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Résumé :

Notre étude a pour objectif d'évaluer les activités biologiques de deux plantes
médicinales« Laurus nobilis L. et Urtica dioica L. » Provenant de la wilaya de Médéa.,
en analysant leur activité antioxydante, enzymatique, antimicrobienne, anti-
inflammatoire, ainsi que leur teneur en composés phénoliques, en flavonoides et en
protéines. La premiere étape de notre étude consiste a extraire les composés des feuilles
de ces plantes, en utilisant a la fois I'extraction éthanolique et tamponnée. L’analyse
quantitative des extraits obtenus a révélé leur richesse en polyphénols totaux,
flavonoides et en protéines. Parmi ces protéines figurent des enzymes dont des catalases
et des lipases. Ces dernieres atteignent leur pic d'activité au bout de 30 min, a une
température de 15 °C et en présence de CaCl,(0,11M). L’extrait tamponné de laurier
noble et I’extrait éthanolique de 1’ortie dioique présentent les activités lipasiques les
plus élevées de 3066,66 et 2400 (umol/min.mL d’extrait). Par contre les catalases
montrent une faible activité. L’évaluation de 1’activité anti-oxydante a travers le
piégeage du radical libre DPPH a révelé que les extraits éthanolique et tamponné des
feuilles d’Urtica dioica L présente un fort pouvoir antioxydant, avec des 1C50 de 42,04
et 106,56uL/mL respectivement. En ce qui concerne l'activité antibactérienne et
antifongique de nos extraits, les extraits éthanoliques des deux plantes possédent une
activité importante contre les souches testées. Enfin, les résultats de l'activité anti-
inflammatoire ont démontré que nos extraits atteignent une efficacité maximale dans la
réduction de l'eedéme de la patte induit par la carraghénane chez les rats et que les
extraits tamponnés d'ortie dioique et de laurier noble se distinguent par les taux
d'inhibition (INH%) les plus élevés, atteignant respectivement 79,42 % et 71,43 %. Ceci
nécessite des études plus approfondies afin de renforcé I'application potentielle de ces
plantes médicinales dans le domaine de la phytothérapie et leur exploration dans des

applications pharmaceutiques.

Mots clés: Activité biologiques, Laurus nobilis L., Urtica dioica L.,polyphénols,
flavonoides, proteins, anti-oxydante, antibactérienne, antifongique, CMI, I’activité

enzymatique, pouvoir anti-inflammatoire.



Abstract:

Our study aims to evaluate the biological activities of two medicinal plants
“Laurus nobilis L. and Urtica dioica L.” from the wilaya of Médéa., by analyzing their
antioxidant, enzymatic, antimicrobial, anti-inflammatory activity, as well as their
content of phenolic compounds, flavonoids and proteins. The first step in our study is to
extract the compounds from the leaves of these plants, using both ethanolic and
buffered extraction. Then the quantitative analysis of the extracts obtained revealed
their richness in total polyphenols, flavonoids and proteins. Among these proteins are
enzymes including catalases and lipases. The latter reach their peak activity after 30
min, at a temperature of 15 °C and in the presence of CaCl, (0.11M). The buffered
extract of Laurus nobilis and the ethanolic extract of Urtica dioicashow the highest
lipase activities of 3066.66 and 2400 (umol/min.mL of extract). On the other hand,
catalases show a low activity. The evaluation of the antioxidant activity through the
scavenging of the free radical DPPH revealed that the ethanolic and buffered extracts of
the leaves of Urtica dioica L present a strong antioxidant power, with 1C50 of 42.04 and
106.56 pL/mL respectively. Regarding the antibacterial and antifungal activity of our
extracts, the ethanolic extracts of both plants have significant activity against the strains
tested. Finally, the anti-inflammatory activity results demonstrated that our extracts
achieve maximum effectiveness in reducing carrageenan-induced paw edema in rats and
that the buffered extracts of Urtica dioicaand laurel stand out for the highest inhibition
rates (INH%), reaching 79.42% and 71.43%, respectively. This requires further studies
to strengthen the potential application of these medicinal plants in the field of herbal
medicine and their exploration in pharmaceutical applications.

Keywords: Biological activity, Laurus nobilis L., Urtica dioica L., polyphenols,
flavonoids, proteins, antioxidant, antibacterial, antifungal, CMI, enzymatic activity,

anti-inflammatory power.
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INTRODUCTION GENERALE

Depuis plusieurs décennies, I’homme qui vit cote a cdte avec les plantes, est
habitué a les consommer pour leurs propriétés médicinales et nutritives (Selles,
2012).Les plantes médicinales représentent un précieux patrimoine pour I'humanité et
sont trés recherchées dans le monde entier, en particulier dans les pays en
développement (Rebbas et al., 2012). Environ 35000 especes des plantes sont

employées a 1’échelle mondiale a des fins médicinales (Hordé, 2014).

Des enquétes récentes ont établi que dans les pays occidentaux, ou la chimie est
essentielle a l'industrie pharmaceutique, 25 % des molécules utilisées sont d'origine
végétale naturelle (Bourgaud et al., 2001). Les médicaments a base de plantes ont une
meilleure compatibilité avec le corps humain, plus efficaces et produisant de moindres
effets indésirables (Nidavani et Mahalakshmi, 2014).

Les plantes médicinales font actuellement I'objet de recherches approfondies en
raison de leur vaste diversité en métabolites secondaires, qui suscitent un intérét
considérable dans les secteurs de l'industrie alimentaire, de la cosmétologie et de la
pharmacie (Ribeiro et al, 2018 ; Chevallier, 2001). Parmi ces métabolites les
composés phénoliques, les flavonoides. .., qui sont largement utilisés, comme des agents
préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, mais essentiellement
antioxydants qui défendent contre le stress oxydatif (Bourgaud et al., 2001). Les
polyphénols ont fait I’objet d’études pour leur implication potentielle dans la prévention
de maladies chroniques comme les maladies inflammatoires, infectieuses,
cardiovasculaires, le cancer et le diabéte. Leur activité de protection était initialement

attribuée a leurs propriétés antioxydantes (Tayel & El-tras, 2011).

Les composés actifs extraits des plantes medicinales sont véritablement précieux
pour la recherche scientifique. lls font lI'objet de nombreuses recherches visant a
développer de nouveaux agents thérapeutiques prometteurs ainsi que des composants
naturels dotés de forts pouvoirs antioxydants, enzymatiques et anti-inflammatoires
(Bourgaud et al., 2001).

Dans I’espoir de valoriser les plantes médicinales de la flore Algérienne, nous
avons eu recours a 1’étude structurale et I’étude biologique de deux plantes utilisées en

médecine traditionnelle : Laurus nobilis L. et Urtica dioica L.
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L’objectif de ce travail est de mettre en évidence les activités biologiques des
extraits (éthanolique et tamponnee) des feuilles de Laurus nobilis L. et 1’Urtica dioica
L., en évaluant I’activité antioxydant, enzymatique et antimicrobienne in vitro, I’activité

anti-inflammatoire in vivo.
Notre étude est scindée en deux grandes parties :

La premicre partie est consacrée a 1’é¢tude bibliographique qui regroupe deux

chapitres :

e Chapitre 1: est consacré a des généralités sur la phytothérapie, les plantes
médicinales et une description botaniquedes deux plantes étudiées vis-a-vis la
composition chimique, classifications botaniques et leurs utilisations.

e Chapitre 11 : est une recherche bibliographique sur les enzymes et les activités
biologiques.

La deuxiéme partie est réservée a 1’étude expérimentale comprenant la
présentation du matériel et des protocoles expérimentaux utilisés pour 1’extraction, la
caracterisation des deux extraits étudiés, dosage des polyphénols et des flavonoides et la
recherche de leurs activités antioxydante, enzymatique, antimicrobiennes et anti-
inflammatoire. Suivi des résultats des différents tests effectués ainsi que leurs

interprétations.

Finalement nous avons terminé notre recherche par une conclusion générale sur
notre étude.
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Chapitre I : Les plantes médicinales

I.1. Phytothérapie

La phytothérapie est une approche médicale alternative qui exploite les bienfaits
thérapeutiques des plantes et de leurs composés actifs. Fondée sur des connaissances
ancestrales et une analyse scientifique des substances actives des végétaux, cette
discipline s'appuie également sur les retours d'expérience des patients. Elle offre une
palette de solutions pour traiter divers troubles, que ce soit en prévention ou en
traitement, qu'ils soient aigus ou chroniques, et méme pour influencer les
prédispositions individuelles a certaines maladies. Son premier objectif est de cibler la
source du probléme au lieu d’atténuer les symptdmes. Les remedes a base de plantes
peuvent prendre différentes formes, telles que les tisanes, les décoctions, les infusions,
les extraits chauds ou froids de la plante ou de parties spécifiques, les poudres et les
solutions liquides (Strang C., 2006).

Le terme « phytothérapie » se décompose en deux termes distincts qui sont«
phuton » et « therapeia », et qui signifient respectivement « plante » et « traitement » de
par leur racine grecque (WICHTL & ANTON, 2003).

1.2. Les différents types de la phytothérapie
Il existe plusieurs types de phytothérapie :

e Herboristerie : Il s'agit de la méthode traditionnelle qui implique l'utilisation de
la plante dans son ensemble ou d'une partie fraiche ou séchée. La préparation se
fait généralement a travers des techniques simples telles que la décoction ou la
macération, souvent dans de l'eau. Ces préparations peuvent également étre
disponibles sous des formes plus modernes telles que les gélules ou la poudre
(Strang C., 2006).

e Aromathérapie : La médecine utilise les extraits aromatiques des plantes, un
terme dérivé du latin «aroma» signifiant odeur et du grec « therapeia »
signifiant traitement. Ainsi, il s'agit de traiter les maladies grace aux huiles

essentielles (Bonnafous, s. d.).

e Homéopathie : ce terme vient du grec «homoios» qui veut dire similaire et «
Pathos » qui veut dire maladie, donc se repose sur le principe de similitude.
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Traiter une personne seine a des symptémes semblables a ceux d’une personne
affectée (Chevallier, 2001).

e Phytothérapie pharmaceutique : On parle ici de [l'utilisation de produits
d'origine végétale obtenus par extraction, puis dilués dans divers solvants. Ces
extraits sont ensuite dosés et convertis en différents formats tels que sirop,
gouttes ou gélules (Strang C., 2006).

1.3. Plantes médicinales
1.3.1. Définition

Les plantes médicinales sont des substances végétales qui possédent des
propriétés thérapeutiques, soit par leur usage traditionnel, soit par des preuves
scientifiques de leur efficacité. Elles sont utilisées depuis des temps immémoriaux pour
soulager ou guérir des maladies, en particulier dans les pays en développement ou elles
représentent une source importante de soins de santé. Les plantes médicinales peuvent
contenir des substances actives qui peuvent étre utilisées directement ou servir de

précurseurs pour la synthese d'autres médicaments utiles (Sofowora, 2010).

