMANSOUR 2008).

Elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et infusion. En
outre une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille ou fleur

(Dutertre 2011).
I.2. Principes actifs des plantes médicinales :

Chaque plante est composée de milliers de substances actives en présentant un principe
actif qui est une molécule possédant un intérét thérapeutique (Cieur et Carillon 2012).
C'est une molécule dotée d'un pouvoir préventif ou curatif pour I'homme et/ou l'animal

(Chabrier 2010).
1.2.1. Métabolites primaires :

Les métabolites primaires rassemblent les protéines, les lipides, les carbohydrates. Ces
composés possedent une fonction intrinseque qui est directement impliquée dans le

développement et la reproduction d'un organisme ou d'une cellule (Bendif 2017).
1.2.2. Métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des molécules bios synthétisées a partir des
métabolites primaires qui participent a la coévolution des plantes avec d’autres organismes
vivants. Ces composés secondaires de différente diversification, qui sont utilisés par

I’homme pour la thérapie humaine ou animale sont connus sous le nom de principe actif
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(Krief 2003). Ils sont réputés depuis fort longtemps pour leurs propriétés
phytothérapeutiques.

Depuis quelques années, I'humanité s'intéresse ¢également a leurs effets biologiques et a

leurs capacités anti-oxydantes(BOUCHENAK et al. 2018).

D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois
classes :Polyphénols ; terpénoides;stéroideset alcaloides (Hennebelle, Sahpaz, et Bailleul

2004).

Hydrates de Carbone Lipides Protéines
Sucres Acides gras Acides Aminés
Voie des Pentoses  Glycolyse p-Oxydation Transamination
Phosphates Desamination
| Oxydation

Erythrose-4-P Phosphoénol pyruvate

Acide shikimique Acetyl C0OA — Cycle de Krebs
NV \l\iH3
Tyrosine Phénylalanine NH,
\ / Acides
Aminés.
NH;
Acide cmnum|que Voie de |'Acétate  Voie du Mévalonate
|Malona're ¢
f | Y

Lignine Chal cone Acides gras Terpéngides Alcaloides
Tonins Flavonoides  Acétyléniques  Composés de surfaces

Figure 1.1 : Relation entre le métabolisme primaire et le métabolisme secondaire

(Inconnue)
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La quantité de métabolites secondaires difféere selon les caractéristiques spécifiques
de I'écosystéme ou la plante est située. Ils sont essentiels pour I'adaptation de la plante a

son environnement.
1.2.2.1. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique non azoté portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec un glucide et sont exclusivement synthétisés dans le
régne végétal (Collin et Crouzet 2011). Ils sont présents dans toutes les parties des
végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) (Toubal

2018).

Ils sont divisés en plusieurs classes, notamment les acides phénoliques (acides
hydroxybenzoiques et acides hydroxycinnamiques), les flavonoides (flavonols, flavones,
flavanols, flavanones, isoflavones et proanthocyanidines), les stilbénes et les lignanes, qui
se retrouvent dans les plantes et les aliments d'origine végétale. Les substances phénoliques
jouent un rdle crucial dans la qualité des fruits grace a leur influence sur le gott, la teinte et

les bénéfices nutritionnels des fruits (E1 Gharras 2009).

Composés phénoliques

|
! !

Phénols simples Polyphénols

(1 groupe phénol) > 2 groupes phénols
l Xanthones
Acides Acides LR Stilbé
hydroxybenzoiques hvdroxycinnamiques
(C6-C1) (C6-C3)

Flavonoides
(C6-C3-Co)

! | | 4

Ammmmna

Figure 1.2 : Classification des composés phénoliques (Inconnue)
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Les substances phénoliques proviennent de la vaste voie métabolique de l'acide

shikimique ou shikimate ainsi que de celle du malonate-acétate (Toubal 2018).

L'¢lément essentiel qui les distingue est la présence d'au moins un noyau
aromatique auquel est attaché au moins un groupe hydroxyle, qu'il soit libre ou li¢ a une

autre fonction telle qu'un éther, un ester ou un hétéroside (Obame 2009).

OH —==——"""—"—"71 Groupe hydroxyle

'E:_._d-:::l Anneau aromatigne

Groope phénol

Figure 1.3 : La Structure de base des composés phénoliques(Inconnue)
¢ Les acides phénoliques :

Les acides phénoliques forment de petites structures moléculaires comprenant un
noyau de benzéne et au moins un groupe hydroxyle. Ils peuvent également subir une
estérification et s'associer a des glucides sous forme d’hétérosides. Leur production
biologique provient de l'acide hydroxybenzoique (C6-Cl) et de l'acide
hydroxycinnamique(C6-C3).Ces phénols, qui ont une propension a s’isomériser et a se
polymériser, montrent une bonne solubilité dans des solvants polaires(Wichtl et Anton
2003). Les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique sont I’acide vanillique, 1’acide syringique,
I’acide gentisique et 1’acide gallique. Les acides hydroxycinnamiques communs sont les

acides caféique, p-coumarique, férulique et sinapique (Chira et al. 2008).
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Acides phénoliques

RS COOH R5 X _-COOH
R4 R2 R4 R2
R3 R3
acides benzoiques R2 R3 R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide p-hydroxybenzoique H H OH H acide p-coumarique
acide protocatéchique H OH OH H acide caféique
acide vanillique H OCH; OH H acide férulique
acide gallique H OH OH OH
acide syringique H OCH; OH  OCH; acide sinapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Figure 1.4 : Structures et dérivés des acides phénoliques : acides benzoiques et

hydroxycinnamiques(Chira et al. 2008).

+ Les Flavonoides :

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de carbone
formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3
carbones. Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. 11
existe plusieurs groupes de flavonoides, dont les principaux sont les flavones, les

flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines (Chira et
al. 2008).

Figure L.5 :Structure de base des flavonoides (Dacosta 2003)
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Classe Structures chimique R3’ R4’ R5’ Exemples
= H OH H Apigénine
R4
- © OH OH H Lutéoline
-
Flavones -
©‘] Rs' Diosmétine
& OH OCH3 H
OoH
Rs H OH H Kaempférol
R4
o s
Flavenois Q © - OH OH H Quercétine
| Myrecétine
f e OH OH OH
oH
Rz
R4 Catéchine
o (&)
Flavanols @‘ OH OH H
RS
oH
OoH
Rz
R4 H OH H Naringénine
. s LE T
Flavanone ©‘
RS'
i OH OH H Eriodictyol
OH
R3" H OH H Pelargonidine
- R4
Anthocyanidines OH OH H Cyanidine
O ~*
() . -
OoH OH OH OH Delphénidine
OH
R4’ R5 <
2 O OH OH OH o Genisteine
Isoflavones @ ‘l
6 @ Daidezine
RS R4 OH H O-Glu

Figure 1.6 : Structures et groupements chimiques des flavonoides. (Bruneton

1999)

s Les tanins :

Ce sont des substances polyphénoliques hydrosolubles. On les trouve en abondance

dans le monde végétal, notamment parmi les Coniféres, la famille des Fagaceae, les

Rosaceae et celle des Fabaceae (Toubal 2018). Les tanins ont des masses moléculaires

allant de 500 a 5000 Da et présentent une diversité de structures qui constitue la base de

leur classification en deux familles :

e Les tanins condensés (proanthocyanidines), qui sont des oligoméres du

squelette flavan-3-ol ;
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e Les tanins hydrolysables, qui sont des esters, généralement liés au D-glucose,

de 'acide gallique et de ses dérivés (Baxter et al. 1997).

Proanthocyanidins OH

0= OH
OH :

Ho. on on on

C1o—C —@ on o
OH
o= ( O O
nu

HO
| OH
(8]
HO )'—( ()Il HO
0

HO on

OH Ellagic acid
|
C=0
HO OH o on
OH OH
HO' OH

Hydrolyzable Tannins

/

Gallic Acid

Figure 1.7 : Structure chimique des tanins (Naczk et Shahidi 2004)
% Les stilbénes :

Les stilbénes sont des composés polyphénoliques qui ont une structure C6-C2-C6,
deux noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne. Les végétaux les synthétisent en
réaction a des agressions fongiques, bactériennes ou virales. Ceci a été prouvé pour le

trans-resvératrol (Chira et al. 2008).
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Stilbénes HO

O \ O OH Trans-resvératrol

HO

Figure 1.8 : Structure chimique du trans-resvératrol, un composé de la famille des

stilbénes (Chira et al. 2008)
1.2.2.2. Activités biologiques des composés phénoliques :

Les polyphénols suscitent un intérét particulier dans deux secteurs : Ia

phytothérapie et I’hygiene alimentaire. (Hennebelle, Sahpaz, et Bailleul 2004)

Les polyphénols possédent un large éventail d’activités biologiques in vitro
(antibactériennes, anti-cancérigéne, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractere réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques.(Achat 2013)
L’effet protecteur des polyphénols a été attribué a leurs propriétés antioxydantes,
susceptibles de prévenir des dommages oxydatifs moléculaires et cellulaires induisant
diverses pathologies(Amiot, Riollet, et Landrier 2009) et leur interaction possible avec de

nombreuses enzymes. (Ronald Ross Watson, Victor R Preedy, et Zibadi 2013)
Tableau I.1 : Quelques activités biologiques de composés phénoliques

Selon (Achat 2013 ; Hennebelle, Sahpaz, et Bailleul 2004 ; Perumal Samy et
Gopalakrishnakone 2010 ; Nsemi 2010)

Composé phénolique Activité biologique

Acide phénolique Antimicrobienne,  antipyrétiques,  anti-
ulcéreuses, antiparasitaires antifongiques,
antioxydantes

Flavonoides Anti-inflammatoires, antispasmodiques,

antiallergiques, analgésiques, hypotenseurs,
antivirales, diurétiques, ostéogene,

antioxydantes, anti-atherogéniques.

Tanins Antimicrobienne

Coumarines Protectrices vasculaires, Protectrices
vasculaires, antiinflammatoires, anti

parasitaires, analgésiques et anti-cedémateus

10




Partie I : Synthése bibliographique

1.3. La famille des Urticacées :

Les Urticacées sont des plantes herbacées ¢lancées a feuilles stipulées opposées par
deux et a petites fleurs unisexuées. Les fleurs males possedent quatre sépales et quatre
¢tamines, les fleurs femelles son formées de quatre sépales et d'un carpelle, et donnent

naissance a un fruit sec: un akéne (Draghi 2005).

Les Urticaceae sont répandues dans la plupart des régions tropicales, mais sont
faiblement représentées en Australie. Quelques genres, en particulier Urtica, sont
originaires des régions tempérées (« Plantes et botanique : Famille des Urticaceae »

2020).

Les Urticacées qui comprennent une cinquantaine de genres et de 700 espéces. On
distingue les Urticacées avec poils urticants (genre Urtica) ou sans (genres Parietaria et

Boehmeria). Les principales espéces du genre Urtica sont :

» Urticadioica L.

»  Urticaurens L. (Ortie briilante ou « petite Ortie »)

»  Urticapilulifera L. (Ortie romaine ou « ortie a pilules »)
»  Urticacannabina L.

=  Urticaatrovirens Req.

s Urticamembranea Poiret

Ce sont les especes U. dioica et U. urens qui sont connues possédant des propriétés

médicinales (Draghi 2005).
1.4. Urticadioica L. :

Il y a de nombreuses variétés d’ortie, cependant, nous nous concentrerons
uniquement sur les attributs d’Urticadioica L. tant sur le plan botanique que chimique. Sa
teneur €levée en différents composés lui donne ses multiples propriétés qui seront

détaillées ultérieurement.

Urticadioica L. considérée comme une « mauvaise herbe », est une des rares
plantes que 1’on peut reconnaitre les yeux fermés vu son contact irritant (Draghi 2005).
L’effet irritant de 1’ortie provient de ses tiges qui renferment de 1’acide formique (Camille

et Christine 2009).
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1.4.1 Dénomination :

» En Latin : Urticadioica L.Syn ;

» En Anglais: Nettle, Common Nettle, StingingNettle, TallNettle, SlenderNettle,
GreaterNettle.(Camille et Christine 2009) ;

» En Frangais : Grande Ortie, Ortie commune, Ortie vivace, Ortie dioique ;

= En Allemand : Brennessel, Grosse-Brennessel, Grosse Nessel, Donnernessel ;

= En Espagnol : Ortigamayor ;

» En Italien : Ortica, Orticamaschia, Orticone(GARNIER G., BEZANGER D.L.,
DEBRAU 1961) ;

* En arabe : Horaig, Bent en nar, Bou zegdouf ;

» En berbére : Rimezrit, Azekdouf, Harrous(Beloued 2001).
1.4.2. Position systématique :

Selon 1’ Angiosperme Phylogénie Group APGIII en (2009) la position systématique

de L’ortie est illustrée dans le tableau ci-contre :

Tableau 1.2 : La position systématique de L’ortie(APG III 2009)

Régne plantae (plantes)

Sous regne Tracheobionta (plantes vasculaires).
Embranchement Magnoliophyta (phanérogames).
Sous-embranchement Magnoliophytina (angiospermes).
Classe Rosideae.

Sous-classe Rosideaedialycarpellées.

Ordre Rosales.

Famille Urticaceae.

Genre Urtica.

Espéce Urticadioica L.

1.4.3. Origine et répartition géographique :

L’ortie est une herbacée vivace aujourd’hui naturalisée sur tous les continents ou il
y a des zones tempérées. Préférant un sol riche en azote, elle peut s’élever jusqu’a un

metre, et sa floraison, peu spectaculaire, se produit de juin a septembre. Elle colonise
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volontiers les abords des lieux habités qui sont négligés (Ghedira, Goetz, et Le Jeune
2009). Originaire d’Eurasie, I’ortie s’est répandue dans toutes les régions tempérées du
monde. On la rencontre plus en Europe du sud, en Afrique du nord, en Asie et largement

distribuée en Amérique du nord et du sud (Brosse et al. 2003) .

En Algérie, la Grande ortie est commune dans tout le Tel Algérien (exemples :

Djurdjura, Atlas de Blida, Miliana, Boumerdes (foret de Bouarbi)(Beloued 1998).
a. Milieu de vie :

L'Ortie est une plante qui « aime » le voisinage des habitations, les décombres et lieux

incultes : c'est une plante qualifiée de « rudérale » (Draghi 2005).

Urticadioica L. est une plante nitrophile qui est a la recherche de 1’azote (surtout des
nitrates NO3') des déchets organiques décomposés dont elle va se servir pour synthétiser

des protéines de trés grande valeur. En contre partie, elle rééquilibre le terrain qu’elle

habite.

L’ortie, également qualifiée de plante ferreuse, régularise la teneur en fer du sol et
s’avere méme, bénéfique pour toutes les autres plantes qui y poussent (BOYRIE 2016).
Elle ne pousse jamais seule, mais en grands massifs compacts a I'abri desquels s'installe de

nombreux insectes (Draghi 2005).