Dans le cadre du Code de la Santé Publique, il n'existe pas de définition légale
précise d'une plante médicinale sur le plan juridique. Il s'agit plutdt d'une plante qui,
bien qu'elle ne soit pas spécifiquement designée comme médicinale, est disponible a la

vente sans prescription dans les pharmacies.

Mais D’aprés la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes
médicinales "sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses”. Elles sont considérees
comme des médicaments en France et font partie du monopole du pharmacien, sous

réserve des dérogations établies par la loi (Piraux, 2023).
1.3.2. Les métabolites primaires

Les métabolismes primaires représentent les composés essentiels présents dans
chaque cellule végétale, indispensables a la survie et au fonctionnement de la plante
(Raven et al., 2014).
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1.3.3. Les métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires présentent une distribution restreinte parmi les
diverses especes vegeétales, Ils ont des fonctions trés importantes pour la survie et la
propagation des plantes qui les produisent, servant de signaux chimiques pour leur
défense contre les herbivores et les agents pathogénes. Leur implication dans les
réponses allopathiques, telles que la compétition entre les plantes pour la germination et
la croissance. Il existe plusieurs groupes des métabolites secondaires, chaque groupe
renferme une treés grande diversité des composés qui posseédent une tres large gamme

d’activité en biologie humaine (Jeaun et al., 2005).

Il existe trois grands groupes des métabolites secondaires :

o Les alcaloides.
o Les composés phenoligues.
o Les terpenes.

Chaque groupe renferme une trés grande diversité des composés qui possedent

une tres large gamme d’activité en biologie humaine.

1.3.4. Modes de préparation

Depuis plusieurs décennies, I’lhomme qui vit cote a cote avec les plantes, est
habitué a les consommer pour leurs propriétés médicinales et nutritives. En raison de cet
effet thérapeutique, les pratiques traditionnelles et les études de recherche ont développé
des méthodes de traitement des plantes visant a isoler spécifiquement les molécules

bénéfiques pour leur utilisation locale, orale ou injectable (Hilah et al., 2016).

e Infusion : C'est la méthode de préparation la plus simple, souvent utilisée pour
les parties délicates de la plante telles que les fleurs et les feuilles. (Benderradji et al.,
2021). Une infusion est préparée en versant de 1’eau bouillante sur une quantité de
plantes séches ou fraiches, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes
(Abayomi, 2010).

e Décoction : Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines
de la plante, comme les racines, et aux écorces, qui libérent difficilement leurs principes

actifs lors d’une infusion (Nogaret, 2011). Le principe est simple versez la matiére
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végétale dans de ’eau froide, portée ensuite a ébullition pendant environ 15 minutes ou
plus, puis mise a reposer encore pendant une heure, avant de filtrer (Abayomi, 2010).

e Macération : Celle—ci est préparée en placant la matiére végétale avec la totalité
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 aprés une

précipitation ou une filtration de la matiere végétale (Abayomi, 2010).

Les plantes peuvent également macérer dans 1’alcool, dans la glycérine, ou dans
un autre solvant. Un solvant est un liquide qui retient les principes actifs de la plante. Il

convient de bien sélectionner le solvant en fonction de la plante que 1’on utilise

(Nogaret, 2011).

I.4. Laurier noble (Laurus nobilis L.)

Laurus nobilis L., connu sous le nom de laurier, laurier doux, laurier laurier,
laurier romain ou daphné, est un arbuste méditerranéen & feuilles persistantes,
parfumées et dioique. La plante est généralement cultivée dans diverses régions chaudes
du monde (Kizilyilldirim et al., 2024).

Laurier noble, I'une des plus anciennes épices connues, largement utilisée
comme condiment et épice. Les feuilles sont traditionnellement utilisées dans la
médecine populaire en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé, qui peuvent
aujourd'hui étre scientifiguement expliqués par diverses activités biologiques des
extraits de feuilles (Dobroslavi¢ et al., 2022), on leur attribue une longue liste
dutilisations médicinales, notamment anti-oxydantes, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, cytotoxiques, anti-asthmatiques, anti-arthritiques et analgésiques
(Boulila et al., 2015).

Les extraits et les huiles obtenus a partir des feuilles de laurier sont utilisés dans
divers domaines, notamment en médecine, en alimentation et en cosmétique (Smach et
al., 2024).
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1.4.1. Famille des lauracées :

Laurier (Laurus nobilis L.), appartient a la famille des Lauracées (Lauraceae),
famille botanique importante souvent aromatiques, ses especes peuvent étre reconnues
par leur odeur aromatique (Kizilyilldirim et al., 2024), les Lauracées regroupent environ
32 genres et 2 000 a 2 500 espéces différentes (Barla et al., 2007).

1.4.2. Etymologie du nom Laurus nobilis L. :

Etymologiquement, le nom latin laurus signifiant « toujours vert » fait allusion
au feuillage persistant de la plante et nobilis du latin « fameux » (Pariente L.,
1997).Son nom et aussi symbole du succes dans nos jours a travers le baccalauréat du

latin « Bacca Lauri » soit baies de laurier (Zhiri et al., 2005).

1.4.3.Le nom vernaculaire :

La plante posséde plusieurs noms vernaculaires, "Rand", est le nom le plus

connue en Algérie, pour les autres dénominations voir le tableau ci-dessous.

Tableau 1: Dénomination internationale de Laurus nobilis L. (Teuscher et al., 2005)

Langue Dénomination vernaculaire

Francais Laurier commun, laurier sauce, laurier franc, laurier noble.
Anglais Bay, sweetbay, baylaurel, truelaurel, roman laurel, noble laurel.
Arabe Rand (x), warakatesidnamousa (s s L 48 )5), El ghar (Ud).

1.4.4. Les caractéres botaniques :

Le laurier est un arbuste ou arbre aromatique mesurant de 2 a 6 m et jusqu'a 15 m
de haut a croissance lente, et au tronc droit ramifié dés la base avec un sommet conique,
et s’arrondissant en fil du temps. L’écorce est noire a gris foncé et lisse. Ces branches
remontent en oblique avec des jeunes pousses fines, glabres et brun rougeatre dont les

bourgeons sont étroits, verts rougeatres et longs de 0,2 a 0,4 cm (Kendir, 2022).
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Figure 1: Arbuste de Laurus nobilis L.(Briot C., 2016)

1.4.5. Les caractéres morphologiques :

Laurus nobilis L. est caractérisé par :

e Les feuilles :

Les feuilles sont simples, alternes, et ont une forme oblongue-lancéolée a ovale.
Leur extrémité est pointue ou effilée, et elles peuvent étre dentelées ou ondulées sur les
bords. Les feuilles sont épaisses et coriaces, avec un court pétiole, mesurant entre 3-10
(11) cm de hauteur et 2-4 (5) cm de largeur. La partie supérieure des feuilles est
brillante et de couleur vert foncé a brune, tandis que la partie inférieure est mate, de
couleur verte plus claire a brune, avec une nervure médiane et des nervures bien
marquées. Elles ont une odeur aromatique, surtout apres froissage, une saveur un peu

ameére (Elachouri et al., 2023).

Figure 2: Feuille de Laurier Noble. (lesarbres.fr)
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e Lesfleurs:

Dioiques (fleurs males et femelles sur des pieds séparés), de 0,4 a 0,8 cm avec
une couleur jaune et se présentent en petites grappes. Les fleurs méles se distinguent par
la présence de 8 a 12 étamines, tandis que les fleurs femelles possedent 2 a 4
staminodes. Le périanthe est constitué de 4 a 6 lobes. L'ovaire est situé au-dessus, avec
plusieurs cellules, un style court et un stigmate triangulaire obtus (Elachouri et
al.,2023).

Figure3: Fleurs de Laurus nobilis L. (lesarbres.fr)

e Lesfruits:

Le fruit est une baie mesurant entre 10 et 15 mm, contenant une seule graine, de

forme globuleuse a ellipsoidale, et de couleur noire a maturité (Elachouri et al., 2023).

Elles renferment une graine unique composée de deux cotylédons riches en
lipides et parfumés. La présence €levée de matiéres grasses entraine une oxydation
rapide, limitant ainsi la capacité de germination de la graine. Souvent, les baies
demeurent sur l'arbre tout au long de I'hiver, parfois méme jusqu'au printemps suivant.

Leur huile peut étre extraite pour la fabrication de savons (Quézel& Santa, 1963).

Figure 4: Laurier noble avec fruits(lesarbres.fr)
12
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e Ecorce:

Ecorce gris foncé a trés foncé, mate plus ou moins lisse chez les jeunes sujets et

s’écaillant chez les tres vieux arbres (Botineau, 2010).

Figure 5: Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2003)

1.4.6. Position systéematique :

La position systématique de la plante est décrite dans le tableau ci-dessous

Tableau 2: Classification botanique de Laurus nobilis L. (Quézel& Santa, 1962)

Regne Plantes
Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous —embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus
Espece Laurus nobilis L.
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1.4.7. Répartition géographique :

Laurier noble est une herbe aromatique appartenant a la famille des Lauracées
connue sous le nom de laurier, daphné, laurier, laurier vrai ou laurier doux. C'est un
arbre ou un arbuste a feuilles persistantes, une plante indigene de la région sud de la
méditerranée, que I'on trouve dans les régions a climat chaud et a fortes précipitations,
cette espece préfere les hivers doux, avec des températures ne descendant pas en
dessous de -5 °C (Teuscher et al., 2005, Mohammed et al., 2021).

Il est originaire de la région méditerranéenne et pousse naturellement en Europe
et en Californie. La plante est largement cultivée dans de nombreuses régions chaudes
du monde, notamment en Inde, au Pakistan et certains Pays d'Asie du Sud-Est, certaines
fles du Pacifique, L'Australie, sur la cote méditerranéenne et Europe du Sud, Gréce,
Portugal, France, Turquie, Espagne, Algérie, Maroc, Belgique, Amérique centrale,
Mexique, Sud des Etats-Unis et les Tles Canaries (Parthasarathy et al., 2008).

Les principaux pays producteurs sont la Turquie, qui représente les deux tiers du
commerce mondial, suivie de I'Albanie, du Maroc, de la Grece et de I’Italie (Geerts,
2002).

A I'exception des sols excessivement acides, le laurier est capable de s'adapter &
divers types de sols. Il prospere facilement dans les sols profonds et humides tout au
long de I'année. Idéalement, le sol devrait é&tre riche en nutriments et en bases, avec un

pH proche de la neutralité (Teuscher et al., 2005).
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Figure 6: Distribution des Lauracées a travers le monde (Paparella et al., 2022)

1.4.8. Composition chimique de Laurus nobilis L. :

De nombreuses études ont été menées pour déterminer la composition chimique

des feuilles de Laurus nobilis L. Plusieurs d'entre elles ont confirmé la richesse de ces

feuilles en substances actives. La composition chimique des feuilles est décrite dans le

tableau 3 :

Tableau 3: Les principaux composants des feuilles de Laurus nobilis L.

Classes

Composés

Acides phénoliques

Acide phénylacrylique, carbonique : libres ou estérifiés,
acides p-coumarique, fénulique, sinapique, gentisuque
etvanillique (Barla et al., 2007)

Flavonoides

Principalement la rutine, I’isoquercitrine,
I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside

et3- arabinoside. Le kaempférrol-3-rhamnoside, 2-p-
coumaroyles (Fiorini et al., 1998)

Alcaloides

Actinodaphonine, isodomesticene,launobine,N-
méthylactinodaphonine,nandigérine , néolitsine etréticuline
(Pech & Bruneton, 1982)

Lactones
sesquiterpéniques

La déhydrocostuslactone, artémoreine, érémanthine,
désacétyllaurénobiolide, laurénobiolide, reynosine,
santamarine (Yoshikawa et al., 2000)
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Tocopherols (vitamine L'a-tocophérol, Le y-tocophérol dans les branches et les
E) racines, les feuilles ont révélé la présence d'a, B, et y-
tocophérol (Kendir, 2022)

1.4.9. Usages traditionnelles et médicamenteux de Laurus nobilis L. :

Le laurier est principalement utilisé pour traiter les troubles de I'appareil digestif
supérieur et les douleurs arthritiques. En outre, il favorise I'appétit et la sécréetion des
sucs gastriques. Lorsqu'elles sont utilisées comme condiment, ses feuilles facilitent la
digestion et I'assimilation des aliments. L'huile essentielle, diluée dans une huile neutre,
employée sous forme d'onguent pour frictionner les muscles et les articulations
douloureuses, Il faut cependant faire attention d’utiliser l'huile essentielle par voie
interne et I’appliquer pure sur la peau en raison des risques d'allergie. Ajoutée a I'eau du
bain, la décoction des feuilles apaise les membres douloureux. En infusion, ses feuilles
étaient consommeées pour leurs effets révulsifs et toniques sur I'estomac et la vessie ;
sous forme de cataplasme, elles passaient pour soulager les piqires de guépe ou
d'abeille. Les écorces de laurier « brise les pierres [dans les reins] et soulage les
affections du foie » (Chevallier, 2001).

En Algérie, La décoction de feuille est utilisée dans le traitement de
I’hypertension. Les décoctions de feuilles et de racines sont utilisées pour traiter les
infections respiratoires, génitales et broncho-pulmonaires. En cas de chute de cheveux,

la décoction ou l'infusion de feuilles s'applique sous forme de massage (Kendir, 2022).

A Chypre, on utilise les feuilles de cette plante en infusion pour traiter divers
problémes tels que les affections biliaires, renforcer le systeme immunitaire, soulager
les brdlures, agir comme sedatif, apaiser les irritations cutanées, purifier le sang et

détoxifier (Karousou&Deirmentzoglou, 2011).

En Argentine, la décoction des feuilles séchées est administrée par voie orale pour

traiter les infections des voies respiratoires et urinaires (Ross, 2001).

En Italie, L’ extrait d’eau chaude de feuille séchée est utilisé en externe pour les
inflammations. L'infusion de feuille se prend par voie orale comme antispasmodique

contre les coliques abdominales, ainsi comme sédatif et digestif. L'huile essentielle est
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utilisée comme émollient pour les hémorroides et les saignements sous-cutanés. Le fruit
est pris par voie orale comme laxatif. Le fruit séché, macéré dans I'alcool, est mélangé
avec de l'huile d'olive et utilis¢ en usage externe comme antirhumatismal. L’extrait
éthanol/eau est pris par voie orale pour traiter les maux d’estomac. Un cataplasme

préparé a partir de la feuille est utilisé pour traiter les piqdres d'insectes (Ross, 2001).

1.5. Ortie dioique (Urtica dioica L.)

La grande ortie (Urtica dioica L.) est utilisée comme légume sauvage depuis des
siécles. C'est une plante herbacée vivace aux feuilles épineuses, appartenant a la famille
des orties (Urticacée). Alors que l'ortie peut étre trouvée presque partout, la plante est
largement cuisinée dans les régions ou les legumes sont rares (Uprety et al., 2012).
L'ortie est utilisee comme reméde naturel pour ses propriétés curatives depuis plus de
2000 ans. Cependant, ce n'est qu'au tournant du siécle que son potentiel médicinal a été
pleinement apprécié, commencant par l'identification de la structure chimique et des
qualités pharmacologiques des composés chimiquement actifs (Said, 2015). Pendant
prés d'un siécle, ils ont été considérés comme un aliment ou une partie d'aliment ayant
des propriétés thérapeutiques et censees prevenir et traiter les maladies (Pant, 2019).
Les feuilles sont un légume nutritif qui peut étre cuisiné et mangé, ainsi qu’utilisé en

phytothérapie (Singh & Kali, 2019).
1.5.1. La famille des Urticacées

La famille des Urticacées est une famille de plantes comprenant environ 1000
especes réparties a travers le monde, avec des représentants dans la plupart des régions
tropicales, mais certaines especes, telles que Urtica dioica, sont également présentes
dans les régions tempérées. Ces plantes sont caractérisées par la présence de poils
urticants sur leurs feuilles et tiges, qui peuvent provoquer des démangeaisons (APG 11,
2003).

Les Urticacées sont des plantes herbacées élancées a feuilles stipulées opposées par
deux et a petites fleurs unisexuées. Les fleurs males possédent quatre sépales et quatre
étamines, les fleurs femelles son formées de quatre sépales et d'un carpelle, et donnent
naissance a un fruit sec : un akéene (BEZANGER-BEAUQESNE et al., 1961).
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1.5.2. Etymologie et dénomination d’Urtica dioica L.

Le mot frangais « ortie » est un dérivé du latin Urtica venant du verbe urere, qui
signifie « brdler », en référence au caractére urticant de cette plante par extension
urticaire, se disent de toutes especes démangeaisons similaires a celles provoquées par
les piquantes d’orties (Boyrie, 2016). Le nom d’espéce dioica se disait dioique en
francais quant a lui viendrait du grec di-oikos signifiant « 2 maisons », en référence au
caractere dioique de la plante avec des pieds males et des pieds femelles séparés
distincts a la différence de monoique ou les fleurs males et femelles sont présentes sur le
méme pied (Upton, 2013).

1.5.3. Le nom vernaculaire

La plante possede plusieurs noms vernaculaires, d’aprées Beloued
(2001/1998)"Horaig", est le nom le plus connue en Algérie. Les autres dénominations
sont regroupées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4: Dénomination internationale ¢’Urtica dioica L. (Bertrand, 2010)

Langue Dénomination vernaculaire

Francais Grande ortie, ortie dioique, ortie commune.

Anglais Stinging nettle (U. dioica); dwarf stinging nettle (U. urens); nettle.
Arabe Horaig (&:~) ,nabatalqaras (u=l_lis) .

1.5.4. Position systématique
La position systématique de la plante est décrite dans le tableau ci-dessous

Tableau 5: Classification botanique de Urtica dioica L. (Quézel & Santa, 1963)

Classification Nom scientifique et nom commun
Régne plantae (plantes)
Sous-regne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Embranchement Magnoliophyta (phanérogames)
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Sous-embranchement Magnoliophytina (angiospermes)
Classe Rosideae
Sous-classe Rosideaedialycarpellées
Ordre Rosales
Famille Urticaceae
Genre Urtica L
Espece Urtica dioica L

1.5.5. Origine et distribution géographique de L’ortie dioique

Parmi les espéces du genre Urtica, Urtica dioica L. est la plus grande et la plus
répandue, elle s'est répandue dans toutes les régions tempérées du monde qui pousse
dans certaines régions du monde en fonction de l'altitude, du terrain, du climat et autres
conditions environnementales (Ghedira et al., 2009). Originaire d'Eurasie, On la
rencontre plus en Europe du Nord qu'en Europe du Sud, en Afrique du nord, en Asie et
largement distribuée en Amérique du Nord et du Sud, Alors Urtica dioica L est
largement répandue a travers le monde, avec une présence particuliére dans les régions

tropicales et subtropicales (Schauenberg& Paris, 2005).
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Figure 7: Distribution d’Urtica dioica.L a travers le monde (StingingNettle : Pictures
| Urtica dioica, s. d.)

Elle pousse sur tous les terrains, argileux ou sablonneux, calcaires ou siliceux,
surtout ceux contenant des matieres organiques fraiches mais toujours riches en azote
(elle fait partie des plantes nitrophiles) et de préférence avec une certaine humidité
(plante hygrophile) surtout lors de son implantation. Urtica dioica Lest trés résistante a
la sécheresse, on la trouve aussi bien en plein soleil a 1’abri d’une fagade qu’au fond
d’un vallon ombragé. Symbole de milieux riches et fertiles, 1’Ortie ne pousse jamais
seule, mais en grands massifs compacts a I'abri desquels s'installe de nombreux insectes
(Draghi, 2005).

1.5.6. Les caractéres botaniques

L'Ortie, une plante élancée, peut atteindre une hauteur de 60 a 90 cm, voire
dépasser 1 m 50(Singh & Kali, 2019). Reconnaissable a ses feuilles opposées et a ses
petites fleurs regroupées en grappes ou en “boulettes” de teinte verdatre, elle se
reproduit vivacement grace a ses organes souterrains. Ces derniers se composent de
rhizomes cylindriques mesurant entre 3 et 10 mm d'épaisseur, ainsi que de longues
racines variant de 1 & 5 mm d'épaisseur, ornées d'un réseau de fines racines. Les jeunes
pousses sont récoltées au printemps (Viotti et al., 2022 ; Bertrand, 2010 ;Buronzo,
2013).
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Urtaoz dectct

Figure 8: Planche botanique d’Urtica dioica.L (Plante, 2016)

1.5.7. Les caractéres morphologiques
Urtica dioica Lest caractérisé par :

a. Les feuilles :

Les feuilles se distinguent par leur disposition opposée sur la tige et leur bord
grossierement dentelé de maniere triangulaire de couleur vert foncé en raison de leur
richesse chlorophylle (Testai et al., 2002), elles sont en général plus longues que larges
mesurent de 3 a 15 cm de long. Elles sont recouvertes de poils urticants mais seulement
sur la face supérieure (Upton, 2013). Elles répandent une faible odeur herbacée ; leur

saveur est aigrelette et astringente (Bertrand, 2010).
—

Figure 9:feuilles Urtica dioica.L Damien & Damien, 2021)
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b. Tige

La tige d’Urtica dioica.L est dressée, robuste, non ramifiée, et a section
quadrangulaire. Elle peut atteindre 1.5 m de hauteur et couvertes de poils urticants
(L’effet irritant de 1’ortie provient de I’acide formique) et des poils courts, tres fibreuse

porte des feuilles (Wichtl& Anton, 2003).

Figure 10: Tige Urtica dioica.L (Montagne, s. d.)
c. Poils urticants :

Tous les organes d’Urtica dioica.L sont recouverts de poils urticants. Il y a deux
types de poils urticants : des longs poils urticants appelés scientifiguement des
trichomes qui agissent comme des aiguilles hypodermiques, injectant de I'histamine et
d'autres produits chimiques produisant une sensation de piqlre au contact des humains

et d'autres animaux et de petits poils souples (Pullin& Gilbert, 1989).