C’est une plante qui préfére le plein soleil mais qui supporte la mi-ombre. Grace a
son appareil photosynthétique, elle est en mesure de subsister dans des conditions de
luminosité tres variables. Elle a surtout besoin d’eau au début de sa croissance. Une fois

son systeme racinaire développé, elle résiste bien a la sécheresse (BOYRIE 2016).
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Figure 1.9 : Principaux insectes consommateurs de L’ortie dioique(Toulemonde

2021)
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Figure 1.10 : Caractéristiques du climat et de ’environnement parfaits pour la croissance
d’ Urticadioica L.(« eFlore », s. d.).
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b. L’étymologie :

o Urtica vient du latin : briler, en effet les poils font des piqlres brilantes ;

o Dioidicaveut dire: plante dioidique(GARNIER G., BEZANGER D.L.,
DEBRAU 1961), ce qui signifie que les fleurs males et femelles se trouvent sur
des pieds séparés (Camille et Christine 2009) ;

o Dans Urticadioica le « L » fait référence a la classification de Carl Von Linné

(1707-1778)(Langlade 2010)
1.4.4. Description botanique de 1'Ortie dioique :

Plante herbacée vivace, elle se propage rapidement grace a ses organes souterrains
constitués par des rhizomes cylindriques de 3 a 10 mm d'épaisseur et de longues racines de
1 a 5 mm d'épaisseur pourvues d'un chevelu de fines racines (BOYRIE 2016)) mesurant
de 0.6 a 1.2 m de haut a tiges robustes dressées, a feuilles opposées , ovoides et acuminées,
recouvertes de poils urticants et hérissés (Ghedira, Goetz, et Le Jeune 2009). Elles
répandent une faible odeur herbacée ; leur saveur est aigrelette et astringente(BOYRIE
2016). Les fleurs unisexuées, verdatres, portées par des pieds différents, forment de
longues grappes dressées, rameuses. La plante est dioique, et porte des fleurs staminées et
des fleurs pistillées sur des pieds différents ; les trés petites fleurs unisexuées (parfois
bisexuées) verdatres sont disposées a 1’aisselle des feuilles et réunies en grappes allongées
et rameuses, souvent géminées dans chaque aisselle ; la fleur comprend quatre sépales, pas
de pétales, quatre étamines ou un pistil presque réduit a 1’ovaire ovoide et surmonté d’un

stigmate en pinceau. Le fruit est un akéne (Ghedira, Goetz, et Le Jeune 2009).
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Figure I.11 : Planche botanique de /'Ortie dioique (Urticadioica L) —(A) parties
aériennes, (1) fleur femelle, (2) fleur male, (3) inflorescence en grappes pendantes, (4) fleur
femelle (agrandie), fleur male (agrandie) (7) poils urticants, (6) akéne, (7) poils urticants

(Draghi 2005).

On distingue la partie souterraine et la partie aérienne qui comprend ’appareil végétatif

et I’appareil reproducteur :
1.4.4.1. La partie souterraine :

La tige souterraine rampante, ramifiée, produit chaque année de robustes tiges dressées
tétragones, pouvant atteindre 1.20 m de hauteur (GARNIER G., BEZANGER D.L.,
DEBRAU 1961).

L’ortie est composée de racines et de rhizomes vivaces de couleur jaune. Avec les
graines, les rhizomes participent a la propagation de I’ortie (BOYRIE 2016). Ils fixent

I’azote de I’air grace a ’action de micro-organismes (Rhizobium frankia) qui vivent en
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symbiose avec l’ortie (Langlade 2010). Les rhizomes sont des morceaux irréguliers,
tordus de 5 mm d'épaisseur, brun gris, avec des fibres allongées.En coupe, elle est creuse et
la surface est blanche.Au niveau de la cassure on observe des fibres.Elle est sans odeur, ni

saveur caractéristique (Bocquet 1991). Les racines sont de deux sortes :

» Des racines tragantes, émettant des radicelles, permettant a 1’ortie de s’étoffer.
» Des racines pivotantes qui permettent un bon ancrage du pied de ’ortie et une
meilleure résistance aux conditions climatiques comme la sécheresse (BOYRIE

2016)

Figure 1.12 : Racines d’Urticadioica L. (Anton, Bernard, et Wichtl 2003)

Figure 1.13 : Le rhizome pale de I'ortie piquante mesure environ 5 mm d'épaisseur,
avec plusieurs nouvelles pousses et des racines beige clair pouvant atteindre 10 cm de

longueur (Reaume 2010)

Par ces rejets, elle multiple et perpétue la plante (Bonnier 1914)
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* Composition chimique des racines

Les différentes études ont montré que les racines renfermaient de nombreuses

molécules appartenant a différentes familles chimiques (Draghi 2005)

e La molécule la plus intéressante sur le plan pharmacologique présente dans les
racines d’ Urtica dioica L. est la lectine Urticadioica Agglutinine (UDA);

e Des acides gras. (Acide palmitoléique, acide oléique, acide gadoléique, acide
linoléique, acide a-linolénique) ;

e Des polysaccharides : 2 glycanes, 2glucogalacturonanes, arabinogalactane
(BOYRIE 2016) ;

e Des céramides ;

e Des terpenes diols et des terpenes diols glucosides ;

e Des stérols et stérols glucosides ;

e Des composés phénoliques ;

e Les dérivés terpéniques (Draghi 2005).
1.4.2.2. Les parties aériennes :
a. Les feuilles :

Urticadioica L. est constitu¢ de feuilles simples, charnues, tombantes, dentelées,
grossiérement en forme de coeur et terminée par une pointe. Les feuilles et la tige sont
recouvertes de poils urticants blancs (Langlade 2010). Ses feuilles de couleur vert foncé
en raison de leur richesse en chlorophylle (Schaffner 1993; Moutsie 2008), opposées deux
a deux, grandes, ovales ou lancéolées et pointues a l'extrémité du limbe. Elles sont portées
par une tige ligneuse, droite, simple (non ramifiée), dressée, robuste et quadrangulaire,
couverte de poils courts ainsi que de longs poils urticants(BOYRIE 2016). Elles mesurent
environ 1,5-20 cm de long par 0.6-12 cm de largeur (Reaume 2010).
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Figure 1.14: Feuille d’Ortie (Toulemonde 2021).

petiole s

Figure 1.15 : Les feuilles d'ortie piquante mesurent 4,5 cm de large : la feuille du
haut représente la face ventrale (supérieure), tandis que celle du bas correspond a la face

dorsale (inférieure)(Reaume 2010)

+ Composition chimique des feuilles :

Tableau 1.3 : Tableau des constituants chimiques des parties aériennes (feuilles) de
I’ortie (Ghedira, Goetz, et Le Jeune 2009)

Histamine (0,1 a 0,56 %), acétylcholine(1 %),
Neuromédiateurs sérotonine (0,02 %), leucotriénes (présence
contestée), choline acétyltransférase

Acide caféique et ses esters (acidecaféyl-malique,
1,6 %), acideChlorogénique, acide néochlorogénique
3-glucosides et 3-rutinosides du quercétol, du
kaempférol et de I’isorhamnéto

Acides phénols

Flavonoides

Scopolétol, sitostérol, glycoprotéines,lipides, sucres,

Autre constituants i ., .. ..
acides aminés libres,traces de nicotine, vitamine C,
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Chlorophylle, vitamine K, vitamine A, Vitamine B1
(Thiamine), Vitamine B9 (acide folique)

Huile essentielle (Carvacrol, carvone, naphthalene,
(E)-anethol, hexahydrofarnesylacetone, (E)-
geranylacetone, (E)-fB-ionone and phytol).

Tanins

Minéraux (cendres 18 %) Calcium, potassium, silicates

b. La tige :
La tige d’Urticadioica L. est dressée, robuste, non ramifiée, et a section
quadrangulaire. Elle peut atteindre 1.5 m de hauteur et couvertes de poils urticants(Wichtl
et Anton 2003) et des poils courts trés fibreuses porte des feuilles opposes ovales

acuminées fortement dentées sur les bords a grosse dents ovales triangulaires (Schaffner

1993).

Figure 1. 17 : La tige coupée de 8 mm de large ; creuse avec 4 profondes rainures
(Reaume 2010)
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Composition chimique de la tige :

e Les composés phénoliques (les lignines, les flavonoides, les acides-phénols.) ;
e Les acides gras saturés (acide palmitique) et insaturés (acide palmitoléique, acide

linoléique et linolénique) (BOYRIE 2016).

c. Poils urticants :

L’ortie dioique est donc caractérisée par la présence de poils unicellulaires de forme
conique sur la face supérieure des feuilles et sur la tige, constitués d'un bulbe incrusté de
silice et surmontés par une pointe recourbée. Transparent et effilé, le poil est comparable a
une ampoule. Le petit renflement sphérique se brise comme du verre (les poils sont
imprégnés de silice) au moindre frottement : la « pointe de verre » se plante alors comme
une aiguille dans I'épiderme, libérant le liquide urticant. Ce liquide est libéré au moindre
choc apres rupture de l'extrémité des poils, qui deviennent ainsi une véritable aiguille

hypodermique (Draghi 2005).

Aiguille d’ortie
(une aiguille = 1 cellule

Figure 1.18 : Structure de 1’aiguille urticante de ’ortie (Toulemonde 2021)

La molécule principalement en cause de cet effet irritant chez 1’ortie est 1’acide
formique. L’acide formique pur est liquide, incolore, d’une odeur piquante. Il est tres

corrosif et engendre de fortes brilures sur la peau (BOYRIE 2016).
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Acide formique

Figure 1.19 : Structure moléculaire de 1’acide formique (BOYRIE 2016)

L'Ortie perd ses propriétés urticantes en séchant et en cuisant. Elle ne pique pas

lorsqu'elle est dans I’eau (BERTRAND 2002b).
+ Composition chimique des poils urticants

Le liquide des poils contenait au moins trois composés qui pourraient étre a I'origine
des réactions de muscle lisse : l'acétylcholine, a une concentration de 1 %, 1'histamine, a
une concentration de 1 pour 500 a 1 pour 2000, et la 5-hydroxy-tryptamine (la sérotonine).
On trouve également une petite quantité de leucotrienes (Draghi 2005). Ils contiennent

entre autre de la bétaine, de 1’acide formique et de I’acide butyrique(BOYRIE 2016).
d. Les fleurs:

La plante est dioique, et porte des fleurs staminées et des fleurs pastillées sur des pieds
différents; les trés petites fleurs unisexuées (parfois bisexuées) verdatres sont disposées a
I’aisselle des feuilles et réunies en grappes allongées et rameuses, souvent géminées dans

chaque aisselle (Ghedira, Goetz, et Le Jeune 2009).

La fleur femelle est verdatre et comporte un ovaire uniloculaire, uniovulé, surmonté
d'un style et d'un stigmate en pinceau. La fleur male est jaunatre (anthéres a grains de
pollen jaunes) et comporte quatre étamines a filets longs, élastiques et repliés dans le
bouton floral(Draghi 2005).La floraison est estivale : les fleurs fleurissent de juin a

octobre (BOYRIE 2016).
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(@) (b)
Figure 1.20 : (a) La plante femelle, (b) La plante male (BOYRIE 2016).
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Figure 1.21 : (a) Diagramme floral de la fleur femelle, (b) Diagramme floral fleur

male (BOYRIE 2016)
+ Composition des fleurs :

Les fleurs d’Urticadioica L.contiennent le sitostérol, sitostérol glucoside et la
scopolétine(Orci¢ et al. 2014). Des glycosides de flavonols(kaempherol-3-O-glucoside,
and -3-O-rutinoside ; quercetin-3-O-glucoside, and -3-O-rutinoside, isorhamnetin-3-O-
glucoside, -3-O-rutinoside and -3-Oneohesperidoside) ont été¢ aussi identifiés dans des
extraits méthanoliques des fleurs. Les fleurs femelles contiennent de 1’acide chlorogénique

et de I’acide caféyl-malique (Akbay et al. 2003).

Les pieds males et femelles ont un taux comparable en flavonoides. La teneur en acides

polyphénoliques est plus élevée chez les pieds males.
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e. Le fruit:

Le fruit d’Urticadioica est constitu¢ d’un akene, formé dans un calice persistant,
contient une graine provenant des panicules a maturité, leur couleur sable a jaune — brun,
de forme aplatie, ovoide et pointue, mesure 1.0 a 1.5 mm de long sur 0.7 a 1.0 mm de
large. Son extrémité pointue porte des restes de stigmates pénicillés. Ces fruits sont trés
souvent entourés de deux petites feuilles extérieures, étroites, et de deux feuilles intérieures

plus grandes, larges et de couleurs vertes (Anton, Bernard, et Wichtl 2003).

Figure 1.22 :Graine avec ses feuilles (BOYRIE 2016)
4+ Composition des fruits et des graines :

Les fruits mirs renferment environ 30 % d’huile grasse, constituée d’acides gras,
principalement 1’acide linoléique a un taux de 74 a 83%.La graine contient en plus les
vitamines C, E, Bl (thiamine), B2 (riboflavine), B3 (niacine), B6 (pyridoxine), et de
nombreux minéraux : fer, zinc, cuivre, calcium, phosphore, magnésium, manganése,

sodium, potassium, et s¢lénium (BOYRIE 2016).

L.5. Les activités biologiques d’Urtica dioica L:
I.5.1. Pouvoir enzymatique :
I.5.1.1. Les enzymes :

Les enzymes sont des protéines qui exercent une activité catalytique spécifique d’un
trés grand nombre de réactions chimiques (Navarre et Langlade 2010). Elles sont
présentes dans les cellules de tous les organismes vivants ou elles jouent un role essentiel

dans plusieurs procédés métaboliques. Autre fonction importante, les enzymes sont
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responsables de la dégradation des molécules complexes en molécules plus facilement

assimilables (Meunier 1999)

Les enzymes sont spécifiques du type de réaction catalysée et d’un seul substrat ou
d’un petit ensemble de substrats fortement apparentés (GRANNER 2008). Les principaux
facteurs du milieu qui contrdlent la fonction des enzymes sont la température, le pH et
I’activité de 1’eau etc. En générale, leur activité croit de mani¢re exponentielle avec
I’¢lévation de la température du milieu réactionnel jusqu’aux environs de 60 — 70°C, au-
dela de cet intervalle, elles perdent leur activité. Leurs pH optimum varient avec la nature

des enzymes et des réactions (Feillet 2000).
1.5.1.2. Classification des enzymes :

Tableau 1.4: Classification des enzymes selon (Feillet 2000)

Classe Réactions catalysées
EC 1 Oxydoréductases Oxydo-réduction (transfert d’oxygene)
EC 2 Transférases Transfert de groupes fonctionnels
EC 3 Hydrolases Coupure une molécule avec fixation d’eau (hydrolyse)
EC 4 Lyases Coupure autre que 1’hydrolyse
EC 5 Isomérases Remaniement interne d’une molécule
EC 6 Ligases Synthéses de nouvelles molécules par addition d’éléments

a. Les protéases :

Les protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines dans des sites
bien spécifiques (Kumar et al. 2008), en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides

aminés dans une chaine peptidique (Scriban 1999).
b. Polyphénol oxidase :

Les polyphénols oxidases, également connue sous le nom de tyrosinase, phénolase,
catéchol oxydase, monophenol oxydase, cresolase et catécholase, est une enzyme présente
dans de nombreux tissus végétaux ainsi que chez certains animaux supérieurs, y compris

les insectes et les humains. Chez les plantes supérieures, cette enzyme proteége la plante
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contre les insectes et les micro-organismes. Lorsqu'une plante est blessée, elle forme une
barriére imperméable de mélanine qui empéche toute nouvelle attaque microbienne et

limite la dessiccation (Whitaker 1995).
c. Lipases végétales :

Chez les plantes, les lipases se trouvent dans les céréales, les fruits, les feuilles,
Cependant, la principale source de 1'enzyme est les graines ou les triglycérides sont stockés
dans des structures intracellulaires appelées oléosomes (ou oil bodies), car dans les graines
il y a généralement une grande concentration d'huile, qui sera une source d'énergie pour le

développement ultérieur de la plante (Filho, Silva, et Guidini 2019; Fickers et al. 2005).

Tableau L.5 : Role biologique des principales enzymes chez Urtica dioica L. selon
(Yediel Aras et al. 2025; Giil¢in et al. 2004; Chauhan et al. 2024; Kregiel,
Pawlikowska, et Antolak 2018)

Type d’enzyme Réle principale
Urticantes (hydrolases, protéases) Défense, piqire douloureuse
Métaboliques (amylases, Croissance et énergie

déshydrogénases, peroxydase)

Antioxydante (SOD, catalase) Protection cellulaire

Médicinales (protéases, lipases) Effets anti-inflammatoires et digestifs

I.5.2. Pouvoir antioxydant :
a. Les radicaux libres :

Un radical libre (RL) est une espece chimique qui posseéde un ou plusieurs €lectrons
non appariés sur sa couche externe. La présence d'un électron non apparié confére a ces
molécules une grande instabilité, c'est-a-dire qu'elles sont extrémement réactives et que
leur durée de vie est courte (Carange 2010). Ils sont nuisibles pour l'organisme en raison
de leur capacité a réagir facilement avec les macromolécules biologiques, entrainant leur

modification oxydative et leur dysfonctionnement (Di Meo et Venditti 2020).
b. Les antioxydants :

Le terme «antioxydant» désigne toute molécule capable de stabiliser ou de désactiver

les radicaux libres avant qu'ils n'attaquent les cellules (Eboh 2014).
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Les antioxydants ont la capacité de prévenir I'oxydation des protéines, des glucides, des
lipides et de 'ADN, méme a des concentrations relativement faibles, ce qui permet de

protéger les cellules contre les dommages des radicaux libres(Martemucci et al. 2022).