Figure 11: Poils urticants Urtica dioica.L (cultivetarue.fr)

d. Fruit

Le fruit d’Urtica dioica.L est constitué d’un akene jaune brun ovale de forme

aplatie. Il est enfermé dans un calice persistant contenu une graine. Généralement, ils
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sont entourés de deux feuilles extérieures étroites et deux feuilles intérieures grandes et

larges, elles s’ouvrent a maturité pour que cet akéne tombe (Candais, 2019).

Figure 12: Akene d ortie (File: Wikimedia Commons, s. d.)

e. Lesfleurs

Apparaissant de juin a septembre, sont disposées a l'aisselle des feuilles, en
grappes ramifiées, dans toute la partie supérieure de la plante. La fleur femelle est
verdatre et son ovaire est surmonté d'un style et d'un stigmate en pinceau. La fleur male
est jaunatre et comporte quatre étamines a filets longs, élastiques, repliés dans le bouton
floral (Moutsie, 2006).

La floraison est estivale, soit du printemps jusqu’au début d’automne (Fletcher.,
2007).
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Figure 13: Fleurs males, et fleurs femelles d ortie (Boyrie, 2016).

f. Racines

Ce sont des rhizomes - tiges souterraines, jaunatres, tragcants et abondement

ramifierpuissants qui développent chaque année de nouvelles pousses, pouvant donner
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naissance a une colonie dense, d'ou le caractere par fois envahissant de l'ortie ils fixent

I'azote de l'aire (Moutsie, 2006).

Figure 14: Racines d’Urtica dioica L. (File: Wikimedia Commons, 2022)
1.5.8. Composition chimique d’Urtica dioica. L

Urtica dioica.L est une plante riche en composants qui sont utilisés depuis
longtemps (Dhouibi et al. 2020), Vu son usage traditionnel millénaire, les scientifiques
ont accordé un important intérét a sa composition chimique. Jeune pousse de plante
fraiche : Il a été démontré qu'elle contient (90 %) d’humidité, des glucides totaux (7,1
%), des fibres alimentaires (6,4 %), des protéines (3,7 %), des cendres (2,1 %) et des
graisses (0,6 %). De plus, la plante (jeune pousse) est riche en vitamine A, calcium, fer
et protéines (Rutto et al., 2013). Les teneurs en phénols, flavonoides, minéraux et

vitamines dans la structure de la plante sont données dans le tableau suivant :
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Tableau 6: Les composants de la plante d’Urtica dioica L ( «<Novel Drug Targets
With Traditional Herbal Medicines » , 2022)

Classes

Composés

Acides aminés

Alanine, arginine, acide aspartique + asparagine, acide
glutamique + glutamine,glycine, histidine, isoleucine,
leucine, lysine, méthionine, phénylalanine,proline, sérine,

thréonine, tyrosine, valine, y-aminobutyrate

Glucides

B-Glucose, a-glucose, a-rhamnose, saccharose, myo-

inositol, inuline

Acides organiques

Acide acétique, acide citrique, acide formique, acide
malique, acide malonique, acide quinique, acide

succinique

Acides gras

Acide  o-linolénique, acide arachidique, acide
arachidonique, acide  béhénique, acide cis-10-
heptadécénoique, acide cis-11,14-écosadiénoique, acide
hénéicosanoique, acide heptadécanoique, acide laurique,
acide lignoceérique, acide myristique, acide myristoléique,
acide nervonique, acide palmitique, acide palmitoléique,

acide stéarique, acide tricosanoique

Caroténoides

13-cis-lutéine, 13-cis-lutéine, 9'-cis-lutéine, 9-cis-lutéine,
tout-trans-lutéine, tout-trans-f-carotene, lycopeéne,

néoxanthine, violaxanthine, 3-caroténe-isomeres cis

Composés phénoliques

(+)-Néo-olivil, 1,2-diguaiacyle-1,3-propanediol, acide
caféique, coniférol, esculetin, acide férulique, acide
férulique, acide gallique, acide gentisique, , alcool

homovanillylique, isolariciresinol, acide p-coumarique, p-
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hydroxy-acétophénone, acide protocatéchuique, acide
quinique, alcool salicylique, sécoisolaicirésinol, alcool
sinapylique, scopoletin, acide syringique, tyrosol, acide

vanillique

Amentoflavone, catéchine, hydrate de catéchine,

cryséroiol, épicatechine, isorhamnétine,

. isorhamnétinehexoside, isorhamnétine-3-O-rutinoside,
Flavonoides

kaempferol, kaempférol-3-O-glucoside,  quercétine

dihexoside, quercétine-3-O-glucoside, quercétine-3-O-

rutinoside

(E)- P-lonone, (E)-anéthol, (E)-géranyl acetone, 2-
heptanone, 2-pentylfurane, salicylate de benzyle,
. i carvacrol, carvone, aldéhyde de cumin, heptanal, hexanal,
Composés volatils

linalol, palmitate de méthyle, naphtalene, néophytadiene,
nonanal, octanol, p-cyméne, [B-bourbonéne, [-

carophylléne, y-cadinéne, y-sitostérol, 5-cadinene

1.5.8. Usage traditionnelles et médicamenteux d’Urtica dioica L.

Urtica dioica.L est une plante qui a traditionnellement des utilisations a la fois
médicinales et non médicinales. Elle peut étre transformée en thé, est mangeable et peut
étre utilisée comme composant dans des boissons et cocktails en raison de sa nature
nutritive (Kregiel et al. 2018). De plus, elle a été utilisée dans de nombreux domaines
non médicaux tels que le tissu, le fil, le papier, la teinture et le répulsif a mouches
(Taheri et al., 2022).

Dans l'utilisation médicale d'Urtica dioica.L, des parties de la plante telles que la
plante entiére, les feuilles, les racines et les graines sont utilisees. Urtica dioica.L a des
effets tels qu’astringent, anti-inflammatoire, diurétique, anticancéreux, antihypertenseur,
antioxydant, antihyperglycémique, antiprolifératif et anti-pelliculaire, antibactérien,

analgésique, antiviral, anti-colite, et anti-Alzheimer. De plus, elle est utilisée en interne
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dans les hémorroides, le traitement des saignements menstruels abondants, I'anémie, la
jaunisse, les calculs dans la vessie, la goutte, la prévention des vertiges, les hémorragies,
I’arthrite ; utilisée en externe pour le traitement de la sciatique, les problémes

capillaires, la névralgie, les piqQres d'insectes, les saignements de nez, et les
rhumatismes (Ghedira et al., 2009).
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I1.1. Généralités sur les enzymes
11.1.1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des molécules de nature protéique, reconnues comme des
catalyseurs biologiques hautement efficaces, elles accélérent les réactions biochimiques
en augmentant leurs vitesses d’au moins 10° fois, par rapport a la réaction en leur
absence (Chapman et al., 2018 ;Granner, 2008). Les enzymes permettent la
conversion des substrats en produits nécessaires a divers processus et réactions
indispensables a la survie et au développement des organismes vivants. Elles sont
omniprésentes chez différentes especes et jouent un rdle crucial au niveau cellulaire en
facilitant une gamme diversifiée de réactions biochimiques fondamentales (Li et al.,
2012).

Les enzymes sont des protéines de tres hauts poids moléculaires (10 000 a 1
000000 Daltons) se forment a partir de milliers d'acides aminés alignés en une structure
linéaire. Ces acides aminés présentent une diversité chimique et sont connectés les uns
aux autres par des liaisons covalentes nommées liaisons peptidiques (Ribadeau-
Dumas, 1991). Les enzymes contribuent a la décomposition des nutriments en
composés plus facilement assimilables (Meunier, 1999). Parmi les enzymes les plus
connues, celles présentes dans le tube digestif sont particulierement importantes. La
pepsine, la trypsine et les peptidases, par exemple, décomposent les protéines en acides
aminés, tandis que les lipases dégradent les graisses en glycérol et en acides gras. Les
amylases transforment les hydrates de carbone en sucres plus simples (Burhan et al.,
2003).

En plus, de leur réle tres important au niveau des cellules des différents
organismes vivants, Aujourdhui, les enzymes présentes un intérét et une demande
croissante a I'échelle industrielle, notamment dans la production de produits chimiques
fins, de produits pharmaceutiques et de produits agrochimiques (Saraf, 2013 ;Winkler
et al., 2018).

I1.1.2. Mode d’action des enzymes

Les fonctions uniques des enzymes en tant que protéines catalytiquement actives

sont le resultat de leurs structures tridimensionnelles complexes et du site actif intégré
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en leur sein. Cela permet une reconnaissance hautement spécifique des substrats,

conduisant & une excellente sélectivité (Groger&Asano, 2012).

Le complexe enzyme-substrat (ES) représente une position ou le substrat (S) est
lié¢ a I'enzyme (E) de telle sorte que la réaction soit rendue plus favorable. Dés que la
réaction a eu lieu, la molécule produite (P) se dissocie de I'enzyme, qui est alors libre de

se lier a une autre molécule substrat (Robinson, 2015), selon la réaction suivante :
S+E — EScomplexe ) P

(E) : Enzyme, (S): Substrat, (ES):complexe Enzyme-Substrat, (P): Produit.
11.1.3. Classification des enzymes

D'aprés I'Union Internationale de Biochimie et Biologie Moléculaire (IUBMB),
les enzymes sont divisées en sept classes selon le type de réaction qu'elles catalysent

(Cornish-Bowden, 2013) (voir Tableau ci-dessous).

Tableau 7: Classification des enzymes et leur mode d’action. (McDonald et al., 2009)

Classes Noms Réactions catalysées Exemples

) Elles catalysent le transfert des
EC1 Oxydoréductases Catalase
électrons A°+ B™== A + B

Elles catalysent le transfert d’un )
] _ Hexokinase,
EC2 Transférases groupement fonctionnel

Methyltransferase
AX+B === BX + A

Elles catalysent I’hydrolyse des ]
o Lipase,
substrats par utilisation d’une )
EC3 Hydrolases . Protéase,
molécule d'eau

Amylase
A-B + H)O === A-H + B-OH
Elles catalysent le clivage de
liaisons covalentes par réactions

Pyruvate

autre que 1’hydrolyse ou

EC4 Lyases décarboxylase,

I’oxydation formant souvent de -
Amidine-lyases

nouvelles double liaisons. Elles

catalysent aussi la réaction inverse.
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A-B == A-B

Elles catalysent le transfert d’un
groupement a 1’intérieur d’une
méme molécule, ces enzymes ) ]
) Maleate isomérase,
EC5 Isomérases catalysent des changements
' Phosphotransferases
géométriques ou structurels d’une
molécule

A = B(ou A est un isomeére de B)

Elles catalysent la jonction
£Co Ligases (ligature) de deux molécules avec Pyruvate carboxylase
(synthases) des liaisons covalentes Cyclo-ligases

A + B +ATPA == B+ADP+PI

Elles catalysent le mouvement des
ions ou des molécules a travers les
EC7 Translocases membranes ou leur séparation dans | Ornithinetranslocase
les membranes

AX+B=—= A+ X+B

Les enzymes peuvent étre classées aussi en fonction de leur localisation elles
peuvent étre soit intracellulaires, soit extracellulaires.

+ Les enzymes intracellulaires

Les enzymes intracellulaires sont synthétisées a l'intérieur de la cellule et peuvent
se localiser dans des compartiments subcellulaires particuliers (Robinson, 2015). Elles
interviennent dans les réactions métaboliques (cataboliques et anaboliques), des
réactions cataboliques comme par exemple I’hydrolyse du saccharose (invertase), de
I'amidon (amylase) et des protéines (protéases) (Sindhu et al., 2017 ; Saini et al.,
2017), et des réactions anaboliques comme par exemple la synthese du glycogene
(glycogéne-synthase) (Jensen & Lai, 2009), des acides gras (acide gras synthétase)
(Feergeman&Knudsen, 1997).

+ Les enzymes extracellulaires

Les enzymes extracellulaires sont des enzymes produites a I’intérieure des

cellules mais qui agissent a I’extérieure des cellules (Robinson, 2015). Ces enzymes
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extracellulaires sont présentes chez les différents organismes vivants et interviennent
dans différentes reactions importantes pour la survie des organismes. Comme par
exemple, I’implication dans la décomposition et I’hydrolyse des composés complexes,
qui se trouvent a I’extérieur des cellules, en molécules de tailles plus petites pour étre
transportées a I’intérieur de la cellule a travers les membranes cellulaires (Arnosti,
2011).

11.1.4. Les enzymes industrielles

L'utilisation croissante des enzymes dans les processus industriels découle de
leur capacité naturelle a catalyser des transformations chimiques hautement spécifiques.
Ces enzymes sont également employées dans divers domaines tels que la fabrication
des médicaments, la fabrication alimentaire, la nutrition animale, les produits
cosmetiques, I’utilisation technique, ainsi que dans la recherche et le développement
(Lietal., 2012).

textile autres
10%

pharmacie
8%

Figure 15: Utilisation des enzymes dans les différents secteurs d’industrie

A I’heure actuelle, prés de 4 000 enzymes sont connues, parmi lesquelles environ
200 types microbiens originaux sont utilisés commercialement (Li et al., 2012).
Environ 40 a 50 enzymes sont produites a 1’échelle industrielle (en quantités allant de
plusieurs kilogrammes a des tonnes par an). Le marché mondial des enzymes est
actuellement dominé par les hydrolases, en particulier les protéases, les amylases, les
cellulases et les lipases, fournies soit sous forme de concentrés liquides, poudres ou
granulés. (Robinson, 2015).
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La majorité des enzymes dans les utilisations industrielles sont des protéines
extracellulaires provenant soit de sources fongiques (par exemple, les especes
Aspergillus) ou de sources bactériennes (par exemple, les especes Bacillus). Des
exemples incluent l'a-amylase, la cellulase, la dextranase, protéases et
amyloglucosidase. De nombreuses autres enzymes a usage non industriel sont
intracellulaires et sont produites en quantités beaucoup plus faibles par la cellule. Des
exemples de ceux-ci comprennent l'asparaginase, la catalase, le cholestérol oxydase, le

glucose oxydase et la glucose-6-phosphate déshydrogénase (Robinson, 2015).
11.1.4.1. Origine des enzymes industrielles

Les enzymes industrielles peuvent provenir de sources végétales, animales ou
microbiennes. L'extraction a partir de plantes et d'animaux est souvent entravée par des
parameétres difficiles a contrbler. C'est pourquoi les producteurs privilégient la
production d'enzymes a partir de microorganismes, car elle est plus aisée a gérer et
conduit a des résultats plus constants (Coultouly, 1991 ; Meunier, 1999 ; Rao et al.,
1998).

Les enzymes sont abondamment fournies par les végétaux et les animaux, parmi
lesquelles dominent les protéases telles que la papaine (du papayer), la broméline (de
I'ananas), la trypsine (du pancréas de beeuf) et la présure (du veau non sevré). En plus,
on retrouve d'autres enzymes comme les amylases (issues du malt et du beeuf) et les

lipases (du soja et du beeuf).

Les microorganismes fournissent également une variété d'enzymes similaires.
Parmi les bactéries, le genre Bacillus est particulierement exploité, notamment avec
deux especes distinctes : B. licheniformis (productrice d'amylase thermostable et de
protéase alcaline) et B. subtilis (ainsi que sa variété "amyloliquefaciens”), qui
produisent une gamme étendue d'enzymes comprenant amylase, protéase, lipase et
glucanase. Parmi les Levures telles que le genre Saccharomyces et les Moisissures

telles que le genre Penicillium (Bertheau et al., 2019).
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11.1.4.2. Importance des enzymes industrielles

» Les enzymes microbiennes :

Les enzymes microbiennes suscitent un intérét considérable dans l'industrie en
raison des propriétés uniques des microorganismes ou de leurs enzymes. Parmi celles-
ci, on peut citer la croissance rapide et économique des microorganismes producteurs
d'enzymes, ainsi que le rendement de production élevé. De plus, la production
d'enzymes est généralement plus simple chez les microorganismes que chez les

vegétaux et les animaux (Singh et al., 2016).

Les procedés industriels se déroulent souvent a des températures élevées pour
favoriser les réactions chimiques et réduire les risques de contamination microbienne.
Par conséquent, l'utilisation d'enzymes thermo-tolérantes et thermostables est
essentielle. Les enzymes issues des microorganismes sont souvent thermostables, ce qui

constitue un avantage majeur dans les applications industrielles (Nigam, 2013).

» Lesenzymes animales :

L'utilisation industrielle des enzymes d'origine animale est moins répandue que
celle des enzymes microbiennes et végétales. En effet, leur production est plus ardue et
plus colteuse, et elles sont moins stables que les enzymes vegétales et microbiennes. De
plus, leur solubilité dans les solvants organiques est souvent limitée. (Singh et al.,
2016 ; McAllister et al., 2001 ; Olive et al., 2012)

Les enzymes animales présentent des avantages en tant que catalyseurs efficaces.
Elles peuvent catalyser un large éventail de réactions d'intérét industriel dans divers
secteurs (Winkler et al., 2018). Par exemple, dans le domaine médical, elles sont
utilisées pour traiter les carences enzymatiques chez I'nomme, telles que la carence en
lipase gastrique (Abrams et al., 1988), ainsi que pour la manipulation des genes en
thérapie génique (comme les nucléases a doigts de zinc) (Carroll, 2008). Dans le
secteur agro-alimentaire, elles sont employées pour la coagulation du lait nécessaire a la
fabrication fromagere, ou les protéases animales comme la chymosine et la pepsine

jouent un role essentiel (Spinnler, 2013).
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» Les enzymes végeétales :

Les enzymes vegétales sont reconnues pour leur rble essentiel en tant que
catalyseurs meétaboliques, ce qui les rend précieuses dans une multitude d'industries et
d'applications, notamment dans I'industrie agroalimentaire (Parmjit et al., 2010) et le
traitement des déchets (Jean et James, 1997). Elles se distinguent par leur stabilité et
leur activité (Rédéo et al., 2011), leur bonne solubilité, leur faible toxicité, ainsi que
leur capacité a fonctionner dans des conditions physico-chimiques diverses (Singh et
al., 2016). Les enzymes végétales présentent divers avantages, tels qu'un colt de
production inférieur a celui des enzymes animales, une grande spécificité, un rendement
élevé avec peu de produits secondaires et une production limitée de dérivés toxiques
(Spinnler, 2013).

Les propriétés des enzymes végétales leur conferent une polyvalence
d'applications dans divers secteurs industriels. Par exemple, dans l'industrie alimentaire,
elles sont utilisées pour la biosynthese des arémes, comme la lipoxygénase (Sindhu et
al., 2017), pour améliorer la qualité des produits de base tels que le pain et la biére,

grace a des enzymes comme la cellulase et les hémicellulases (Spinnler, 2013).

11.1.4.3. Application industrielle des enzymes :

Les enzymes peuvent étre utilisées dans différents secteurs industriels
notamment 1’industrie laiticre, la boulangerie, domaine pharmaceutique. Les

applications industrielles majeurs des enzymes sont citées ans le tableau ci-dessou
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Tableau 8: Applications enzymatiques sur différents secteurs industriels

Champs
d'application

Enzyme

Application

Industrie laitiére

Chymosine, lipases,
Protéases,
Lysozymes

Fabrication de fromage, la fonction principale est I’hydrolyse de la liaison
peptidique spécifique qui génere de la para-k-caseine et des macropeptides.

-galactosidases,

Décomposer le lactose en glucose et galactose dans la transformation du lait

(Fernandes, 2010) Lactases pour éviter l'intolérance au lactose.
Protéases la production de protéines de lait faiblement allergenes utilisées comme
ingrédients dans les préparations pour nourrissons.
Dégrader I'amidon des farines et contrdler le volume et la structure de la mie
a-amylases du pain
Industrie de la pain.
boylangerle Lipases Améliorer la stabilité des cellules a gaz dans la pate.
(Lietal., 2012)
Protéases Reéduire les protéines dans la farine.

Meédicale

I-Asparaginase
(Escherichia coli)

Chimiothérapie anticancéreuse, en particulier pour la leucémie. (Robinson,
2015)

Urokinase (Activation
du plasminogene
Humain)

Elimination des caillots de fibrine du sang. (Robinson, 2015)
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-Utilisé comme aide a la digestion, cas des protéases d’Aspergillus oryzae(Rao
etal., 1998).

Protéases -I’hydrolyse de la fibrine et le fibrinogéne chez les patients souffrant d’une
hémodialyse en utilisant la « Brinase » (une protéase acide plasmin-like)
(Sumantha et al., 2006).
Amylases -Utilisé comme aide digestif pour éviter les dyspepsies (indigestions) et les
fermentations intestinales et dans le traitement de diabéte et de 1’obésité
(Nielson et al., 2001).
Hydrolyser I'amidon pour réduire la viscosité.
Industrie de synthése | a-amylases Adjuvant liquéfiant.
organique Augmentation de la teneur en maltose et glucose.
(Lietal., 2012)
Protéases Augmentation des protéines solubles et de I'azote aminé libre (FAN).

Industrie cosmétique
(Lietal., 2012)

Amyloglucosi-dases,
Glucose oxydases

Dentifrices et bains de bouche.

Désencollage textile, qui permet d’éliminer la colle d’amidon qui enduit les

Textile Amylases fibres et les protége au cours du tissage (Hendriksen et al., 1999)
Modifier la structure de la fibre de cellulose pour augmenter I'éclat des
Cellulases :
] . . couleurs et adoucir le coton.
Détergents a lessive
(Lietal, 2012) Lipases Matieres grasses en décomposition, telles que les graisses, le beurre, les sauces

et les taches tenaces sur les cols et les poignets.
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11.2. Les caractéristiques biologiques

11.2.1. Pouvoir enzymatiques

La determination des enzymes est une pratique fréquente en biochimie et biologie
moléculaire. En raison de leur présence dans les cellules vivantes en combinaison avec
d'autres protéines, il est impossible de mesurer directement leur concentration.
Cependant, la propriété la plus importante d’'une enzyme particuliere dans le contexte
biochimique est son activité catalytique, elle peut étre simplement quantifiée en

mesurant la vitesse d'une réaction spécifique.