I1 est possible de classer les antioxydants en deux groupes en fonction de leur origine,
les antioxydants enzymatiques (la catalase (CAT), la peroxydase (POD), la superoxyde
dismutase (SOD), les glutathion peroxydases (GPX) et les ascorbate peroxydases (APX))
et les antioxydants non enzymatiques (glutathion, l'ascorbate, les tocophérols et les

composés phénoliques) (Beaudeux et al. 2006; Sharma et al. 2022).
¢. Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est une condition pathologique qui survient lorsque la production de
radicaux libres excede la capacité des systémes antioxydants a les éliminer, créant ainsi un
déséquilibre nuisible pour I'organisme (Zhang et al. 2023).C’est un déséquilibre entre les
radicaux libres et les antioxydants (Berger 2006).

GSH (paracétamol)
UV, rad. ionisantes ANTIOXYDANTS l Vit E. Vit C

Xénobiotiques '
PROOXYDANTS Se, Cu

Inflammation

oxydation C‘/ 1 ~ D oxydation

LIPIDES ADN PROTEINES

Figure 1.23 : Origine de stress oxydatif (Dangles 2020)
(ERO) Especes Reéactives de ’Oxygene

d. Pouvoir antioxydant de I’ortie :

Les qualités anti-oxydantes de l'ortie ont pu étre mises en évidence (Toldy et al. 2005).
Les composants phénoliques apparaissent comme responsables de l'activité anti-oxydante
des extraits aqueux d'orties (Cetinus et al. 2005)et d’autre études de Ghaima, Hashim, et
Ali et en plus, Sidaoui qui ont rapporté¢ que I’extrait méthanolique d’Urtica dioica L.
possede une activité anti-oxydante qui est due a sa richesse en composés phénoliques, qui

ont la capacité de piéger les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) tels que I’oxygéne
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singulet, le radical hydroxyle et I’oxyde nitrique.(Ghaima, Hashim, et Ali 2013 ; Sidaoui
et al. 2015)

Les divers mécanismes antioxydants de ces extraits peuvent €tre attribués a leur forte
capacité a donner de I'hydrogene, a leur capacité a chélater les métaux et leur efficacité a
piéger le peroxyde d'hydrogeéne les superoxydes et les radicaux libres (Cetinus et al.

2005).

Urtica dioica L. peut également inhiber des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire telles que 1’¢lastase et la collagénase. Ces effets peuvent étre attribués
principalement a 1’acide usolique qui est principalement accumulé dans les racines de
I’ortie, mais aussi a la quercétine, qui est principalement accumulée dans les feuilles (Das,
Gompper, et Winkler 2018). C'est pourquoi les extraits d'ortie peuvent étre utilis€é comme
une source naturelle d'antioxydant en tant que complément alimentaire possible ou dans

l'industrie pharmaceutique (Langlade 2010).
1.5.3. Pouvoir anti-inflammatoire :

L’activité anti-inflammatoire est probablement due a l'inhibition de la production de
cyclooxygénase, lipoxygénase et de cytokine (Capasso et al. 2003). L’¢tude de 1’extrait
hydroalcoolique de feuilles d’Urtica dioica L a démontré une réduction dose-dépendante
de la sécrétion de cytokines a activité anti-inflammatoire. Sur le plan pharmacologique, in
vitro, les dérivés de 1’acide caféique et les extraits hydroalcooliques de la grande ortie
inhibent la biosyntheése des enzymes de la cascade arachidonique, des métabolites de
leucotrienes et des prostaglandines impliqués dans le processus inflammatoire.(Wichtl et

Anton 2003; Fleurentin 2008).

Wagner et ses collaborateur sont démontré qu'une fraction polysaccharidique d'un
extrait aqueux de racine d'ortie, contenant 4 polysaccharides différents inhibait le
développement d’un cedéme de patte de rat induit 2 un méme degré que I’Indométacine

(Wagner et al. 1994),.

D’ apres 1’équipe de Roschelk l'extrait d'ortie inhibe également la formation de
prostaglandines en freinant l'activit¢ de la Cyclooxygénase-1 (COX-1), de la
Cyclooxygénase-2 (COX-2) et de la syntheése de prostaglandine D(2) hématopoiétique
(HPGDS), qui sont des enzymes clés dans les voies pro-inflammatoires (Roschek et al.

2009).
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De plus, Dar et son équipe, ont conclu que les résultats obtenu par les extraits
d’Urtica dioica L. sur les maladies inflammatoires et notamment la polyarthrite rhumatoide
serait due a la fois a I’acide caféique, aux flavonoides, aux poly-phénols et a la forte

teneur en silicium (Dar et al. 2013).
1.5.4. Pouvoir antimicrobien :

L'activité antibactérienne in vitro est une évaluation de l'efficacité d'un agent

antibactérien contre des micro-organismes (Cowan 1999).

Les plantes médicinales sont connues pour leur propriété de produire certains
composés chimiques naturellement toxiques pour les bactéries (Basile et al. 1999). En
plus, il a été rapporté que les extraits de ces plantes et beaucoup d’autres préparations
phyto-chimiques riches en flavonoides ont possédé une activité antimicrobienne (Cushnie
et Lamb 2005). Plusicurs études montrent que les constituants chimiques des feuilles
d’Urtica dioica L. tels que les flavonoides, les alcaloides et les terpénes sont actifs contre
une large gamme de bactéries, levures et champignons (Dar et al. 2013). D’aprés les
études de 1’équipe Giilgin de, I’extrait aqueux des feuilles d’Urtica dioica L. est actif
contre Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida

albicanset Escherichia coli (Giilgin et al. 2004).

Il a été démontré que l'extrait de racines d'ortie avait une activité antifongique et
anti-microbienne et qu'il agissait en synergie avec la chitinase en inhibant la croissance
fongique. In vitro, l'extrait de racines d’ortie a inhibé la croissance de plusieurs
champignons pathogenes et saprophytes contenant de la chitine (Mikaeili, Karimi, et

Modaresi 2013; Hadizadeh, Peivastegan, et Kolahi 2009).

Le mécanisme d’action des poly-phénols est sans doute trés complexe, parmi les

hypothéses avancées :

x  [’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes ;
x La séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la
chélation de métaux tels que le fer ;

% L’inhibition du métabolisme microbien (Mila et Scalbert 1994).
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1.6.Usages d’Urtica dioica L. :
1.6.1. En médecine :

L'Ortie dioique est inscrite sur la liste des plantes médicinales retenues comme
telles par la Pharmacopée Francaise (10¢éme édition, 1993, liste A). Et rentre dans la

composition d’une multitude de médicaments allopathiques ou homéopathiques.

L'Ortie est un remede traditionnel stimule les fonctions digestives et améliore
l'attention intellectuelle et agit favorablement sur 1'anxiété et les états dépressifs et utilise
contre I'anémie et le manque d'énergie. Cette plante médicinale contient de vitamines B2,
BS5, d'acide folique, de silice et de zinc qui permet de lutter contre les ongles cassants, la
chute des cheveux et favorise leur repousse. Le traitement de 1'acné est possible en raison

de I'effet anti-inflammatoire du zinc présent dans I'Ortie (Draghi 2005).

Selon Toubal elle est aussi considérée comme anti-hyperglycémique, anti-
inflammatoire anti-oxydante antimicrobienne, antiulcéreuse, analgésique, cardiovasculaire,
diurétique et un traitement pour les douleurs rhumatismales, le froid, et les toux , ainsi que

pour les insuffisances hépatiques (Toubal 2018).
1.6.2. En alimentaire :

La Grande ortie est également tres utilisée a des fins alimentaires :elle est simple a
digérer, contient une quantité élevée de minéraux (surtout de fer), de la vitamine C, une
forte concentration de provitamine A, et elle est bien pourvue en protéines (Toubal 2018).
Les feuilles de I’ortie sont comestibles, et peuvent étre mangées crues ou en légumes, dans

des gratins et en soupe (Francgois 2009).
1.6.3. En agriculture :

D’apres Draghi, le purin de la Grande ortie s'utilise soit comme fertilisant, soit en
traitement préventif de certaines maladies ou invasions de parasites. Il sert de fongicide
(contre le mildiou), d’insecticide (contre les pucerons et acariens) et d’activateur ou de

régulateur de croissance des végétaux (Draghi 2005).
1.6.4. En industrie :

La grande ortie est utilisée pour 1’extraction industrielle de la chlorophylle qui est
employée comme colorant alimentaire (E 140) et également comme agent aromatisant dans

certains dentifrices et chewing-gums (Teuscher, Anton, et Lobstein 2005).
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Les tiges de la grande ortie sont intégrées en industrie pour la fabrication de tissu,

teinture, colorants (grace a leurs richesses en chlorophylles), et papier (Toubal 2018).
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I1.1. Durée et site d’étude :
Mon projet a été effectué entre Février et Mai 2025 dans les lieux suivants :
+ Laboratoires du pdle universitaire de Ouezra, faculté de Technologies, Médéa,
Algérie ;
+ Laboratoires de microbiologie et de physico-chimie du complexe antibiotical

SAIDAL de Médéa.
I1.2. Objectif d’étude :

Ce travail expérimental a pour objectif d’optimiser les conditions d’extraction, de
déterminer les caractéristiques biologiques et d’évaluer les activités biologiques des
extraits tamponnés et éthanoliques des feuilles d’ortie.

Pour ce faire, j’ai suivi les points suivants :

» Préparations des extraits végétaux éthanoliques et tamponnés des feuilles d’ortie ;

* Analyse physicochimique des extraits préparés ;

= [’¢évaluation de la teneur en polyphénols totaux, flavonoides des extraits végétaux
préparés de la plante ;

= [’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits tamponnés et €thanoliques
présentant la teneur la plus ¢élevée en polyphénols totaux en utilisant la méthode du
piégeage du radical libre DPPH ;

» [’¢évaluation de [I’activité¢ anti-inflammatoire in vitro des extraits végétaux
tamponnés et éthanoliques présentant les teneurs les plus €levées en polyphénols
totaux ;

» La mise en évidence du pouvoir antimicrobien des extraits préparés présentant la
teneur la plus élevée en polyphénols totaux sur différentes souches bactériennes et
fongiques ;

= [’évaluation de I’activité enzymatique des extraits tamponnés et éthanoliques et la
purification de I’enzyme a partir de I’extrait présentant I’activité enzymatique la

plus ¢élevée.
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I1.3. Matériels et produits utilisés :
I1.3.1 Matériels biologiques :
I1.3.1.1 Matériel végétal :

Récolte du matériel végétal :

Mon travail a été effectué sur la partie aérienne (feuilles) de ’espece végétale Urtica
dioica L. (la grande ortie) de la famille des Urticacées. La plante Urtica dioica L. a été
récoltée durant le mois de Janvier 2025 au niveau de la région (Kotiten) dans la wilaya de

Médéa.

Figure I1.1 : Vue par satellite d’Ortie Kotiten, site de prélévement de maticre

végétale, Médéa, Algérie(Google, 2025)
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Figure I1.2 : Matériel végétal utilisé (feuilles de I’ortie récoltées) (photo originale)

En raison des caractéristiques irritantes de la végétation, il faut porter une attention

particuliére. Dans ce cadre, il est recommandé de porter des gants et des habits de

protection pour prévenir les irritations de la peau.

11.3.1.2 Souches microbiennes :

L’activité antimicrobienne in vitro des extraits étudiés a été évaluée sur des souches

bactériennes et fongiques qui ont été fournies par le groupe SAIDAL de Médéa. Les

caractéristiques et les références des souches utilisées sont récapitulées dans les tableaux

ci-dessous :

Tableau I1.1 : Les souches bactériennes testées

Souches bactériennes
Bacillus Subtilis
Escherichia Coli

Pseudomonas Aeruginosa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus Epidermidis

Type de la bactérie
Bacille / Gram +
Bacille / Gram -
Bacille / Gram -
Cocci / Gram +

Cocci / Gram +
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Tableau I1.2 : Les souches fongiques testées

Souches fongiques Type de champignons Références
Aspergillus Brasiliensis Moisissures ATCC 16404
Candida Albicans Levures ATCC 10231
Saccharomyces Cerevisiae Levures ATCC 9763

I1.3.2 Matériels non biologiques :

I1.3.2.1 Appareillage et verreries :

Tableau I1.3 : Les appareils et les verreries utilisés

Appareil Verreries

Etuve (MEMMERT)

Pompe a vide
Centrifugeuse (Rotanta 460 R)
Secoueur « incubateur-agitateur » (Infitek)
Agitateur magnétique
Balance analytique (JOANLAB)
Refractométre (Infitek)

Spectrophotometre UV-visible (UVmini-
1240)

Homogénéisateur (Ultra-Turrax)
Micropipette 200 pl
Pycnometre

Incubateur

Dessiccateur
Béchers
Erlenmeyer
Eprouvette
Fioles
Verre de montre
Flacons

Pipette graduée / pipette jaugée

Boite de pétri
Tube a essai
Burette

Entonnoirs / entonnoir Biichner
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11.3.2.2Produits utilisés :

Réactifs
Ethanol

Hydroxyde de sodium

Phosphate de monopotassium

Huile d’olive
Gomme Arabique
Acétone

Chlorure de calcium

Carbonate de sodium

Chlorure d'aluminiumHexahydraté

99%

Acétate de sodium

Acide gallique
Quercétine
DPPH(2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl)
Phénolphtaleine

Eau physiologique 0.9%
Eau physiologique 0.36%
Folin-Ciocalteu

Déclofénac

11.4. Méthodes :

Tableau I1.4 : Les produits utilisés

Formule chimique

C2HsOH
NaOH
KH>PO4
/

/
C3HeO
CaCl
NaxCOs3
AlCI;3, 6H20

C,>H3NaO»
C7HeOs
Ci5sH1007

Ci1gH12N50

Ca0H1404
NaCl
NaCl

CeHgO

Ci14H11C2NO2

I1.4.1. Préparation du matériel végétal :

I1.4.1.1. Lavage :

Masse molaire (g/mol)
46.068
39.997
136.086
/
/
58.08
110,98
105,9888
241.43

82,0343
170.12
302.236
394,32

318.32
58.44
58.44

94.11124

296.148

Les feuilles de la plante Urtica dioica L. récoltées ont été lavées et rincées avec de

'eau du robinet afin d'éliminer les grosses particules (poussiéres) qui y étaient présentes.
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I1.4.1.2. Séchage :
Le séchage des plantes médicinales est, normalement, effectué juste apres la
récolte, il permet de réduire la teneur en eau afin de limiter la dégradation dus aux enzymes

et autres agents biologiques tels que les moisissures et les microbes (Berton 2001).

Les feuilles récoltées ont été soigneusement mises a sécher a température ambiante,
a l'ombre, a I’air libre et a I’abri de I'humidité afin de mieux conserver les molécules

sensibles a leur exposition, pendant une durée de 10 a 15 jours.

Figure I1.3 : Les feuilles de I’ortie récoltées (a gauche : avant séchage, a droite :

aprés séchage) (Photo originale)
11.4.1.3. Détermination du taux d’humidité :

L'humidité de la plante a été¢ déterminée par la méthode de séchage a I'é¢tuve selon

(Kavanagh 1981).
Mode opératoire :

Selon Chemists ,une quantit¢ de 2 g de poudre de feuilles a été¢ placée dans un
creuset en porcelaine préalablement pesé a vide. Le creuset contenant 1’échantillon a
ensuite ét¢ mis dans une étuve réglée a 103 = 2 °C pendant 24 heures. Apres cette période,
il a été refroidi dans un dessiccateur contenant un agent déshydratant (comme du gel de
silice), puis pesé¢ de nouveau afin de déterminer la perte en eau (Chemists 1980). Le taux

d’humidité est donné par la formule ci-dessous :
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H%= [m%z"l] x 100  IL1

- H % : Taux d’humidité ;
- my: masse de (I’échantillon + creuset) en gr avant le séchage ;
- mj: masse de (I’échantillon + creuset) en gr apres le séchage.