Un large éventail de méthodes est disponible pour mesurer I'activité enzymatique,
chaque méthode étant choisie en fonction de la nature du changement chimique observe.
Le choix d'une technique spécifique dépendra de criteres de commodité, du colt, de la
disponibilité des équipements et des réactifs appropriés, ainsi que du niveau de
sensibilité requis (Glatz, 2006).

11.2.2. Pouvoir antioxydant

Les antioxydants sont des substances bioactives qui agissent comme des agents
réducteurs, offrant une protection contre les dommages causés par les espéces réactives
de l'oxygene (ROS), tels que les radicaux anioniques superoxydes, I'hydroxyle, le
peroxyde d'hydrogene et I'oxygéne singlet. Leur action retarde significativement ou
prévient l'oxydation de divers substrats comme les lipides, les protéines, I'ADN et les
glucides. De ce fait, ils jouent un role protecteur contre une multitude de maladies
chroniques, telles que le cancer, les maladies coronariennes, les maladies cardiaques,
les maladies auto-immunes, le diabete, la sclérose, l'athérosclerose et I'inflammation
chronique (Paul et al., 2015).

Les antioxydants naturels sont largement étudiés pour leur capacité a protéger les
organismes et les cellules des dommages provoqués par le stress oxydatif, les herbes et
les épices sont, en général, des sources inoffensives pour obtenir des antioxydants
naturels (Elmastas et al., 2007). Les cellules sont équipées de plusieurs systemes de
défense contre les dommages causés par les radicaux libres, notamment des enzymes
oxydatives telles que la superoxydedismutase (SOD) et la catalase (CAT), ou des

composés chimiques tels que 1'a —tocophérol (vitamine E), l'acide ascorbique (vitamine
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C), les caroténoides, p-caroténe (provitamine A), la quercéetine, la rutine et le
picnogenol (Bartosz, 2003 ; Barros et al., 2008).

Les antioxydants de synthése les plus connus sont les composés phénoliques tels
que  Hydroxyanisolebutylé  (BHA),  Hydroxytoluénebutylé  (BHT), tert-
butylhydroquinone (THBQ) et Gallate de propyle (GP) (Suhaj, 2006 ;Tadhani et al.,
2007). La majorité des antioxydants, qu'ils soient synthétiques ou naturels, contiennent
des groupes hydroxyphénoliques dans leur structure. Leurs propriétés anti-oxydantes
sont en partie dues a la capacité de ces composés a piéger les radicaux libres, tels que
les radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes (O2¢) (Rice-Evans et al., 1995 ;Bartosz,
2003).

La capacité anti-oxydante des molécules peut étre évaluée soit in vivo,
directement sur l'organisme vivant, soit in vitro, a l'aide de tests reproduisant les
phénomeénes physiologiques. Pour évaluer l'activité anti-oxydante dans un extrait
naturel, diverses méthodes ont été élaborées. Elles consistent généralement a mélanger
des especes oxydantes telles que des radicaux ou des complexes métalliques oxydés
avec un échantillon contenant des antioxydants capables d'inhiber la formation des
radicaux. Ces antioxydants agissent principalement selon deux mécanismes majeurs :
soit par transfert d'atomes d’hydrogene, soit par transfert d'électrons (Prior et al., 2005).

Ces techniques se distinguent les unes des autres par les réactifs employés, les
conditions d'application et les protocoles utilisés, ainsi que par le mécanisme d'action
par lequel I'extrait ou la molécule testée se manifeste dans le milieu (Madi&Belkhiri,
2018).

Les résultats sont généralement compares a ceux obtenus avec un antioxydant de
référence, tels que l'acide ascorbique (vitamine C), l'a-tocophérol (vitamine E) et des

antioxydants synthétiques comme le BHT (butyl-hydroxytoluéne) (Molyneux,2004).

11.2.3. Pouvoir antibactérien

L'activité antibactérienne in vitro est une évaluation de I'efficacité d'un agent
antibactérien contre des micro-organismes (Cowan, 1999), Les études sur l'activité
antibactérienne des plantes médicinales et de leurs composés constitutifs est largement
étudiée contre un large eventail en microorganismes et elles contribuent a
I'identification de nouvelles sources d'agents antimicrobiens et a la recherche de
solutions alternatives face a la résistance croissante des bactéries aux antibiotiques
traditionnels (Daglia, 2012).

39



Chapitre Il : Les caractéristiques biologiques

Lorsque I’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets :

e Une activité 1étale (bactéricide), c’est la capacité a tuer les bactéries dans
des conditions spécifiques ;

e Une inhibition de la croissance (bactériostatique), c’est la capacité a
inhiber temporairement la multiplication d'une population bactérienne
(Hammer et al., 1999).

11.2.4. Pouvoir antifongique

Les champignons microscopiques sont responsables de nombreux maux chez les
humains, les animaux et les plantes. Ils causent également des dommages considérables
au bois, aux produits agricoles, aux denrées alimentaires et a divers autres matériaux
(Breton et al.,1990).

Les antifongiques sont des substances, naturelles ou synthétiques, capables de
détruire selectivement ou non les différents champignons rencontrés en mycologie,
qu'ils soient administrés localement ou par voie générale. lls agissent en inhibant la
formation de la paroi cellulaire, la division cellulaire, ainsi que la synthése d’ARN/ADN
ou protéique (O’fel, 1982). Cependant, les antifongiques actuellement disponibles ne
répondent pas pleinement aux criteres définissant l'antibiotique idéal. Ils devraient
idéalement présenter une propriété spécifique vis-a-vis du champignon pathogene, une
bonne diffusion dans l'organisme, un large spectre d'activité in vivo, une absence de
problémes liés a I'apparition de souches résistantes et d'effets secondaires significatifs
(Lacroix C et al., 2003).

Les extraits végétaux renfermant des composés actifs spécifiques peuvent
également posséder des propriétés antifongiques et antimicrobiennes. Des substances
telles que les polyphénols, les flavonoides et les terpénoides ont démontré des effets
inhibiteurs sur les champignons phytopathogénes et les microorganismes. Ces extraits
végétaux offrent une alternative naturelle aux produits chimiques de synthése dans la
lutte contre les maladies des plantes et dans la préservation des aliments (Lis-Balchin.,
2002).
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11.2.5. Pouvoir anti-inflammatoire

La therapie anti-inflammatoire repose généralement sur ['utilisation de
médicaments synthétiques, appelés anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), ainsi
que des corticostéroides. Bien que largement utilisés, ces médicaments peuvent
entrainer des effets secondaires graves, notamment une toxicité rénale et digestive (Eri
et al., 2011).Afin de réduire les effets secondaires des anti-inflammatoires
commercialisés, le recours aux produits naturels (particulierement les plantes
médicinales) s’impose comme une piste trés importante a explorer pour avoir des
médicaments efficaces et a moindre effets secondaires. L’activité anti-inflammatoire
des plantes médicinales est due a leur contenu en métabolites secondaires bioactifs, tels
que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les coumarines les terpenes...etc
(Duwiejua et al., 1993).

Le nombre de composés phyto-chimiques trouvés dans le régne végétal est tres
vaste, et leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phyto-

chimiques ont des propriétés anti-inflammatoires (Han et al., 2007).
11.2.6. Les caractéristiques biologiques des plantes étudiées

L’Ortie et le Laurier Noble présentent une diversité d'activités biologiques en
raison des composes chimiques qu'elles renferment. Des recherches antérieures ont

révélé plusieurs activités associées a ces plantes.
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Tableau 9 : Résumé de quelques pouvoirs biologiques des plantes étudiées.

Pouvoirs biologiques

Laurus nobilis L.

Urtica dioica L.

Activité anti-oxydante

Selon Ferreira et al. (2006), L'huile essentielle a démontré
une activité antioxydante significative dans les tests de
DPPH et d'acide

respectivement des taux d'inhibition de 53% et 44%.

[B-caroténe-linoléique,  montrant
L'extrait éthanolique a également montré une activité
antioxydante, dans le test DPPH, avec un taux d'inhibition de
67%. La décoction, elle a présenté des effets antioxydants
dans les deux tests, avec des taux d'inhibition de 61% et
51%.

Selon Pieroni et al., 2002, 1'extrait d’Urtica dioica(solvant 80 %
éthanol) a été testé par pour son activité de piégeage des radicaux
libres (DPPH), pour I'inhibition in vitro de la peroxydation lipidique
du cerveau de bovin et pour l'inhibition de lI'oxydase de xanthine.
L'extrait d'ortie a inhibé la peroxydation lipidique cérébrale de plus
de 50 % et a entrainé une inhibition d'environ 30 % dans le test de

I'oxydase de xanthine, mais n'a eu aucun effet dans le test DPPH.

Activité antibactérienne

Selon Ramos et al., 2012I'huile essentielle présente le taux
le plus éleve contre toutes les bactéries tandis que les
extraits éthanoliques et aqueux ont montré aucune activité
inhibitrice contre Escherichia coli, Pseudomonas putida, et
Salmonella typhimurium, I'huile essentielle a montré le
meilleur effet inhibiteur contre Pseudomonas putida avec

une valeur de CMI 0,5 mg mL—1.

Urtica dioicaa un fort effet antibactérien sur des bactéries telles qu'
Escherichia coli, Salmonella spp., Proteusspp., Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa(Salih 2014).

L'extrait liquide d'Urtica dioica L. a montré une activité
antimicrobienne contre Pseudomonas fragi, Campylobacterjejuni,

Staphylococcus aureus et des souches de
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Shewanella(ElezGarofuli¢ et al. 2021).
De plus, I'extrait méthanolique d'Urtica dioicaa montré un potentiel
résistant a la

antibactérien contre Staphylococcus aureus

méthicilline. (Salehzadeh et al. 2014).

Activité antifongique

Selon Salhi et al. (2015) I'huile essentielle de Laurus nobilis
L. présente une activité antifongique significative contre
contre les souches de Fusariumsporotrichoide, avec un

indice d'inhibition de 100% a une concentration de 0,5%.

Selon Hadizadeh et al., 2008Les extraits éthanoliques ont montré
une activite antifongique contre plusieurs champignons pathogenes
des plantes testés, en particulier Alternariaalternata et
Rhizoctoniasolani réduction de la croissance du mycélium de ces

champignons, avec une inhibition totale a 0,9%.

Activité anti-

inflammatoire

Selon Gnankiné&Bassolé, 2017, L’extrait éthanolique (a
80%) des feuilles de laurier séché, administré par voie orale
a des rats & une dose de 100 mg/kg, a provoqué une
inhibition de 19% de l'cedéme induit. De plus, I'application
topique des extraits d'acétate d'éthyle et d'hexane des
feuilles de laurier sur l'oreille de souris, a une dose de 20
microlitres par animal, a démontré une activité anti-
inflammatoire similaire a celle du tétradécanoyl acétate de
phorbol (TPA).

Selon Tita et al., 1993Les donneées précliniques sur l'effet anti-
inflammatoire des préparations d'ortie sont mitigées. Aucun effet
anti-inflammatoire n'a été détecté lorsqu'un extrait d'ortie non
spécifié a I'éthanol a été administré dans le test d'cedéme de la patte
induit par la carraghénine chez les rats (dose non indiquée) (Tita et
al., 1993). Cependant,
démontrée avec l'extrait d'ortie & 50 % éthanolique (IDS23) chez les

une action anti-inflammatoire a été

rats, le poids est resté inchangé et la mortalité n'a pas augmenté
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111.1. Période et lieu d’étude

Notre travail a été réalisé pendant la période allant du mois de Février jusqu’au

mois de Juin 2024 aux endroits suivants :

e Laboratoires du p6le universitaire de Ouezra, Médéa

e Laboratoire de microbiologie du complexe antibiotical SAIDAL de Médéa
e Laboratoire centrale d’EPH - Hopital Mohamed Boudiaf Médéa

I11.2. Objectif d’étude

L’objectif de notre travail consiste a la détermination des caractéristiques
biologiques de deux extraits de plantes médicinales, a savoir Laurus nobilis L. et Urtica

dioica L. Pour ce faire, nous avons suivi les points suivants :

e Préparations des extraits végétaux éthanoliques et tamponnés de nos plantes ;

e L’évaluation de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et protéines des
extraits des plantes ;

e [L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits préparés en faisant appel a la
méthode du piégeage du radical libre DPPH ;

e [L’¢évaluation des activités enzymatiques des plantes étudiées en incluant les
activités : lipasique, catalasique et 1’optimisation de la meilleure activité ;

e [’¢évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits préparés sur différentes
souches bactériennes et fongiques avec la détermination de la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) du meilleur extrait.

e L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits végétaux in vivo.
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111.3 Matériels et produits utilisés

L’ensemble du matériel utilisé lors de cette étude est le suivant :
111.3.1. Matériels biologiques
111.3.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal ayant servi de matiére premiére dans notre étude a été
identifié au niveau de la Direction des Services Agricoles (DSA) de la Wilaya de Médea
(Algérie), Département des foréts. Il s’agit de : Laurus nobilis L. de la variété du

Laurier Noble et d’Urtica dioica L.de la variété de la grande ortie.
111.3.1.2. Matériel animal

Les animaux d’expérience sont des rats Wistar ; fournis par I’institut PASTEUR

d’ALGER ; de sexe male et femelle ayant un poids variant entre 170 et 210 gr.

La phase d’adaptation des rats a été assurée au sein de [’animalerie des

laboratoires du pole Universitaire Yahia farés de Ouazra.

Figure 16: Les rats utilisés pour 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire
(originale)

47



Chapitre 111 : Matériels & méthodes

111.3.1.3. Souches microbiennes

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne in vitro des extraits préparés, des
souches bactériennes et fongiques ont été utilisées. Le materiel biologique a été fourni
par le groupe SAIDAL de Médéa et le laboratoire centrale d’EPH de 1’Hopital
Mohamed Boudiaf de Médéa. Les caractéristiques des souches utilisées sont regroupées

dans le tableau ci-dessous :

Tableau 10: Les souches microbiennes testées

Microorganismes Souches Références

Gram + Bacillus subtilis ATCC 6633

Gram - Escherichia coli ATCC8739

Bactéries Gram - Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Gram + Staphylococcus aureus ATCC 6538
Gram + Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Moisissures Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Champignons Candida albicans ATCC 10231

Levures
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

48




Chapitre 111 : Matériels & méthodes

111.3.2. Matériels non biologiques

111.3.2.1Appareillage :

Tableau 11: Les appareils utilisés dans la partie pratique

Appareil

But d’utilisation

Plaque chauffante avec agitation

Préparation des solutions

Préparation des milieux de cultures

Etuve

Détermination du taux d’humidité

Incubation des micro-organismes

Pompe sous vide

Filtration des extraits

Balance Pesées.
Vortex Homogénéisation.
Stérilisation du matériel et les milieux
Autoclave

de culture

Spectrophotometre UV

Etudes photochimiques.

pH-métre

Mesure du potentiel d’hydrogéne

Pieds a coulisse électronique

Mesure du volume d’inflammation

Réfractomeétre

Mesure de I’indice de réfraction

Pycnométre

Détermination de la masse volumique

111.3.2.2. Verrerie

Tableau 12: Les verreries du laboratoire utilisées

Bécher Fioles

Entonnoirs Tube a essai

Erlenmeyer Eprouvette

Flacons

Eprouvette

Boite de pétri Verre de montre
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111.3.2.3. Produits

Tableau 13: Les produits utilisés

Réactifs Formule Masse molaire (g/mol)
Ethanol C2H6O 46,068
Hydroxyde de sodium NaOH 39,997
Ch'o[l“erfaﬂ%gém“m AICI5*6H.0 241.43
Acétate de sodium C2H3NaO; 82,0343
Carbonate de sodium Na2COs 105,9888
S“'f;t;faeh;‘éir‘;z (n CUSO4*5H,0 249,685
Chlorure de calcium CaCl; 110,98
Acide sulfurique H2SO04 98,079
Permanganate de potassium KMnO4 158,034
Acétone CsHeO 58,079
Peroxyde d'hydrogéne H202 34,0147
POtaSSiféTr:ﬁ;;‘r’;étamate CaHeKNaOg*4 H,0 282.23
Acide férulique C10H1004 194,18
Carraghénane C12H19020S3 579.444
picé’li)z'r‘:;i?{'[)épH) CigH12NsO 394,32
folin-ciocalteu CeHeO 9411124
Phénolphtaléine C20H1404 318,31
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111.4. Méthodes
111.4.1. Préparation du matériel végeétal

111.4.1.1. Récolte

La partie aérienne des plantes médicinale utilisées, notamment les feuilles, ont été
récoltées pendant les mois de février et mars 2024 a partir des jardins de la wilaya de
Médéa. La récolte des plantes est réalisée avec précaution pour préserver les éléments

organiques et minéraux.

En particulier, la cueillette de la grande ortie, en raison de ses propriétés
urticantes, nécessite une attention particuliére. Pour cela, le port de gants et de

vétements de protection afin d’éviter les irritations cutanées.

Tableau 14: Présentation des plantes sélectionnées et la région de récolte

Plante Urtica dioica L. Laurus nobilis L.

Morphologie de la Partie

aérienne

Région de la récolte Theniet Elhdjer, Médéa EL-Kouala, Médéa

111.4.1.2. Lavage

Les deux plantes étudiées, sont nettoyées et rincées abondamment par ’eau de

robinet pour éliminer les grosses particules présentes (la poussiére) dans cette récoltée.
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111.4.1.3. Séchage

L’étape du séchage a pour but d’abaisser la teneur en eau des feuilles récoltées
afin d’éviter toute réaction d’altération et de prolifération de micro-organismes. Les
feuilles sont séchées a I’air libre a une température ambiante a 1’environ de 20 °C et a

1’abri de la lumiére pendant 15 a 20 jours.

Ortie dioique

Feuilles fraiches Feuilles séchées

Figure 17: Feuilles étudiées avant et apres séchage

111.4.1.4. Déterminations du taux d’humidité

La teneur en eau dans les plantes médicinales est I’'un des indices importants qui
caracterise la bonne qualité de celle-ci (Bernardet, 1983). Le calcul du taux d’humidité
nous permet de déterminé la masse exacte de la matiére vegeétale utilisée.
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Mode opératoire

La détermination de la teneur en mati¢re séche a été réalisée juste a I’arrivée des
échantillons au laboratoire. La dessiccation est réalisée par évaporation a 103 +2 °C
dans une étuve pendant 24 h (jusqu'a la fixation de la masse). La teneur en eau est
définie comme étant la perte en poids subie lors de la dessiccation (Audigie et al.,
1978).

Figure 18: Différentes étapes de la dessiccation (originale)

La détermination du taux d’humidité se fait par le calcul de la différence de

poids avant et apres séchage selon la formule suivante :
H% = "2 * 100111.1
H % : Taux d’humidité ;
M; : Masse en gr avant étuvage (échantillon + capsule) ;
M, : Masse en gr de I’ensemble apres étuvage ;
P : Masse en gr de la prise d’essai.
La matiére seche (MS) %= 100- H%l 1.2

111.4.1.5. Broyage

Apres avoir bien sécher la matiére végétale, elle a été réduite en petits morceaux

puis en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique a hélice a fin d’augmenter la surface de
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contact avec le solvant utilisé pour ’extraction. La poudre résultante est conservée a

’abri de la lumiére dans des flacons en verre opaque et scellées.

Ortie dioique Laurier noble

Figure 19: matiere végétale des plantes médicinales (originale)
111.4.2. Préparation des extraits

111.4.2.1. Méthode d’extraction

L’extraction est réalisée par une simple méthode, par macération, qui consiste a
mettre la poudre de matériel végétal en contacte prolongée avec un solvant et ceci a une
température ambiante accompagné d’agitation ou non. L'opération bien que
généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas

d'extraction de molécules thermosensibles (Leybros et Fremeaux, 1990).
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Mode d’opération

La méthode d’extraction consiste a porter 1’échantillon des plantes a la

macération sous agitation dans 1’un des solvants cités ci-dessus pendant 24 h.

a) Extrait éthanolique

Une quantité de 5gr de matiére veégétale a été mise a macérer dans 100 mL
d’éthanol/eau (90/10%) sous agitation magnétique pendant 24 h a une température
ambiante. Le macérat obtenus subi ensuite une filtration sous vide afin d’éliminer les

particules grossiéres et avoir un extrait clair.

b) Extrait tamponné

La méme quantité de la matiere végétale a été mise a macérer dans 100 mL de
tampon phosphate (0.1 M a pH = 7) sous agitation magnétique pendant 24h a une

température ambiante. L extrait est obtenu apres filtration sous vide du macérét.

Les différents extraits obtenus sont conservés dans des flacons ombrées stériles au

réfrigérant a une température 4°C jusqu’a leur utilisation.

Figure 20: Différentes étapes de préparations des extraits (originale)
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111.4.3. Caractérisation physico-chimique

111.4.3.1. Indice de réfraction

La réfraction est le phénomene par lequel un rayon lumineux change de direction
lorsqu'il passe d'un milieu optique (comme I'air) a un autre (tel que les extraits). L'indice
de réfraction d'un milieu est le rapport entre la vitesse de la lumiére dans le vide et sa

vitesse dans le milieu considéré, et il est donc sans unité. (Taylor, 1968)

Mode opératoire

Pour mesurer l'indice de réfraction de I'eau distillée & l'aide d'un réfractomeétre,
commencez par installer I'appareil. L'indice de réfraction de I'eau distillée a 20 °C doit
étre de 1,333. Ouvrez le prisme une seconde fois et déposez 2 a 3 gouttes des extraits au
centre du prisme primaire, puis refermez soigneusement le prisme secondaire.
L'échantillon s'étalera en une fine couche entre le prisme principal et le sous-prisme.
Attendez que la température se stabilise avant de proceder a la mesure (Florentin,
2004).