Figure 11.4 : Pesé de 1’échantillon pour la détermination du taux d’humidité (Photo
originale)

11.4.2. Préparation des extraits végétaux :
11.4.2.1 Découpage :

Dans cette étude, des extraits de feuilles d’ortie (Urtica dioica L) ont été préparés a
partir de feuilles finement découpées. Pour chaque condition, 2,5 g de matiére végétale ont

¢été introduits dans 50 mL de solution.
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Figure IL.5 : Découpage des feuilles de I’ortie séchées a 1’air libre (Photo

originale)

Figure I1.6 : Pes¢ de la matiere végétale pour la préparation des extraits (Photo

originale)
11.4.2.2. Macération :

Celle—ci est préparée en plagant la matiére végétale avec la totalit¢ du liquide
d’extraction dans un récipient hermétique, a une température ambiante, et en le laissant
reposer pendant un temps plus au moins long de quelques heures a plusieurs jours, en le
secouant de temps a autre. Les extraits liquides sont obtenus apres une précipitation ou une

filtration de la matiere végétale (Abayomi 2010).

La macération a chaud fait partie des techniques cenologiques majeures est une
opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un
solvant pour en extraire les principes actifs. La température et la durée de la macération
sont des parametres qu’il faut adapter aux macérat souhaités (Sacchi, Bisson, et Adams

2005).

Les plantes peuvent également macérer dans I’alcool, dans la glycérine, ou dans un
autre solvant. Un solvant est un liquide qui retient les principes actifs de la plante. 1l
convient de bien sélectionner le solvant en fonction de la plante que 1’on utilise (Nogaret

2011).
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Les extraits ont été obtenus par macération, en utilisant deux types de solvants : une
solution tampon phosphate (0.1M, pH 7) et des solutions éthanol/eau ont été préparées a

partir d’éthanol absolu.

Figure I1.7 : Extraction par macération (Photo originale)

11.4.2.3. Extraits aqueux :

Une solution tampon phosphate (0.1M, pH 7) a été utilisée. Les échantillons ont été
incubés sous agitation dans un agitateur thermique (secoueur) a différentes températures
(température ambiante, 40 °C, 50 °C et 60 °C). Tous les échantillons ont été soumis a trois

durées de macération : 24 heures, 48 heures et 72 heures.
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Figure I1.8 : Extrait tamponné (Photo originale)

11.4.2.4. Extraits éthanoliques :

Des mélanges éthanol/eau a différentes fractions (100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 % et
50 %) ont été utilisés comme solvants. Tous les échantillons ont été incubés a température

ambiante pendant 24 heures, 48 heures et 72 heures.

Figure I1.9 : Extrait éthanolique (Photo originale)

11.4.2.5. Filtration :
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Apres incubation, les extraits ont été récupéré par filtration sous vide a 1’aide d’un

entonnoir Biichner. Les filtrats ont été ensuite collectés.

Figure I1.10 : Filtration des extraits (Photo originale)
11.4.2.6. Conservation :

Les extraits, une fois filtrés, ont été placés dans des flacons ambrés pour les

protéger de la lumiére, puis stockés a 4 °C.

Figure I1.11 : Conservation des extraits végétaux préparés (Photo originale)

11.4.2.7. Calcul du rendement :
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Le rendement d'extraction est le rapport entre la masse de la matiére premiére
végétale aprés séchage et la masse de la méme matiére premiere végétale avant séchage

exprimé en pourcentage :
R(%)=--x100  IL2

- R% : Rendement en pourcentage ;
- m: La masse de la mati¢re premicre végétale apres séchage ;
- m': La masse de la matiére premiere végétale avant séchage.

11.4.3. Analyse physicochimique :

11.4.3.1. Densité relative :

La densité relative est le rapport de la masse d’un volume de liquide par la masse

du méme volume d’eau. La densité n’a pas d’unité, elle varie avec la température.
Mode opératoire :

La densité relative d’un liquide a été déterminée a I’aide d’un pycnométre en
comparant sa masse a celle de I’eau distillée pour un méme volume, dans des conditions de
température constantes de 20 °C. Le pycnométre a d'abord été pesé a vide, puis rempli
successivement avec les extraits et avec de 1’eau distillée, en effectuant une pesée a chaque

fois.

Figure I1.12 : Mesure de la densité relative a I’aide d’un pycnomeétre de 10

mL(Photo originale)
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La densité relative a été calculée a partir des différences de masse, en

supposant un volume constant du pycnomeétre, selon la formule suivante :

Mg —My

d= I1.3

Meau—-my

- d: Densité relative ;
- mel: La masse du pycnometre rempli d’extrait en gr ;

- Meay : La masse du pycnométre rempli d’eau distillée en gr ;

- my : La masse du pycnométre vide en gr.

11.4.3.2. Indice de réfraction :

L'indice de réfraction est le reflet de la "résistance" du milieu a la pénétration de la
lumiére ; il est égal au rapport de la célérité de la lumiére a la vitesse de propagation de la

lumiére dans un milieu.

L'indice de réfraction d'une substance donnée varie avec la longueur d'onde de la
lumiére incidente et avec la température (JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE
ALGERIENNE N° 65 2012).

Mode opératoire :

Pour déterminer I’indice de réfraction de 1’eau distillée a ’aide d’un réfractométre,
il convient d’abord de procéder a I’installation correcte de I’appareil conformément aux
consignes du fabricant. A 20 °C, I’indice de réfraction attendu pour I’eau distillée est de
1,333. Une fois D’appareil prét, le prisme principal est ouvert afin d’y déposer, avec
précaution, 2 a 3 gouttes des extraits, centrées sur la surface du prisme primaire. Le prisme
secondaire est ensuite refermé délicatement afin de permettre la formation d’un film
homogene et mince de liquide entre les deux surfaces optiques. Il est essentiel de laisser le
systeme atteindre une température stable avant d’effectuer la lecture, afin de garantir la

fiabilité des résultats.
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Figure I1.13 : Réfractometre(Photo originale)
L’indice de réfraction est calculé par la relation suivante :

nD20 =nDT+ 0.00045 (T-20) 114

- 1D20 : Indice de réfraction a 20 °C ;
- 1DT : Indice de réfraction a la température de mesure ;
- T : Température de mesure (°C).

11.4.3.3. Potentiel d’hydrogéne pH :

Le pH représente la concentration des ions hydrogeéne dans une solution. Il est
défini comme le logarithme négatif de I’activité de ces ions. Ce potentiel hydrogeéne est
une mesure essentielle pour évaluer ’acidité ou la basicité d’une solution, car il régit de

nombreux équilibres physico-chimiques.
pH = — loglo[H+] 11.5

Mode opératoire :

Pour mesurer le potentiel d’hydrogene des extraits préparés, on a utilis€ un papier
pH, on doit homogénéiser 1'extrait et tremper une bandelette de papier pH dans 1’extrait
filtré pendant environ 2 a 3 secondes. Ensuite on compare immédiatement la couleur de la
bandelette avec I’échelle colorimétrique fournie pour déterminer la valeur approximative

du pH.
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Figure I1.14 : Outils de mesure du pH : papier de tournesol neutre et échelle de pH
(Photo originale)

11.4.4. Analyse quantitative :
11.4.4.1. Dosage des poly-phénols totaux :

Le dosage des poly-phénols totaux a été¢ déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique décrite par Singleton et Rossi utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965). Ce dernier, mélange de I’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit en présence de
polyphénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne
(MogO23)(Ribéreau-Gayon 1968). La coloration bleue produite est proportionnellement a

la teneur en phénol totaux.
Mode opératoire :

Le protocole utilisé est bas¢ sur celui décrit par Singleton et Rossi, avec quelques
modifications (Singleton et Rossi, 1965). Un volume de 200 pL d’extrait a des différentes
concentrations a ¢€té¢ introduit dans des tubes a essais puis ImL du réactif de Folin-
Ciocalteu (dilué 10 fois dans I’eau distillée), aprés 4 min, 800 uL. d’une solution de
carbonate de sodium (Na,COs) a 7,5 % est ajouté. Les tubes sont agités et incubés pendant
120 minutes a 1’abri de la lumiere. L’absorbance a ét¢ mesurée & 760 nm a ’aide d’un

spectrophotomeétre UV-Visible.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I’acide gallique 0,2 mg/ml, a différentes concentrations.

45



Partie II : Matériels et méthodes

Figure I1.15 : Dosage des poly-phénols des extraits (Photo originale)

La quantité de poly-phénols est déterminée a partir de la courbe d’étalonnage
établie avec ’acide gallique. Les résultats ont été exprimés en milligramme équivalant

d’acide gallique par gramme d’extrait sec.

__vexcxk

TP = I1.6
me

TP : teneur en polyphénols,
V. : Volume d’échantillon (mL),
C : Concentration lue a partir de la courbe d’étalonnage (mg/mL),
k : Facteur de dilution,
me : Masse de I’échantillon. (g extrait sec ou g MVYS).
11.4.4.2. Dosage des flavonoides :
La détermination des flavonoides totaux a été effectuée par la méthode de
trichlorure d’aluminium (AICI13), Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des

flavonoides par le trichlorure d’aluminium, elle entraine la formation d’un complexe

brunatre qui absorbe a 510 nm. En utilisant la quercétine comme standard.
Mode opératoire :

Les teneurs en flavonoides des extraits ont été mesurées a 1’aide d’une méthode

colorimétrique décrite par Pourmorad avec quelques modifications.

Un volume de 0,5 mL d’une solution de I’extrait préparée a une concentration de 1 mg/mL,
a été mélangé a 1,5 mL d’éthanol. A ce mélange, ont été ajoutés successivement 0,1 mL

d’une solution de chlorure d’aluminium hexahydraté (AlCl3-6H20) a 10 % (m/v), 0,1 mL
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d’acétate de sodium 1 M, et 2,8 mL d’eau ultrapure. La solution obtenue a été agitée
vigoureusement, puis incubée a 1’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.
L’absorbance du mélange a ensuite ét¢ mesurée a 430 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

(Pourmorad et al,2006)

Figure 11.16 : Dosage des flavonoides des extraits (Photo originale)

La teneur des flavonoides totaux (TF), exprimée en milligramme équivalent de la

quercétine par gramme de matiére séche, est calculée par 1’équation :

TF =Yk 117

Mme

- TF : Teneur en flavonoide (mg EQ/g MS),
- Ve : Volume d’échantillon (mL),

- C: Concentration lue a partir de la courbe d’étalonnage (mg/mL),
- K : Facteur de dilution,

- Ime: Masse de I’échantillon. (g extrait sec ou g MVS)

IL.5. Evaluation des activités biologiques des extraits végétaux préparés :
IL.5.1. Activité anti-oxydante :

Pour évaluer l'activité anti-oxydante des extraits naturels in vitro, différentes
méthodes ont été utilisées. Ces procédés font intervenir des mélanges d’especes oxydantes
telles que les radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés, et des échantillons

contenant 1’antioxydant qui inhibe la production de radicaux libres.
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Les extraits tamponnés et éthanoliques ont été testés pour leur pouvoir antioxydant
par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Pour évaluer I’activité anti-oxydante,

j’ai utilisé la méthode du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

La molécule de DPPH est considérée comme un radical stable grace a la
délocalisation de I'électron dans la molécule ; cette derni€ére donne une couleur violette
profonde caractérisée par une bande d'absorption a 517 nm. Lorsqu'une solution de DPPH
est mélangée a celle d'une substance capable de donner un atome d'hydrogene, il en résulte
une forme réduite (diphénylpicrylhydrazine), avec perte de couleur violette (Bouhlel et al.

2007).

VIOLET JAUNE

Figure I1.17 : Passage du radical libre DPPHe a sa forme réduite DPPH-
H(Maillard, s. d.)

Le degré de décoloration indique le potentiel de récupération des composés

antioxydants. (Nyau et al. 2015)
Détermination d’IC50 :

L’activité anti-oxydante des extraits est exprimée par la concentration inhibitrice a
50 %. IC50 définit la concentration de ’extrait exigée (pug/mL) pour réduire 50 % des
radicaux libres (DPPH) dans des conditions expérimentales employées (Stamenic et al.
2014). Pour chaque extrait ou standard de référence, une courbe de régression linéaire (y=
ax+b) est établie afin de calculer ’IC50 qui permettra la caractérisation du pouvoir

antioxydant des extraits (Saffidine 2018).
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Mode opératoire :

Le test de piégeage du radical DPPHe a ét¢ utilisé pour évaluer 1’activité anti-
radicalaire, conformément a la méthode décrite par 1’équipe du laboratoire de physico-

chimie du complexe antibiotical de SAIDAL.

a) Préparation de la solution de DPPH :

Une solution éthanolique de DPPH a été fraichement préparée en dissolvant 4 mg de
DPPH dans 100 mL d’éthanol. Cette solution a été conservée au réfrigérateur, a I’abri de la

lumicére, afin de prévenir toute dégradation.

Figure 11.18 : Solution éthanolique de DPPH (Photo originale)

b) Préparation des extraits :

Un volume de 3,9 mL de la solution de DPPH a été¢ mélangé a 0,1 mL d’extraits
¢thanoliques ou tamponnés, préalablement dilués a différentes concentrations dans leurs

solvants respectifs : éthanol a 90 % ou tampon phosphate.
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Figure I1.19 :Les extraits éthanoliques avant incubation (Photo originale)

Figure I1.20 : Les extraits éthanoliques apres incubation(Photo originale)
¢) Préparation des blancs :

Blanc : pour le blanc, un volume de 3,9 mL d’éthanol absolu a été mélangés a 0,1

mL du solvant correspondant (tampon phosphate (0,1 M, pH 7), ou éthanol a 90 %).

Blancs des extraits : Pour chaque concentration d’extrait, un blanc constitué. Un
volume de 3,9 mL d’éthanol absolu a été ajoutés a 0,1 mL d’extrait, préalablement dilu¢

dans son solvant respectif.
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Figure I1.21 : Les blancs des extraits (Photo originale)
d) Préparation de la solution de controle :

Un volume de 3,9 mL de la solution de DPPH a été mélangé a 0,1 mL de solvant, soit

du tampon phosphate (0,1 M, pH 7), soit de 1’éthanol a 90 %.

Figure I1.22 : Solution controle (Photo originale)

Aprés incubation a ’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante, les
absorbances ont été mesurées a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre. Cette incubation a
¢été réalisée pour ’ensemble des préparations : le blanc, les blancs des extraits, les extraits

dilués, ainsi que la solution de controle.

L’évaluation de Dl’activité anti-oxydante a été réalisée en utilisant 1’acide férulique

comme compos¢ de référence.
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L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage de DPPH réduit selon la

formule :

(ABS sc—(ABS ext—ABS be))
(ABS sc)

AA(%) = x 100 118

- ABS sc : Absorbance de la solution de controle ;
- ABS ext : Absorbance des extraits ;
- ABS be : Absorbance des blancs des extraits.

I1.5.2. Activité anti-inflammatoire in vitro :

I1.5.2.1. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de

stabilisation des membranes (Activité anti-hémolytique) :

L’activité anti-inflammatoire peut étre évaluée in vitro a I’aide des membranes des
érythrocytes, en raison de leur similarité structurelle avec les membranes lysosomales.
Ainsi, la capacité des extraits a stabiliser la membrane érythrocytaire peut étre extrapolée a
une action stabilisatrice sur les membranes lysosomales. Cette stabilisation est considérée

comme un indicateur pertinent de I’activité anti-inflammatoire in vitro.

L’exposition des érythrocytes a une solution saline hypotonique combinée a une
¢lévation de la température induit la rupture de leur membrane plasmique, entrainant la
libération du contenu cytoplasmique, notamment 1’hémoglobine. L’intensité¢ de I’hémolyse
est ensuite quantifié¢e par la mesure spectrophotométrique de 1’absorbance de

I’hémoglobine libérée.

Ce test permet d’évaluer I’effet inhibiteur des extraits végétaux étudiés sur 1’hémolyse

des érythrocytes, en se basant sur la quantification de I’hémoglobine libérée.
a) Préparation de la suspension des globules rouges :

Le sang est prélevé auprés de donneurs sains n’ayant consommé aucun anti-
inflammatoire non stéroidien (AINS) au cours des deux semaines précédant 1’expérience

(Gandhidasan, Thamaraichelvan, et Baburaj 1991)
Mode opératoire :

La méthode suivie repose sur le protocole établi par Shobana et Vidhya, avec des
adaptations mineures. Le sang est d’abord prélevé dans des tubes héparinés afin d’éviter la

coagulation. Il est ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes pour séparer les
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globules rouges du plasma. Le culot globulaire obtenu est récupéré, puis lavé trois fois a
I’eau physiologique (0.9 %). Apres chaque lavage, une centrifugation de 5 minutes a
3000rpm est effectuée, jusqu’a obtention d’un surnageant clair. Enfin, une suspension de
globules rouges a 10 % est préparée a I’aide de I’eau physiologique (0.9 %)(Shobana et
Vidhya, 2016).

Figure I1.23 : Préparation de suspension érythrocytaire (Photo originale)
b) Hémolyse induite par solution hypotonique :
Mode opératoire :

Dans des tubes a hémolyse, sont introduits successivement : 1 mL de tampon
phosphate (0,1 M, pH 7), 2 mL de solution hyposaline (NaCl 0,36 %) et 0,5 mL des
extraits végétaux (tamponnés ou éthanoliques) préalablement dilués au 1/100. Apres

homogénéisation, 0,5 mL d’une suspension érythrocytaire a 10 % est ajouté a chaque tube.
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Le diclofénac sodique est utilis¢é comme standard de référence, tandis que le témoin
(controle positif) contient de I’eau distillée a la place de la solution hyposaline, afin

d’induire une hémolyse totale (100 %).

L’ensemble des tubes est ensuite incubé a 37 °C pendant 30 minutes, puis
centrifugé a 2500 rpm pendant 5 minutes. L’évaluation de la teneur en hémoglobine libérée

dans le surnageant se fait par lecture de I’absorbance a 560 nm.

Figure 11.24 : Extraits tamponnés et éthanoliques dilués (1/100) et les témoins

négatif et positif aprés I’incubation (Photo originale)

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon I’équation suivante :

DO extrait—DO témoin négati
_DO témotn negatlf w100
DO témoin positif

1.9

Hémolyse(%) =

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est déterminé selon la formule suivante :

Protection% = 100% — Hémolyse% II.10

I1.5.3. Activité antimicrobienne :

L’objectif de cette étude biologique est de déterminer lequel des extraits préparés
possedent une activité inhibitrice sur les bactéries et une activité fongicide. L’évaluation de
cette activit¢ a ¢été réalisée par la méthode de diffusion sur disque, aussi appelée

antibiogramme.
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L’antibiogramme est un examen bactériologique de référence permettant de cultiver
les bactéries issues d’un prélevement en vue de leur identification, puis de tester la
sensibilité des colonies obtenues a différents antibiotiques. Cette technique permet non
seulement de prédire la sensibilité d’une bactérie a un ou plusieurs antibiotiques a des fins
thérapeutiques, mais également de surveiller 1’épidémiologie des résistances bactériennes.
Elle donne des résultats qualitatifs, mais a aussi l'ambition de donner des résultats
quantitatifs par la mesure précise des diametres des zones d'inhibition (Thabaut et

Durosoir 1979).

11.5.3.1. Les solutions utilisées :

Les solutions utilisées comprenaient les extraits préparés, ainsi que leurs solutions
diluées (1/100). Les solvants purs, a savoir 1’éthanol a 90 % et le tampon phosphate (0.1M,
pH=7), ont également été utilisés séparément comme témoins afin d’évaluer leur effet

éventuel sur la croissance microbienne.

11.5.3.2. Milieux de culture :

Les bactéries ont ét¢ ensemencées sur un milieu de culture a base de gélose
tryptone soja (TSA), tandis que les champignons ont été cultivés sur un milieu a base de

gélose Sabouraud.

Figure I1.25 : Les milieux de culture utilisés (Photo originale)

I1.5.3.3. Préparation de I’inoculum :

Des colonies bactériennes bien isolées et présentant une morphologie identique ont
été prélevées a 1’aide d’un écouvillon stérile a embout coton, conditionné dans un tube
plastique stérile. L’écouvillon a ensuite ét¢é immergé dans une solution physiologique
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stérile a 0,9 %. La suspension obtenue a ét¢ homogénéisée par agitation afin d’obtenir une
densité optique comprise entre 0,08 et 0,10 a 625 nm, correspondant a une concentration

de 107 a 108UFC/mL selon le standard de McFarland.

Figure 11.26 : Préparation de I’inoculum (Photo originale)

I1.5.3.4. Préparation et ensemencement aseptique de boites de Pétri :

Les milieux de culture gélosés TSA (Tryptic Soy Agar) pour les bactéries et gélose
Sabouraud pour les champignons, sont fondus au bain-marie dans des conditions
aseptiques. Une fois liquéfiés, ils sont distribués dans des boites de Pétri stériles a raison de
20 mL par boite. Apres solidification compléte du milieu, un écouvillon stérile est imbibé
de la suspension microbienne préparée précédemment. L’ensemencement est ensuite
réalisé par stries serrées, de haut en bas, de maniére a obtenir un tapis microbien homogene

recouvrant toute la surface du milieu.
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Figure I1.27 : Ensemencement aseptique de boites de Pétri (Photo originale)
I1.5.3.5. Préparation des disques :

A 1’aide d’une pince stérile, un a trois disques de diffusion sont placés a la surface
des boites inoculées, chacun ayant été préalablement imbibés dans les solutions diluées des
extraits végétaux. Apres 24 heures d’incubation a 37 °C, les zones d’inhibition sont

mesurées en millimétres et comparées a celle d’antibiotique.

Figure I1.28 : Placement des disques a la surface des boites (Photo originale)
I1.5.3.6. Lecture des résultats :

Apres incubation, D’effet des extraits se traduit par 1’apparition d’une zone

d’inhibition circulaire transparente et exempte de croissance bactérienne autour du disque
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imprégné. L’activité antibactérienne a été déterminée par la lecture du diametre de la zone
d’inhibition a I’aide d’un appareil de mesure approprié. Plus ce diamétre est important,

plus la souche bactérienne est sensible a 1’extrait testé.

Figure I1.29 : Les échantillons apres I’incubation (Photo originale)

Apres mesure de la zone d’inhibition, selon Celikel et Kavas les souches sont

classées en (Celikel et Kavas 2008):

Résistante : diamétre inférieur 4 8 mm ;
Sensible : diametre compris entre 9 et 14 mm ;

Tres sensible : diametre compris entre 15 et 19 mm ;

0 O O O

Extrémement sensible : diamétre supérieur a 20 mm ;
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I1.5.4. Activité enzymatique :

Dans cette étude la recherche de I’activité lipasique est effectuée par quantification
des acides gras libérés sous I’action des lipases sur l'huile d'olive, en se basant sur la
méthode de titration Acide (les acides gras) /Base (NaOH) (Houde, Kademi, et Leblanc
2004). Cette méthode quantitative est utilisée pour caractériser l'activité lipasique et la

spécificité, ainsi que le phénomene d'activation interfaciale.
Mode opératoire :
Le dosage (ou titrage) acide-Base a ét¢ fait selon le protocole suivant :

On commence par préparer une émulsion en mélangeant 0,5 mL d’huile d’olive
avec 4,5 mL d’une solution de gomme arabique, en agitant 4 fois pendant 1 minute avec
des pauses de 30 secondes entre chaque agitation. Ensuite, dans un tube a essai, on
introduit 5 mL de cette émulsion, 4 mL de tampon phosphate (pH 7, 0,2 M), 1 mL de
solution de CaCl, (0,11 M) et 1 mL de I’extrait. Le mélange est incubé pendant 30 minutes
4 37°C. A la fin de I’incubation, la réaction est arrétée par I’ajout de 5 mL d’un mélange
éthanol/acétone (1 :1). Enfin, on procede au titrage des acides gras libérés a I’aide d’une
solution de NaOH 0,02 N, en présence de phénolphtaléine. Le volume de NaOH ajouté a

cette étape permettra de quantifier les acides présents dans le milieu réactionnel.

Les mémes conditions sont appliquées pour le blanc, sauf qu'un traitement
thermique doit étre effectué dans un bain glacé a une température de 4°C avant

I’incubation.

Figure I1.30 : Préparation de 1I’émulsion (Photo originale)
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Figure I1.31 : Mesure de la température des échantillons dans un bain glacé (Photo
originale)

Figure I1.32 : Incubation des échantillons a 37°C (Photo originale)
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Figure I1.33: Dosage acide-base (Photo originale)

L’activité lipasique est calculée par la formule ci-dessous (Houde, Kademi, et

Leblanc 2004) :

__ (ve—vr)%0,02x10°
VenzX30

AL IL.11

AL : Activité enzymatique(lipasique) ;

- Ve . Volume de I’essai en mL ;

vT : Volume versé au témoin en mL ;

Venz - Volume de I’extrait enzymatique en mL.

I1.6 Purification de I’enzyme :

L'objectif de la progression de la purification est d’atteindre un rendement
maximal, une activit¢é maximale et une pureté maximale de l'enzyme. Il est trés important
d'¢liminer les molécules contaminées a partir du mélange complexe pour exclure I'enzyme

pure en utilisant une méthode appropri¢e (Robina 2020).

L’addition du solvant organique neutre non chargé en particulier I’éthanol ou
I’acétone diminue la solubilit¢ dans de ’eau de la plupart des protéines globulaires de tel

sorte qu’elles peuvent précipitées dans la solution.
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Mode opératoire :

L’extrait enzymatique brut, obtenu apres filtration, subit une précipitation par
I’addition progressive d’acétone et les lipases ont été extraites selon la méthode
d’Hassanien et Mukherjee, avec quelques modifications. Toutes les opérations

d’isolement de I’enzyme ont été réalisées a 4 °C.

Trois volumes d’acétone glacée ont été ajoutés goutte a goutte dans un volume de
I’extrait brut placé sous agitation dans un bain de glace pilée. Une fois I’acétone totalement
verseé, le mélange (extrait brut-acétone) est laissé au réfrigérateur pendant deux heures, ce
qui entraine la formation d’un précipité blanc. Ce précipité est récupéré par centrifugation
a 3000 tours par minute pendant 10 minutes. Le culot obtenu est ensuite séché a
température ambiante, donnant une poudre correspondant a 1’extrait enzymatique de lipase

partiellement purifiée (EEPP).

Les lipases semi-purifiées étant souvent stables, elles doivent étre conservées dans
des récipients en verre, enveloppées étroitement dans du papier d’aluminium et dans des
conditions permettant de les protéger contre la dégradation chimique et biologique. La
lipase partiellement purifiée peut ainsi étre conservée a 4 °C au réfrigérateur pendant

plusieurs semaines.

Et pour la détermination de I’activité enzymatique,10 mg de la poudre récupérée est

dissoute dans un volume de 10 mL du tampon phosphate (0,1 M ; pH 7).
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Figure 11.34: Les étapes de la purification de ’enzyme (Photo originale)

% Lactivité spécifique

L’activité spécifique est le nombre d’unité d’enzymes par mg de protéine, c’est une
mesure de la pureté enzymatique, elle augmente au cours de la purification est devient
maximale est constante quand I’enzyme est pure. Elle est généralement exprimée en unités

(enzymatique ou autre) par poids de protéines totales.

. . ;e Activité enzymatique totale (en unités enzymatiques,U
Activité spécifique = — ( ) 11.12
La quantité de protéine totale (en mg)
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Urtica dioica L. est une plante médicinale largement utilisée dans la médecine
traditionnelle en Algérie. De nombreuses études ont mis en évidence sa richesse en
composés bioactifs ainsi que ses importantes propriétés pharmacologiques, notamment son
activité antioxydante (Derradji et al. 2020). Dans cette ¢tude, les feuilles d’ortie dioique

ont été collectées dans la ville de Médéa, plus précisément dans la région de Kotiten.

Donc, dans un premier temps, on présente les caractéristiques physicochimiques de
la maticre végétale (telles que I’humidité), ainsi que celles des extraits obtenus (le
rendement, la densité relative, I’indice de réfraction, et le pH). Ensuite, on expose les
résultats de 1’analyse quantitative des polyphénols, des flavonoides, suivis d’une étude
comparative des propriétés, antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes. Entre
temps onmets en évidence le pouvoir enzymatique et plus précisément lipasique des

extraits végétaux de I’ortieet enzymatiques des extraits végétaux de I’ortie.
III.1 Caractérisation de la matiére végétale :
II1.1.1 Taux d’humidité de la matiére végétale :

Les taux d’humidité des feuilles fraiches et des feuilles séchées d’ Urtica dioica L.
ont ét¢ déterminés par dessiccation complete des échantillons a 105 °C pendant 24 heures.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau et les figures suivants :

Tableau III.1 : Taux d’humidité et la matiere s€che du matériel végétal

Feuilles fraiches Feuilles séchées a I’air libre
Taux d’humidité 68.45% 10.6%
La matiére séche 31.55% 89.4%
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Figure I11.1 : La matiere seche des Feuilles fraiches et séchées a I’air libre.
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Figure I1I1.2 : Taux d’humidité des Feuilles fraiches et séchées a I’air libre

Le séchage effectué sur les échantillons a mis en évidence un taux d’humidité plus
¢levé dans les feuilles fraiches que dans les feuilles séchées a 1’air libre. Cela implique que
I’eau constitue la fraction majoritaire dans les feuilles fraiches, tandis que la matiere séche
y reste minoritaire. En revanche, le séchage réduit considérablement la teneur en eau dans
les feuilles séchées a I’air libre. Donne le taux d’élimination entre les feuilles fraiches et les

feuilles séchées a ’air libre est de 57.85%
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Ces résultats indiquent que le séchage a l'air libre induit une réduction significative
de la teneur en eau des feuilles, avec une humidité résiduelle de seulement 10,6%. Cette
valeur démontre 1'efficacité du procédé de séchage naturelle, permettant une €limination
progressive de l'eau contenue dans les tissus végétaux. Cette réduction hydrique
s'accompagne d'une concentration accrue en mati¢re séche, qui atteint 89,4% dans les
échantillons séchés. A titre comparatif, les feuilles fraiches présentent une composition
radicalement différente, avec 68,45% d'humidité et seulement 31,55% de matiére séche,

caractéristique de leur état végétal non transformé.

D’aprés les études de 1’équipe de Pradhan et celle de Said, 1’Ortie contient des

quantités importantes de I’eau entre 65-90 % (Pradhan, et al. 2015 ; Said et al. 2016).

De plus, Rutto et ses collaborateurs rapportent des teneurs en matiére séche
comprises entre 11 % et 24,9 % dans les feuilles d’ortie fraiches cultivées en plein champ
au printemps et en automne. Ce qui implique un taux d’eau de 75 % a 88,9 % (Rutto et al.

2013). Alors, mes résultats sont relativement similaires a ceux rapportés.

I11.2. Les Caractéristiques physicochimiques des extraits :
I11.2.1. La densité relative :
La densité relative est définie comme le rapport entre la masse volumique d’un

liquide donné et celle de I’eau pure a une température de référence (20 °C).

Tableau II1.2 : Les valeurs de la densité relative des extraits tamponnés

Temps T. Ambiante 40°c 50°c 60°c
24H 1.01 1.000 0.991 0.979
48H 0.993 0.986 0.983 0.980
72H 1.035 1.009 0.992 0.991

Tableau IIL.3 : Les valeurs de la densité relative des extraits éthanoliques

Temps 100% 90% 80% 70% 60% 50%
24H 0.809 0.814 0.843 0.84 0.87 0.889
48H 0.815 0.836 0.858 0.877 0.885 0.886
72H 0.796 0.82 0.849 0.875 0.891 0.9
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D’aprées les résultats récapitulatifs présentés dans les tableaux (III.2 et IIL.3), on
observe que la densité relative des extraits tamponnés d’ortie diminue avec I’augmentation
de la température. Par exemple, apres 24 heures de macération, la densité relative mesurée
a température ambiante est de 1,01, alors qu’a 60 °C, elle descend a 0,979. Cette baisse est
due a I’expansion thermique, phénoméne par lequel I’augmentation de la température

entraine une diminution de la masse volumique du liquide.

Par ailleurs, pour les extraits éthanoliques d’ortie, la densité relative est également
affectée par le taux d’éthanol utilis¢ dans le solvant d’extraction. En effet, 1’éthanol pur
ayant une densité plus faible que 1’eau, une augmentation de sa proportion dans le mélange
se traduit par une diminution de la densité relative de I’extrait. Ainsi, @ une concentration
de 50 % d’éthanol, la densité relative est d’environ 0,900, tandis qu’a 100 %, elle atteint

une valeur nettement plus basse, autour de 0,809.

Les valeurs expérimentales mettent en évidence une corrélation inverse entre la

densité relative et les deux paramétres ¢tudiés : la température et la concentration en

¢éthanol.

I11.2.2. I’indice de réfraction :

L’indice de réfraction est le rapport entre la vitesse de la lumiere dans le vide et

dans une substance. Il donne une idée de la composition optique d’un liquide.
Pour I’eau a 20 °C : 1.333, et pour I’éthanol pur a 20°C =1.361.

Tableau II1.4 : Les valeurs de I’indice réfraction des extraits tamponnés

Temps T. Ambiante 40°c 50°c 60°c
24h 1.3366 1.3361 1.3355 1.3345
48 h 1.3361 1.336 1.3357 1.335
72 h 1.3362 1.336 1.336 1.336

Tableau IIL.S : Les valeurs de I’indice de réfraction des extraits éthanoliques

Temps 100% 90% 80% 70% 60% 50%
24h 1.3653 1.364 1.3639 1.3631 1.3609 1.3571
48 h 1.365 1.364 1.3636 1.3624 1.3607 1.3572
72 h 1.3646 1.3642 1.3635 1.362 1.3604 1.3582
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Selon les données présentées dans les tableaux (II1.4 et II1.5), on constate que, pour
les extraits tamponnés, une légeére diminution de I’indice de réfraction avec I’augmentation
de la température. Par exemple, aprés 24 h, I'indice passe de 1,3366 a température
ambiante a 1,3345 a 60 °C, ce qui traduit I'action thermique qui va en diminuant la densité
optique du liquide. Cette tendance est également observable aux temps de 48 h et 72 h,
bien que les variations soient minimes, suggérant une certaine stabilité optique aprés une
période prolongée de macération. En ce qui concerne les extraits éthanoliques, on constate
que I’indice de réfraction diminue progressivement avec la diminution de la concentration
en éthanol. A 24 h, I’indice passe de 1,3653 a 100 % d’éthanol a 1,3571 a 50 %, ce qui
s’explique par la nature plus polaire de I’eau, moins réfringente que 1’éthanol, et par la
variation dans la solubilit¢ des composants extraits selon la polarit¢ du solvant. Cette
tendance est confirmée aux temps de 48 h et 72 h, avec des indices 1égerement plus élevés
aux concentrations fortes, ce qui refléte une meilleure extraction de composés organiques
légérement réfringents. Ainsi, I’indice de réfraction constitue un bon indicateur indirect de

la nature chimique des extraits, influencée par la température et la composition du solvant.

Les résultats obtenus confirment que I'indice de réfraction augmente avec la
concentration en ¢thanol et diminue légerement avec 1’¢lévation de la température,

reflétant ainsi les variations de composition et de densité optique des extraits.

I11.2.3. Le pH :

On a observé que le pH des extraits tamponnés varie entre 8 et 9, ce qui refléte un
milieu légérement basique. A ’inverse, les extraits éthanoliques présentent un pH compris
entre 7 et 8, indiquant un caractére plutot neutre a faiblement basique. Cette différence peut

s’expliquer probablement par la nature des solvants utilisés.

Les extraits tamponnés sont préparés avec une solution contenant un tampon
basique, ce qui stabilise le pH autour de 8 a 9, donnant ainsi au mélange un caractere
légerement basique. Ces tampons a base de phosphate sont congus pour résister aux
variations de pH, ce qui explique cette constance dans les valeurs mesurées. En revanche,
les extraits éthanoliques sont préparés a partir de mélanges d’éthanol et d’eau, sans agents
tamponnant. L’éthanol, étant un solvant organique neutre, n’interfére pas significativement
avec 1’acidité ou la basicité du milieu. Le pH mesuré, compris entre 7 et 8, dépend donc
principalement des composés extraits de 1’ortie, qui sont souvent faiblement acides ou

neutres. Ainsi, I’absence de tampon explique que le pH reste plus proche de la neutralité.
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I11.3. Analyse quantitative :
I11.3.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux, exprimés en équivalents d’acide gallique, a été
réalisé pour les extraits tamponnés et éthanoliques d’Urtica dioica L. a I’aide de la
méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu. Une courbe d’étalonnage a été établie
en utilisant des concentrations d’acide gallique variant de 0,01 a 0,1 mg/mL. La teneur en
polyphénols totaux est exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g d’extrait).
La quantité des polyphénols totaux déterminée par 1’équation : y = 0.1753x-0.0229
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Figure II1.3 : La courbe d'étalonnage de I’acide gallique
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Figure I11.4 : La variation de la concentration en polyphénols des extraits

tamponnés en fonction de la température et le temps.

C en mg EAG/g MVS

B%100 B%90 =%80 = %70

119.064

184.116

146.944
143.732

%60 %50

121.824

127.7

Figure IIL.5 : La variation de la concentration en polyphénols des extraits

¢thanoliques en fonction de la température et le temps.

Les données issues des figures (I11.4 et I11.5) indiquent que 1’ensemble des extraits,

qu’ils soient éthanoliques ou tamponnés, présentent une richesse notable en polyphénols

totaux, avec toutefois une variabilité quantitative modérée entre les différentes conditions

d’extraction.

Les résultats obtenus d’aprés de la figure (II.4) mettent en évidence 1’effet

synergique du temps et de la température sur D’efficacité d’extraction des composés
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phénoliques totaux. A 24 heures, une température de 50 °C permet une extraction optimale
(107.904 mg EAG/g MVS), suggérant une activation thermique favorable a Ila
solubilisation initiale des polyphénols. Toutefois, a 72 heures, la température de 60°C
induit un rendement maximal 112.468 mg EAG/g MVS, indiquant qu’une exposition
thermique prolongée favorise la rupture des structures pariétales et la diffusion des
métabolites phénoliques. Cette cinétique d’extraction montre que la température influence
non seulement le taux de diffusion, mais aussi la stabilit¢ des composés extraits.
L’efficacité variable observée a 48 heures, notamment le rendement est similaire entre
60 °C et 40 °C, refléte possiblement une saturation du processus d’extraction ou une
dégradation partielle a température intermédiaire. En conclusion, une température élevée
couplée a une durée prolongée (60 °C, 72 h) constitue la condition la plus efficiente pour

maximiser la libération des polyphénols a partir des matrices végétales.

Les résultats présentés dans la figure (IIL.5), mettent en évidence 1’influence
marquée de la concentration en éthanol et du temps d’extraction sur le rendement en
polyphénols totaux des extraits éthanoliques, réalisés a température ambiante. Le
rendement le plus élevé est obtenu apres 48 heures d’extraction avec un solvant composé a
90% d’¢thanol, atteignant 184.116mg EAG/g MVS. Cette condition semble
particulierement favorable a la solubilisation des composés phénoliques a température
ambiante. Globalement, les mélanges hydro-alcooliques contenant entre 70 % et 90 %
d’¢éthanol permettent une extraction plus efficace que I’éthanol absolu (100 %), dont
l'efficacité est réduite probablement en raison de I’absence d’eau, nécessaire a 1’extraction
de composés polaires. Une baisse du rendement est observée a 72 heures, ce qui pourrait
s’expliquer par une saturation de I’extraction ou une éventuelle dégradation des composés
en solution. Ces résultats suggerent que, méme a température ambiante, une durée modérée
(48 h) et une teneur en éthanol de 90 % constituent les conditions optimales pour

maximiser 1’extraction des polyphénols.

Les résultats obtenus dans cette étude ont été confirmés par les travaux de
Elboughdiri, qui a rapporté des observations similaires et a mentionné qu’un solvant
organique de polarité plus élevée est plus efficace pour l'extraction quantitative des

composés phénoliques (Elboughdiri 2018).

Et d’apres Luthria, la température a un impact sur la solubilité, le coefficient de

diffusion et la stabilité des composés phénoliques (Luthria 2008). Une augmentation de la
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température et une diminution de la viscosité augmentent significativement la vitesse de
diffusion. Ces observations confirment les résultats obtenus dans la présente étude, ou une
condition optimale d’extraction des extraits tamponnés a ¢té atteinte a 60 °C pendant 72
heures. Cette température favorise non seulement la rupture des parois cellulaires, facilitant
ainsi la libération des métabolites phénoliques, mais elle préserve également la stabilité

chimique des composés extraits sur une durée prolongée.

Selon les travaux de Altiok, 1’éthanol pur s’est révélé inefficace pour I’extraction
des composés phénoliques, en raison de sa faible polarité comparée aux mélanges hydro-
alcooliques (Altiok et al. 2008). La présence d’eau dans le solvant augmente la polarité du
milieu, favorisant ainsi la solubilisation des composés phénoliques, majoritairement
polaires. Mes résultats confirment cette tendance, montrant une efficacité accrue de
I’extraction avec des solvants hydro-alcooliques, en particulier a 90 % d’éthanol. Bien que
les valeurs obtenues soient différentes, ces observations sont cohérentes avec celles
rapportées par I’équipe de Kukri¢, qui ont obtenu une teneur élevée en composés
phénoliques totaux (208,37 mg EAG/gMS) a partir d’'un extrait préparé avec 80 %
d’éthanol (v/v) (Kukri¢ et al. 2012).

Selon Kukri¢ et al., de nombreuses études sur les composés phénoliques ont
rapporté que des facteurs environnementaux, climatiques ou géographiques, ainsi que les
techniques d'extraction, peuvent influencer de manicre significative la qualité et la quantité

des composés phénoliques présents dans I’ortie (Kukrié et al. 2012).
I11.3.1.1. Rendement des extraits végétaux a forte teneur en polyphénols :

Le rendement d’extraction est le rapport entre la quantité de substances naturelles
effectivement extraites d’une maticre végétale a I’aide d’un solvant, et la quantité totale de

ces substances initialement présentes dans cette maticre végétale.

Tableau II1.6 : Rendements et masses d’extraction

Matiere végétale Extrait Masse Rendement
25¢g Tamponné (60°c, 72 h) 0.435¢ 17.4%
25¢g Ethanolique (90%, 48 h) 0271¢g 11%
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Figure I11.6 : Les masses d’extraction des extraits tamponnés et éthanoliques.
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Figure I11.7 : Les rendements des extraits tamponnés et éthanoliques.

Les résultats présentés dans le tableau (II1.6) ainsi que dans les figures (IIL.6 et
I11.7) montrent que I’extrait tamponné présente une masse d’extraction plus élevée (0,435
g) comparée a celle de ’extrait éthanolique (0,275 g). L’extraction tamponnée s’avere ainsi
plus efficace, avec un rendement significativement supérieur (17,4 %) contre seulement
(11 %) pour I’extrait éthanolique, bien que la méme quantité de matieére végétale ait été

utilisée dans les deux cas (2,5 g).

Cette différence de rendement peut s’expliquer par la variation de la solubilité des

substances chimiques dans les solvants utilisés, leur degré de polymérisation, ou encore
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leur association a d’autres structures moléculaires formant des complexes insolubles. En
effet, la polarité des solvants influence fortement la solubilité des composés, notamment
des polyphénols et autres métabolites secondaires. Par ailleurs, 1’éthanol étant un solvant
volatil, une partie du soluté¢ peut étre perdue lors de I’évaporation du solvant, Cette
volatilisation partielle peut donc contribuer a une diminution apparente de la masse

d’extrait récupéré, affectant négativement le rendement global.

I11.3.2 Dosage des flavonoides :

La quantification des flavonoides totaux a été¢ déterminée par la méthode du
trichlorure d'aluminium. La quercétine a été utilisée comme standard pour établir la courbe
d’étalonnage, Les concentrations de la quercétine variant de 0,1 a 0.4 mg/mL, permettant

ainsi de calculer la teneur en flavonoides des extraits.

La quantité des flavonoides déterminée par I’équation : y =0.088x + 0.12

0.5
0.45

0.4 ®
035 e

0.3 .
----- y =0.088x + 0.12

n
M 025 e
< e R2=0.9878

0.2 o
0.15
0.1
0.05
0

0.1 0.2 0.3 0.4
C (mg/mL)

Figure I11.8 : Courbe d’¢étalonnage de la Quercétine

Tableau II1.7 : Résultats du dosage des Flavonoides des extraits d 'Urtica dioical.

préparés
Extrait Extrait tamponné Extrait éthanolique
Cenmg EQ/mL 0.113 5.02
Teneur en ﬂavonc?ldes en 12.98 912.72
mg EQ/g extrait sec
Teneur en flavonoides en
mg EQ/g MVS 0.226 10.04
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Les résultats du tableau (III.7) indiquent que I’extrait éthanolique contient une
concentration en flavonoides beaucoup plus élevée que I’extrait tamponné, quelle que soit
I’unité utilisée (par millilitre d’extrait, par gramme d’extrait sec ou par gramme de matiére
végétale seche). La concentration en flavonoides par gramme d’extrait sec atteint 912,72
mg EQ/g pour D’extrait éthanolique, contre seulement 12,98 mg EQ/g pour I’extrait
tamponné. Ces données suggerent que I’éthanol est un solvant plus efficace pour
I’extraction des flavonoides a partir de 1’Ortie. Cette efficacité s’explique par la meilleure
solubilité des flavonoides dans les mélanges hydro-alcooliques, en particulier a forte teneur
en éthanol. En appui a cette observation, les travaux de 1’équipe de Kukri¢ rapportent une
teneur en flavonoides de 20,29 mg QE/g d’extrait sec a partir d’un extrait éthanolique a 80
%, a température ambiante (Kukri¢ et al. 2012). Bien que cette concentration soit
inférieure a celle observée dans mon étude, elle confirme 1’efficacité de 1’éthanol a forte
polarité¢ dans I’extraction des flavonoides d’Urtica dioica L. En addition, on observe que
l'extrait éthanolique (90 %, 48 h) de Urtica dioica L. présente une teneur en flavonoides
significativement plus ¢élevée (10,04 mg EQ/g MVS) par rapport a I’extrait tamponné (60
°C, 72 h), dont la teneur est nettement plus faible (0,226 mg EQ/g MVS). Cette différence
s’explique par la polarité du solvant, a la température et a la durée d'extraction, qui
influencent considérablement I'efficacité de I'extraction des flavonoides. En comparaison
avec des études antérieures, I’extrait éthanolique montre une supériorité marquée. Les
recherches de Készegi et al en 2023 ont rapporté une teneur de seulement 0,62 mg/g pour
un extrait éthanolique a 96 % réalis¢ a 30 °C (Koszegi et al. 2023), tandis que mon
protocole utilisant une concentration légérement inférieure (90 %) mais une température
ambiante et un temps plus court a permis une meilleure extraction. Cela suggere que la
combinaison des parametres (concentration en éthanol, durée et température) joue un role
clé dans la solubilisation des flavonoides. Concernant les extraits aqueux, les valeurs
rapportées dans la littérature varient selon les conditions : un extrait a 100 °C pendant 3 h a
donné 5,753 mg/g, tandis qu’un autre a 80 °C pendant la méme durée n’a montré que 0,872
mg/g (Készegi et al. 2023).Ces données confirment que la température d'extraction
influence fortement la libération des flavonoides hydrosolubles. Toutefois, mes résultats
pour I’extrait tamponné sont nettement inférieurs a ceux des extraits aqueux rapportés, ce
qui pourrait étre dii a la nature du tampon, au pH ou a une moindre affinité pour les

flavonoides.
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La solubilité des flavonoides est étroitement liée a leur état de glycosylation : les
formes glycosylées (hétérosides) présentent une bonne solubilit¢ dans l'eau, 1'alcool ou
leurs mélanges, tandis que les formes aglycones (non glycosylées) sont généralement peu

solubles dans I’eau (Laurance 2011).
I11.4. Etude des activités biologiques :
I11.4.1. Activité antioxydante in vitro :

L’activité antioxydante des extraits tamponnés et éthanoliques des feuilles d’ Urtica
dioica L. a été évaluée in vitro par la méthode de piégeage du radical libre DPPHe. Le
pouvoir antioxydant des différents extraits a été estimé et comparé avec un antioxydant

puissant (L'acide férulique).
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Figure II1.9 : Courbe d’¢étalonnage de 1’acide férulique.

L’activité antioxydante a été d’abord évaluée a 1’aide de 1’acide férulique comme
compos¢ de référence. Les résultats, présentés dans la Figure (II1.9), montrent une relation
linéaire entre la concentration et le pourcentage d’inhibition, décrite par 1’équation : y =
335x + 10.3 avec un coefficient de corrélation R? = 0.9905. Le pourcentage d’inhibition

maximal observé est de 43 % a 0.1 mg/mL, indiquant un pouvoir antioxydant modéré.
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Figure I11.10 : Pourcentage d’inhibition du radical libre (Activité antioxydante) en

fonction des concentrations d’extrait tamponné (60°c, 72 h) de /’Urtica dioica L.
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Figure II1.11 : Pourcentage d’inhibition du radical libre (Activité antioxydante) en

fonction des concentrations d’extrait éthanolique (90%, 48 h) de I’ Urtica dioica L.

Les résultats, présentés dans les figures (II1.10 et III.11),montrent une augmentation

de lactivité antioxydante exprimée en pourcentage d’inhibition (AA%),proportionnelle a
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I’augmentation de la concentration. Pour 1’extrait tamponné (Figure II1.10), 1’équation de
régression linéaire obtenue est : y = 9.9228x + 21.034, avec un coefficient de
détermination R* = 0.9977, indiquant une trés forte corrélation entre la concentration de
I’extrait et son pouvoir antioxydant, qui atteint 93,69 % a S mg/mL. De méme, I’extrait
¢thanolique (Figure II1.11) présente une activité antioxydante croissante avec une équation
y = 0.1109x + 19.02 et un R? = 0.9905, atteignant un pourcentage d’inhibition de 92,36 %
a la méme concentration. Bien que ’acide férulique présente une activité antioxydante
appréciable, les deux extraits démontrent un pouvoir antioxydant élevé, I’extrait tamponné
montre une légeére supériorité a forte concentration, tandis que 1’extrait éthanolique
présente une progression plus réguliere. Ces résultats confirment 1’efficacité des deux

solvants dans I’extraction de composés antioxydants actifs.

Afin d’évaluer de maniére plus précise le pouvoir antioxydant des extraits, on a
déterminé la valeur de I'IC50 (mg/mL), définie comme la concentration d’extrait
nécessaire pour inhiber 50 % du radical libre DPPH". La détermination de cette valeur
permet d’estimer et de comparer ’efficacité des différents extraits : plus I’IC50 est faible,

plus Pactivité antioxydante est élevée.

Les valeurs calculées d’IC50 pour chaque extrait sont regroupées dans le tableau

suivant :

Tableau II1.8 : Résultats d’IC50 des extraits tamponnés et éthanolique et de I’acide

férulique
Echantillon IC50 en mg/mL
Extrait tamponné (60°c, 72h) 2.85
Extrait éthanolique (90%, 48h) 2.62
Acide férulique 0.1185

A travers le tableau (ITI.8) des valeurs d’ICso, on observe que les deux extraits
d’Urtica dioica L. présentent une activité antioxydante inférieure a celle de I’acide
férulique. En effet, I’extrait éthanolique affiche une ICsq de 2,62 mg/mL, suivi de prés par
I’extrait tamponné avec 2,85 mg/mL, tandis que 1’acide férulique présente une ICsg
nettement plus faible de 0,1185 mg/mL. Cette différence indique que ’acide férulique est

nettement plus efficace dans la neutralisation des radicaux libres DPPH".
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La légere supériorité de I’extrait éthanolique par rapport a I’extrait tamponné dans
nos résultats peut s’expliquer par une meilleure extraction des composés phénoliques et des
flavonoides dans le solvant organique. Ainsi, bien que les extraits présentent un certain
potentiel antioxydant, leurs valeurs d’ICso, plus ¢élevées reflétent une efficacité

antioxydante moindre par rapport a celle de I’antioxydant de référence.

De plus, selon des données de la littérature, les travaux de Fattahi et al, un extrait
aqueux obtenu avec une solution hydroalcoolique tres diluée (5 % d’éthanol) présente une
ICso encore plus faible de 1,2 mg/mL, témoignant d’un potentiel antioxydant

particuliérement ¢levé (Fattahi et al. 2014).
I11.4.2. Activité anti-inflammatoire :

Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de

stabilisation des membranes (Activité anti-hémolytique) :

Les taux d’hémolyse ainsi que les pourcentages d’inhibition ont été déterminés
aprés incubation des érythrocytes en présence des extraits tamponnés (OT) et éthanolique
(OE) dilués (1/100) des feuilles d’Urtica dioica L., ainsi qu’en présence du standard de
référence, le diclofénac. Les calculs ont été réalisés en prenant comme référence un témoin
positif (érythrocytes incubés avec de 1’eau distillée) et un témoin négatif (érythrocytes
incubés avec un tampon phosphate, pH 7, 0.1 M). Les résultats obtenus sont présentés dans

I’histogramme ci-dessous :
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Figure I11.12 : Effet des extraits d 'Urtica dioica L. dilués (1/100) sur I’inhibition
de I’hémolyse des érythrocytes in vitro
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L’histogramme illustre 1’effet stabilisateur de membrane, indicateur de ’activité
anti-inflammatoire, des extraits tamponné (OT) et éthanolique (OE) des feuilles d’Urtica

dioica L., comparés a un anti-inflammatoire de référence, le diclofénac.

OT (Extrait tamponné : 60°C, 72h), Cet extrait montre un faible pourcentage
d’hémolyse de 25.34 % et un taux d’inhibition élevé 74.66 %, trés proche de celui du
diclofénac. Ces résultats suggerent une bonne activité¢ anti-inflammatoire, probablement
due a la préservation de composés actifs hydrosolubles extraits a température modérée
durant une période prolongée. L’efficacité est comparable au médicament de référence, ce

qui souligne le potentiel thérapeutique de 1’extrait tamponné.

OE (Extrait éthanolique : 90%, 48h), I’extrait éthanolique présente une activité
modérée, avec une hémolyse plus marquée de 50.34 % que I’OT et un pourcentage
d’inhibition plus faible 49.66 %. Cela pourrait s’expliquer par la nature des composés
extraits a I’éthanol, qui sont souvent plus lipophiles mais parfois moins efficaces dans la
stabilisation des membranes érythrocytaires. Toutefois, cet extrait conserve une activité
notable, ce qui montre que 1’éthanol extrait aussi des composés bioactifs, mais peut-étre

moins efficaces que ceux extraits par le tampon.

Diclofénac, le standard montre une forte capacit¢ d’inhibition de 1’hémolyse
a77.25%, ce qui confirme [Defficacité du test et permet de valider les résultats

expérimentaux.

D’extrait tamponné d’Urtica dioica L. (60°C, 72h) se révele plus efficace que
I’extrait éthanolique (90%, 48h) pour inhiber ’hémolyse, démontrant ainsi une meilleure
activité anti-inflammatoire. Ces résultats mettent en évidence 1’intérét pharmacologique de

I’ortie en tant que source naturelle d’agents anti-inflammatoires potentiels.

Selon les travaux de Kasouni et ses collaborateurs, un test in vitro de stabilisation
des membranes érythrocytaires a montré qu’un extrait aqueux d’ortie a une concentration
de 1 g/L permettait de stabiliser les globules rouges autour de 75 + 4%, tandis qu’a une
concentration plus faible de 0,2 g/L, la stabilisation atteignait 30 + 2% (Kasouni et al.
2021).

Ces résultats démontrent un effet inhibiteur de 1’hémolyse significatif, qui s’avere

comparable a celui observé avec mes extraits d’ortie, notamment I’extrait tamponné.
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I11.4.3. Activité antibactérienne et antifongique :

L’activité antibactérienne et antifongique des extraits d’Urticadioica L. a été
évaluée a l’aide de la méthode de diffusion sur disque. Cette technique repose sur
I’observation de zones d’inhibition formées autour des disques de papier imprégnés des
extraits végétaux, indiquant une inhibition de la croissance microbienne. Afin de comparer
I’efficacité des extraits tamponnés et éthanoliques a celle des antibiotiques standards, un
antibiogramme a ¢été réalisé en exposant différentes souches bactériennes aux antibiotiques
de référence. L’antibiotique Gectapen a été testé sur cinq souches bactériennes, tandis que
la Nystatine a été utilisée contre trois souches fongiques. Les résultats obtenus sont

présentés dans les tableaux :

(2) (b) (©

Figure I11.13 : Pouvoir antimicrobien et antifongique des extrait tamponnés et
éthanoliques d’Urticadioica L.et les antibiotiques Gectapen/Nystatine : (a) Escherichia

Coli ;(b) Staphylococcus Epidermidis ; et (c) Aspergillus Brasiliensis.

Tableau II1.9 :Les résultats des diameétres des zones d’inhibition (mm) de la

croissance des souches bactériennes vis-a-vis de ’antibiotique Gectapen

Souches bactériennes Gectapen
Bacillus Subtilis 424-443
Escherichia Coli 13.6-16.5

Pseudomonas Aeruginosa 21.5-22.7

Staphylococcus aureus 17.5-52

Staphylococcus Epidermidis 45 -54.5
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Tableau II1.10 : Les résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) de la

croissance des souches fongiques vis-a-vis de la Nystatine.

Souches fongiques La Nystatine
Aspergillus Brasiliensis 0-20.1
Candida Albicans 16.7 - 20.4
Saccharomyces Cerevisiae 0-22.6

Les résultats présentés dans les tableaux (III.9 et III.10) permettent d’évaluer
I’efficacit¢é de deux agents antimicrobiens, le Gectapen(antibiotique) et la Nystatine
(antifongique), sur différentes souches microbiennes. Le Gectapen montre une efficacité
variable selon les souches bactériennes testées. Staphylococcus epidermidis présente la
plus grande sensibilité avec une zone d’inhibition allant de 45 a 54,5 mm, suivi de Bacillus
subtilis (42,4 — 44,3 mm). En revanche, Escherichia coli est la moins sensible (13,6 — 16,5
mm). Et pour Staphylococcus aureus, la zone d’inhibition indiquée (17,5 — 52 mm) montre
une réponse relativement large et variable. Pour la Nystatine, elle présente une activité
antifongique modérée. Saccharomyces cerevisiae est le plus sensible (0 — 22,6 mm), tandis
que Aspergillus brasiliensis montre une résistance partielle, voire totale (zone d’inhibition
de 0 a 20,1 mm). Candida albicans, quant a lui, réagit de maniere plus constante (16,7 —
20,4 mm). Globalement, le Gectapen semble plus puissant sur les bactéries que la

Nystatine ne 1’est sur les champignons testés.
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(d) (e)

Figure I11.14 :Pouvoir antimicrobien des extrait tamponnés et éthanoliques
d’Urticadioica L. sur : (a) Bacillus Subtilis ;(b) Pseudomonas Aeruginosa ;(c) Escherichia

Coli ;(d) Staphylococcus aureus ;(€) Staphylococcus Epidermidis.

Tableau III.11 : Résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) de la

croissance des souches bactériennes vis-a-vis des extraits éthanoliques, tamponnés d ortie

dioique.
Souches
OoT OT100 OE OE100
Bactériennes
Bacillus Subtilis 13.4 18.7 19.5 17.3
Escherichia Coli 0 0 12 11.9
Pseudomonas Aeruginosa 0 0 13.7 12.5
Staphylococcus aureus 0 16 0 12
Staphylococcus
12.2 16.9 12.4 11.9
Epidermidis
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L’étude de I’activité antibactérienne des extraits végétaux a mis en évidence des
différences significatives selon le type d’extrait, son degré de dilution et la souche
bactérienne ciblée. L’extrait tamponné (OT) a montré une activité modérée, principalement
contre Bacillus subtilis (13,4 mm) et Staphylococcus epidermidis (12,2 mm), avec des
zones d’inhibition qualifiées de sensibles. Fait remarquable, sa dilution au 1/100 (OT100) a
entrainé une amélioration notable de I’efficacité, atteignant des niveaux trés sensibles,
contre B. subtilis (18,7 mm), S. epidermidis (16,9 mm) et S. aureus (16 mm). L’extrait
¢thanolique (OE) s’est révélé plus performant, notamment contre les bactéries a Gram
négatif telles que Escherichia coli (12 mm) et Pseudomonas Aeruginosa (13,7 mm), qui
¢taient totalement résistantes a I’extrait tamponné. Il a également induit une forte inhibition
chez B. subtilis (19,5 mm). La dilution de cet extrait (OE100) a légerement réduit les
diametres d’inhibition, mais a permis de conserver une activité antibactérienne

significative sur les souches sensibles.

De manicre générale, les bactéries a Gram positif se sont montrées plus sensibles,
notamment a 1’extrait tamponné (OT100), tandis que 1’extrait éthanolique (OE et OE100) a
présenté un spectre d’activité plus large incluant certaines souches a Gram négatif. Ces
résultats suggerent que la méthode de préparation et le niveau de dilution des extraits
influencent fortement leur efficacité. Fait intéressant, certaines dilutions, contrairement a
ce que ’on pourrait attendre, semblent renforcer I’activité antibactérienne, probablement
en réduisant ’interférence de composés inactifs ou inhibiteurs. La supériorité de I’extrait
¢thanolique peut s’expliquer par des considérations physico-chimiques liées au solvant
d’extraction. Grace a sa polarité intermédiaire, 1’éthanol permet une meilleure extraction
de métabolites secondaires bioactifs comme les polyphénols et les flavonoides, souvent
peu solubles dans I’eau, mais connus pour leurs propriétés antimicrobiennes. Ces
composés interagissent plus facilement avec les membranes cellulaires, en particulier chez
les bactéries Gram-négatives, caractérisées par une double membrane lipidique difficile a
traverser. Cette propriété pourrait justifier I’absence d’activité observée avec 1’extrait
tamponné contre E. coli et P. aeruginosa, contrairement a I’extrait éthanolique, qui a induit

des zones d’inhibition significatives.

Enfin, les conditions d’extraction jouent également un rdle clé¢ dans la préservation
des composés actifs. L’OT, préparé a 60 °C pendant 72 heures, a pu subir une dégradation

thermique ou une oxydation de certains métabolites sensibles. A 1’inverse, I’OE, obtenu a
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température ambiante sur 48 heures, semble mieux préserver 1’intégrit¢é des molécules

bioactives, contribuant ainsi a son efficacité supérieure.

() (b) (©)

Figure II1.15 : Pouvoir antifongique des extrait tamponnés et éthanoliques
d’Urticadioica L. sur : (a) Saccharomyces Cerevisiae ; (b) Aspergillus Brasiliensis ;(c)

Candida Albicans

Tableau II1.12 : Résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) de la

croissance des souches fongiques vis-a-vis des extraits éthanoliques, tamponnés d ortie

dioique.
Souches fongiques oT OT100 OE OE100
Aspergillus Brasiliensis 0 0 17.8 0
Candida Albicans 0 12 17.8 0
Saccharomyces Cerevisiae 0 0 13.6 12.6

L’évaluation de I’activité antifongique des extraits préparés a révélé une efficacité
marquée de 1’extrait éthanolique (OE) comparé a D’extrait tamponné (OT), ce dernier
n’ayant induit aucune inhibition contre les trois souches fongiques testées : Aspergillus

brasiliensis, Candida albicanset Saccharomyces cerevisiae.

L’extrait OE a montré une activité antifongique significative contre Aspergillus
brasiliensis (17,8 mm) et Saccharomyces cerevisiae (13,6 mm), classées respectivement
comme trés sensible et sensible, selon les critéres d’interprétation. En revanche, Candida
albicans s’est montrée totalement résistante, quel que soit le type ou la concentration

d’extrait. La dilution 1/100 de I’extrait éthanolique (OE100) a entrainé une diminution de
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I’activité, ne laissant subsister qu’un effet modéré contre S. cerevisiae (12,6 mm). Aucune

activité n’a été observée contre les deux autres souches a cette dilution.

Ces résultats confirment que 1’extrait éthanolique est plus riche en molécules
antifongiques actives, notamment contre certaines levures et moisissures. La totale
inefficacité de I’extrait tamponné pourrait s’expliquer par son incapacité a extraire des

composés fongistatiques ou fongicides lipophiles.

L’absence de réponse de C. albicans, méme a ’extrait OE, suggére soit une
résistance intrinseque de cette souche aux métabolites présents, soit une spécificité d’action

limitée de 1’extrait.

La comparaison entre 1’activité du Gectapen et de la Nystatine, présentée dans les
tableaux (II1.9 et I11.10), et celle des extraits végétaux révele des différences marquées en
termes de puissance, de spectre d’action et de mécanisme potentiel. Le Gectapen un
antibiotique de synthése, a démontré une efficacité trés €levée, avec des zones d’inhibition
pouvant atteindre 54,5 mm contre Staphylococcus epidermidis et plus de 40 mm pour
Bacillus subtilis, des valeurs nettement supérieures a celles obtenues avec les extraits
végétaux. A titre de comparaison, ’extrait tamponné dilué (OT100) n’a induit qu’une
inhibition maximale de 18,7 mm sur B. subtilis et de 16,9 mm sur S. epidermidis, tandis
que l’extrait éthanolique (OE) a atteint 19,5 mm pour B. subtilis et des valeurs plus
modestes (12—-13,7 mm) sur les bactéries a Gram négatif. Cette différence illustre la
puissance supérieure des antibiotiques standards en conditions de laboratoire, bien que les
extraits végétaux puissent représenter une alternative intéressante, notamment en raison de
leur origine naturelle et de leur potentiel a contourner certaines résistances. Par ailleurs, la
Nystatine a montré une efficacité antifongique modérée, avec des zones d’inhibition
maximales de 22,6 mm contre Saccharomyces cerevisiae, ce qui reste comparable a
certains effets observés avec les extraits végétaux contre les bactéries sensibles, mais
inférieur a ceux du Gectapen. Il est aussi a noter que certaines dilutions des extraits
végétaux ont permis d'améliorer l'activité antibactérienne, suggérant des phénomenes
d'optimisation liés a la concentration, comme la réduction d’interférences ou la
préservation de métabolites actifs, ce qui n’est pas une variable dans les tests classiques

avec les antibiotiques.

Enfin, la sélectivité observée selon le type de paroi bactérienne (Gram positif vs

Gram négatif) est cohérente entre les deux approches : le Gectapen et OE sont plus
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efficaces sur les Gram négatifs que OT, qui reste inactif contre E. coli et P. aeruginosa.
Cette observation souligne I’importance de la nature chimique de 1’agent antimicrobien ici,
I’éthanol comme solvant d’extraction permettant d’accéder a des composés bioactifs
capables de franchir la barriére des membranes bactériennes complexes. En résumé, si les
antibiotiques conventionnels présentent une efficacité supérieure, les extraits végétaux,
notamment en version éthanolique, offrent un potentiel d’action non négligeable, surtout
dans une perspective de recherche de nouvelles alternatives thérapeutiques ou d’agents

complémentaires.

Selon Giil¢in, I’extrait aqueux des feuilles d’Urticadioica L. présente une activité
antimicrobienne notable, en particulier contre Streptococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans et Escherichia coli (Giilcin et al.
2003). Par ailleurs, les travaux de Motamediet collaborateurs ont mis en évidence
I’efficacité des extraits alcooliques de cette plante : 1’extrait méthanolique a généré des
zones d’inhibition de 16 mm pour Bacillus cereus, 10 mm pour S. aureus, 18 mm pour S.
epidermidis et 14 mm pour E. coli, tandis que 1’extrait éthanolique a induit respectivement
11, 9, 17 et 16 mm contre les mémes souches (Motamedi et al. 2014). De leur coté,
Mirtaghiet son équipe ont confirmé, a travers des essais en diffusion sur disque et en puits,
I’efficacité de I’extrait éthanolique de feuilles d’ortie contre S. aureus, S. epidermidis et S.
saprophyticus, avec une sensibilité particuliérement marquée observée dans la méthode de

diffusion en puits, atteignant jusqu’a 89% (Mirtaghi et al. 2016).

Les résultats de ma recherche corroborent ceux de plusieurs études antérieures,
notamment en ce qui concerne [’efficacité supérieure de I’extrait éthanolique
d’Urticadioica L, en particulier contre les bactéries a Gram positif (S. aureus, S.
epidermidis, B. subtilis), ainsi qu’une efficacité variable contre certaines souches a Gram

négatif.
I11.4.4.Activité enzymatique :

L’activité enzymatique est définie comme la mesure de la quantité d’enzymes
actives présentes. L'activité enzymatique ciblée et caractérisée au sein des différents

extraits tamponnés et éthanoliques de feuilles d’Urtica dioica L. est celle des lipases,

appartenant a la classe des hydrolases.

La mise en évidence de I’activité lipasique dans les extraits de feuilles

d’Urticadioica L. (extrait éthanolique et extrait tamponné) a été réalisée par titration des
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acides gras libérés au cours d’une réaction de lipolyse utilisant I’huile d’olive comme
substrat. Cette méthode repose sur la quantification des acides gras produits, par titrage
avec une solution de NaOH, selon le principe de neutralisation acide-base. Le point de
virage, indiqué par 1’apparition d’une coloration rose, permet de déterminer le volume de
NaOH consommé, lequel est ensuite utilisé pour calculer 1’activité enzymatique a 1’aide

d’une formule spécifique.

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures suivantes :
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Figure II1.16 : Activité enzymatique des extraits tamponnés des feuilles d Urtica dioica L.

Les deux graphiques montrent 1’évaluation de I’activité¢ enzymatique en fonction du
temps d’extraction (24, 48 et 72 h) et de la température (température ambiante, 40°C,
50°C, 60°C), des extraits tamponnés des feuilles d 'Urtica dioica L.

L’analyse des résultats révele que I’activité lipasique varie de maniere significative
selon les conditions expérimentales. A 24h, I’activité est maximale a température ambiante
(1200 U/L), tandis qu’a 48 h, c’est a 50 °C que I’on observe un pic (1333,33 U/L).
Toutefois, la condition optimale apparait clairement a 40°C apres 72h, ou Dlactivité
enzymatique atteint 2000 U/L, représentant la valeur la plus élevée enregistrée dans
I’ensemble des conditions testées. Ce résultat suggere que 40°C constitue une température
favorable a la stabilité et a ’activation des enzymes sur une longue durée d’extraction. En

revanche, les températures plus ¢élevées (50°C et 60°C) entrainent une diminution
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progressive de D’activité avec le temps, probablement en raison d’une dénaturation
thermique. Ainsi, on peut conclure que la condition optimale pour maximiser I’activité
enzymatique des extraits tamponnés d’Urtica dioica L. est une incubation a 40°C pendant
72h.
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Figurelll.17 : Activité enzymatique des extraits éthanoliques des feuilles d’Urtica dioica

L.

Les deux graphiques montrent comment [’activité enzymatique des extraits
éthanoliques des feuilles d’Urtica dioica L. varie fortement selon la concentration en
éthanol et la durée d’incubation. A 24 heures, I’activité est extrémement élevée a 90%
(1866,67 U/L), suivie par des valeurs plus faibles a 80 % (666,67 U/L) et 70% (333,33
U/L), alors que les autres concentrations montrent des activités nettement inférieures,
suggérant que cette concentration (90%) favorise une extraction optimale ou une meilleure
stabilité enzymatique a court terme. A 48 heures, I’activité globale diminue a toutes les
concentrations, bien que I’extrait a 80% conserve une activité relativement notable (600
U/L), ce qui pourrait indiquer une stabilité¢ intermédiaire dans le temps. Enfin, a 72 heures,
I’activité enzymatique atteint son maximum global a 90% (2200 U/L), confirmant que
cette concentration est la plus favorable a la conservation ou a 1’activation enzymatique sur
le long terme. A cette durée, on observe également une remontée d’activité a 70% (600
U/L), tandis que les autres concentrations restent faibles. Ces résultats indiquent que la

concentration de 90% en éthanol permet non seulement une extraction efficace des
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enzymes mais aussi une meilleure stabilité enzymatique dans le temps, comparativement

aux concentrations plus faibles qui montrent une activité plus réduite ou instable.
I11.4.4.1. Purification de ’enzyme :

Sur la base des résultats d’activité enzymatique, les extraits tamponnés et
¢thanoliques présentant 1’activité lipasique la plus ¢€levée ont été sélectionnés pour la
purification de I’enzyme. L’enzyme extraite a été purifiée par précipitation a 1’aide de

I’acétone.

Tableau II1.13 : Paramétres de purification de la lipase d’extrait tamponné (40°c, 72h) des

feuilles d’Urtica dioica L.

Volume de . ACtiYité Activité
. filiration 19uant1te de enzymatique spécifique
nzyme , : enzyme .
d extralt, s (Lipasique) Ul/g
tamponne U/L protéine
Lipase 37 mL 20 mg 333.33 333.33

Le tableau (III.13) présente les résultats de la purification de la lipase a partir d’un
extrait tamponné prépare a partir des feuilles de 1’ortie, avec un volume initial de 37 mL.
Apres précipitation a 1’acétone, 20 mg d’enzyme purifiée ont été obtenus. L’activité
lipasique mesurée est de 333,33 U/mL, et I’activité spécifique, qui reflete le degré de
pureté de I’enzyme, est également de 333,33 U/mg, ce qui indique une enzyme hautement
purifiée. En utilisant uniquement 1 mg de cette enzyme pour cette expérience, on peut
déduire que Dactivit¢ enzymatique totale correspondante est de 333,33 unités
enzymatiques (U), en se basant sur 1’activité spécifique fournie. Cela démontre que méme
une petite quantité de cette enzyme purifiée possede une efficacité catalytique élevée. La
lipase joue un role essentiel dans I’hydrolyse des triglycérides en acides gras et glycérol,
une activité précieuse dans de nombreux domaines. Le fait que cette enzyme soit
naturellement présente dans les feuilles d’ortie souligne le potentiel de cette plante comme

source végétale d’enzymes actives.
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Le climat méditerranéen de 1’ Algérie crée un environnement propice a la croissance
de nombreuses plantes sauvages. Toutefois, malgré la richesse et la diversité de la flore
algérienne, peu d’especes ont été étudiées de maniere approfondie. La valorisation de ces
ressources naturelles repose essentiellement sur I’extraction de composés bioactifs
susceptibles d’étre utilisés dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et
cosmétiques. Parmi ces plantes, les espéces médicinales occupent une place centrale, car
elles constituent une source précieuse de nouvelles molécules thérapeutiques, essentielles a
la mise au point de traitements innovants pour la prévention et le traitement de diverses
maladies. L Urtica dioica L. (ortie) en est un exemple particulierement prometteur. Depuis
longtemps intégrée dans la médecine traditionnelle, I’alimentation, [’artisanat, la
production de fibres, de fertilisants et de cosmétiques, cette plante a récemment attiré
I’attention scientifique pour ses propriétés antibactériennes, anti-oxydantes, analgésiques et
anti-inflammatoires. Sa richesse en composés phytochimiques tels que les poly-phénols,
flavonoides, tanins, acides gras, polysaccharides, isolectines et stérols, ainsi que sa facilité
de récolte et sa large répartition géographique, en font une ressource a la fois médicinale et

alimentaire de grande valeur, notamment dans les régions méditerranéennes.

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de I’espéce Urtica dioica L. dans la
région de Médéa, des résultats prometteurs ont été mis en €vidence, notamment en ce qui

concerne ses activités anti-oxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne et enzymatique.
Les données analytiques ont indiqué que :

- Les extraits ont montré une teneur significative en poly-phénols, avec une
supériorité marquée de 1’extrait éthanolique en particulier avec une concentration de 90 %
d’éthanol et un temps d’extraction de 48 heures a température ambiante, par rapport a
I’extrait tamponné. L’association d’une température ¢€levée (60°C) et d’un temps
d’extraction prolongé (72h) a permis d’optimiser la libération des poly-phénols a partir des

matrices végétales.

- L’extrait éthanolique s’est révélé nettement plus riche en flavonoides que
I’extrait tamponné, quelles que soient les unités de mesure utilisées. Ceci confirme que
I’éthanol est un solvant plus efficace pour 1’extraction de ces composés, probablement en

raison de leur solubilité dans les mélanges hydro-alcooliques.
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- Les deux extraits ont présenté une capacité antioxydante (AA%),
proportionnelle a I’augmentation de leur concentration. L’extrait tamponné a montré une
légere supériorité a forte concentration, bien que 1’extrait éthanolique reste trés actif et
présente une progression plus réguliere. Cependant, les valeurs d’ICs, indiquent que
I’efficacité¢ antioxydante globale des extraits est inférieure a celle de 1’acide férulique,
utilisé comme antioxydant de référence. Parmi les extraits, 1’éthanolique présente un 1éger
avantage en termes d’activité, probablement en raison de sa richesse en composés

phénoliques mieux extraits par le solvant organique.

- Les extraits d’Urtica dioica L. ont montré une activit¢ antimicrobienne
variable selon le solvant utilisé. L’extrait éthanolique s’est révélé plus efficace, avec une
action sur les bactéries Gram positives et négatives, ainsi que sur certaines levures et
moisissures. L’extrait tamponné a présenté une activité plus limitée, n’agissant que sur les
bactéries Gram positives. Ces résultats soulignent la supériorité de 1’éthanol pour extraire

des composés antimicrobiens actifs.

- L’extrait tamponné (obtenu a 60°C pendant 72h) a montré un effet
stabilisateur de membrane remarquable, comparable a celui du diclofénac, ce qui témoigne
d’une excellente activité anti-inflammatoire. L’extrait €thanolique, bien qu’actif, s’est

révélé moins efficace que I’extrait tamponné dans ce test.

- L’activité lipasique des extraits tamponnés a atteint son maximum a 40°C
apres 72h, indiquant que cette condition est la plus favorable a la stabilité des enzymes
extraites. Pour les extraits éthanoliques, la concentration de 90% d’éthanol a permis
d’obtenir la meilleure activité enzymatique, surtout apreés 72h, ce qui suggere une bonne

conservation et activation enzymatique a long terme dans ces conditions.

- La lipase extraite a partir de ’extrait tamponné a été partiellement purifié¢e
avec succes, présentant une forte activité spécifique, ce qui souligne le potentiel de/’Urtica
dioica L. comme source d’enzymes végétales actives, utiles dans les applications

industrielles et biotechnologiques.

Les résultats obtenus au cours de cette étude confirment le fort potentiel biologique
des extraits d’Urtica dioica L., notamment en termes d’activités anti-oxydante, anti-
inflammatoire, antimicrobienne et lipasique. Toutefois, pour envisager une valorisation
industrielle concréte de ces extraits dans différents secteurs, des analyses complémentaires

spécifiques sont nécessaires.
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Pour I’activité anti-inflammatoire des tests in vivo et des essais cliniques seraient
nécessaires pour confirmer ses applications thérapeutiques, et pour l’exploitation des
enzymes végétales telles que la lipase identifiée, une caractérisation biochimique
approfondie (études de la cinétique enzymatique, stabilité¢ thermique, pH optimal, etc.) est
indispensable en vue de leur intégration dans des procédés biotechnologiques ou

industriels.
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