Figure 21 : Réfractometre (originale)

Afin de ramener la valeur de l'indice de réfraction mesuré pour un liquide a une
température T, en degré Celsius, a la valeur de référencée (20°C), on peut utiliser la

relation 111.3 pour le déterminer a une température différente :

D2 = nDr+ 0,00045(T-20) 1.3
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nDa2o : Indice de réfraction a 20 °C ;
nD7: Indice de réfraction a la température de mesure ;

T : Température de mesure (°C).

111.4.3.2. Potentiel d’hydrogéne pH

Le pH représente la concentration des ions hydrogenes dans une solution. Cette
mesure est importante, car le pH régit un grand nombre d’équilibres physico-chimiques.
Il se définit comme le logarithme négatif de I’activité de I’ion hydrogeéne ( « Méthode
D’analyse MA. 100 — pH 1.1 » , 2023)

pH = — loglo[H+]lll4
Mode opératoire

Pour mesurer le potentiel d’hydrogene des extraits préparés, on a utilisé un pH-
meétre avec une électrode. Pour cela, on a Homogénéiseé I'extrait et verser un volume de
25 a 50 mL d’échantillon dans un bécher. Puis lire la valeur du pH de I'extrait tout en
agitant. Sachant qu’il faut rincer abondamment I'électrode avec de 1’eau distillée entre

chaque mesure.

Figure 22: pH-métre (originale)
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111.4.3.3. 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’unitg, elle varie avec la température ;

Mode opératoire

A une température de 20 °C, on peése a ’aide d’un pycnométre, des volumes
¢gaux des extraits et d’eau distillée : on pése successivement le flacon vide, puis le
flacon rempli d’eau distillée. Apres essuyage, on le remplit avec les extraits et on note

leurs poids exacts.

Ed]

A

Figure 23: Pycnométre (originale)

Les densités des extraits de plantes sont calculées par la formule :

m;-m,
g=mrm 1.5
mi-my

mo: Masse du pycnometre vide (gr) ;

my: Masse du pycnometre rempli d’eau distillée (gr) ;

mz2: Masse du pycnomeétre rempli d’extrait (gr).
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111.4.4. Analyse quantitative

111.4.4.1. Dosage des polyphénols totaux ou pouvoir réducteur

Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacites réductrices des
complexes ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et
phosphotungstiques (réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques (Swain
&Hillis, 1959). 11 en résulte la formation d’un complexe bleu qui accompagne
I’oxydation des composés phénoliques et qui est stabilisé par 1’addition de carbonate de

sodium ( NaCO0s).

Le dosage des phénols totaux est effectué¢ par la comparaison de 1’absorbance
observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue.

(Singleton & Rossi, 1965)

Mode opératoire

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton et Rossi, 1965). Avec
quelques modifications. Dans un tube a essai on met 0.2 ml de chaque extrait
convenablement dilué est ajouté a 1ml du réactif de Folin ciocalteux (1/10 dilué dans
I’eau distillée) apres 4 min 0.8 mL d’une solution de carbonate de sodium (7.5 %) sont
ajoutés, le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 2
heures, 1’absorbance est lue & 760 nm par un spectrophotometre UV. L'acide férulique
est utilis¢ comme standard pour la courbe d’étalonnage des polyphénols est réalisée en

paralléle dans les mémes conditions opératoires a une concentration de 0,2 mg/mL.

Les extraits La gamme d’étalonnage La lecture
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Figure 24: dosage des polyphénols totaux (originale)

La concentration des polyphénols est calculée a partir de la courbe d’étalonnage
¢tablie avec ’acide férulique. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent

d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg EAG/Q).

111.4.4.2. Dosage des flavonoides

La quantification du contenu flavonoides des différents organes de la plante est
estimée par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3;) (Pouka et al., 2015). Le
principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure
d’aluminium, elle entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm.
La comparaison de I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon la quercétine de

concentration connue permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides.

Mode opératoire :

Les flavonoides totaux ont été déterminés suivant la méthode décrite par
Pourmorad et al. (2006) avec quelques modifications. Ainsi a 0,5 ml d’une solution de
concentration 1 mg/ml de 1’extrait on ajoute 1,5 ml de éthanol, 0,1 ml d’(AICI3, 6H20)
a 10%, 0,1 ml d’acétate de sodium 1M et 2,8 ml d’eau ultra pure. Le mélange est agité
vigoureusement puis laisser pendant 30 minutes a [’obscurité. La lecture de
I’absorbance a été réalisée a 430 nm. La courbe d’étalonnage de la quercétine a été

réalisée dans les mémes conditions avec 4 niveaux de concentration (0.1, 0.2, 0.3 et 0.4

mg/mL).

Les extraits La gamme d’étalonnage La lecture

Figure 25: dosage des flavonoides (originale)
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La teneur des flavonoides totaux (TF), exprimée en milligramme équivalent de la

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

_ Vs-XCxXK

mp

TF 111.6

TF : teneur en flavonoide (mg EQ/g ) ;

Vs volume d’échantillon (mL) ;

C : concentration lue a partir de la courbe d’étalonnage (mg/mL) ;
K : facteur de dilution ;

Mp : masse de I’échantillon.
111.4.4.3. Dosage des protéines

Les proteines sont les principes azotés qui forment des constituants essentiels et
caractéristiques de la matiére vivante ; elles possedent une structure trés complexe et un

poids moléculaire élevé ; elles sont douées de propriétés spéecifiques. (BOUR, 1960)

La détermination de la teneur en protéines des extraits consiste au dosage des
protéines par la méthode de Lowry et al. (1951) dont le principe de base est fondé sur

la résultante de deux réactions.

Réaction de Biuret : Les ions cuivre (Cu?") réagissent avec les liaisons
peptidiques des protéines en milieu alcalin pour former un complexe coloré. Cette

réaction est sensible aux résidus d'acides aminés tels que la tyrosine et le tryptophane.

Réaction de Folin-Ciocalteu : Le réactif de Folin-Ciocalteu, qui contient des
phosphomolybdates et des phosphotungstates, réagit avec les résidus d'acides aminés
aromatiques (principalement la tyrosine et le tryptophane) et le complexe de cuivre
formé dans la réaction de Biuret, produisant une intensité de couleur bleue

proportionnelle a la concentration de protéines.

La gamme étalon est établie a partir d’une solution de BSA (Bovine
SerumAlbumin) avec déférents concentrations.
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Mode opératoire :
e Solutions nécessaires
> Solution de LOWRY A : Na.COs a 2% dans du NaOH (0,1N) ;
» Solution de LOWRY B : CuS04, 5H20 a 0.5% et tartrate de K et Na a 1% dans ’eau
» Réactif de LOWRY : mélanger 50ml de solution A et 1ml de solution B.
» Réactif de Folin-Ciocalteu : dilué au % dans de 1’eau distillée (Il doit étre frais donc

préparé extemporanément.).

e Mélange réactionnel
La réaction enzymatique est préparée par le mélange de :

> Iml d’extrait diluée (1 :10) leur solvant appropries ;
> 5ml de Réactif de LOWRY.

Apres agitation et incubation a température ambiante pendant 10 min, 0,5ml de
Folin Ciocalteu dilué a % est ajouté. La solution est agitée de nouveau puis incubée
pendant 30 min a ’ombre a température ambiante. La lecture de 1’absorbance a lieu a
700 nm au spectrophotomeétre contre un blanc qui ne contient que le milieu réactionnel

(sans I’extrait).

Incubation des tubes Virage de couleur Virage de couleur de la
des extraits gamme d’étalonnage

Figure 26: Protocole de 1’activité protéolytique (originale).
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e La courbe d’étalonnage de la BSA

La gamme étalon est réalisée a partir d’une dilution de solution protéique mére de
BSA a 1g/l dont les concentrations sont comprises entre 0 et 0.25g/I selon le tableau
suivant :

Tableau 15: les volumes de préparation de la gamme étalonnage de la BSA

Tube N° 0 1 2 3 4 5
C (g/) 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Vétalon BSA / 0,05ml 0,1ml 0,15ml | 0,2ml | 0,25ml
Eau distillé | Iml | 0,95ml | 0,90ml | 0,85ml | 0,8ml | 0,75ml

La concentration des protéines de plantes sont calculées par la formule suivante :

Concentration = (Abs — L’ordonne a I’origine) /Pente 1.7

111.4.5. Evaluation des activites biologiques

111.4.5.1. Activité anti-oxydante
a) Piégeage du radical DPPH

Le test DPPH a ete largement utilisé pour évaluer l'efficacité du piégeage des
radicaux libres de diverses substances antioxydantes. (Vladimir-KneZevi¢ et al., 2011).
Cette méthode est basée sur la capacité des antioxydants a réduire le radical libre 2,2-
diphényl-1-pycril-hydrazyl, soit par un mécanisme de libération d’un atome
d’hydrogene du groupement hydroxyle, soit par libération d’un ¢électron. Le radical a un
maximum d’absorption mesurable par spectrophotométrie a 517 nm et sa neutralisation
par un antioxydant peut-étre facilement suivie par spectrophotométrie UV/visible
(Afonso et al., 2016).
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Figure 27: Réaction d’une molécule anti-oxydante avec le radical DPPH (Liang
&Kitts, 2014)

Mode opératoire :
La détermination de I’activité antiradicalaire par le test de DPPH a été effectuée
en utilisant la méthode décrite par (Guillouty, 2016) Iégérement modifiée.
e Préparation de la solution de DPPH

Une solution éthanolique de DPPH a été fraichement préparée en dissolvant 4 mg
de ce produit dans 100 mL d’éthanol. La solution est conservée au réfrigérateur a I’abri

de la lumiere

Figure 28: Solution éthanolique de DPPH (originale)

e Préparation des extraits

Les extraits éthanoliques et tamponné ont été diluées a diverses concentrations

dans une solution d’éthanol/tampon phosphate.
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e Mesurer de I’activité antioxydante

Un volume de 0.1mL de chacune des solutions des extraits testés a différentes
concentrations a été ajouté a 3.9 mL de la solution éthanolique du DPPH fraichement

préparée et nous avons effectué un blanc de 4mL de DPPH seulement.

Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 min et & température ambiante la

lecture des absorbances a été effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

L'inhibition du radical libre DPPH par 1’acide férulique a été également analysée a
la méme concentration pour faire la comparaison et déterminer les paramétres de calcul

de ’activité antioxydante (Pourcentage d’inhibition, I’index 1C50).

Figure 29 : Virage de couleur d’un extrait dans 1’activité antioxydante DPPH
(originale)

Calcul du pourcentage d’inhibition :

Le pourcentage d’inhibition du DPPH est calculé par la formule suivante
(Sharififaret al., 2007):

%l = (Ablanc - Aéchantillon) ! Ablanc 111.8
Avec : Apianc: Absorbance du blanc

Acchantilion: Absorbance de 1’échantillon.
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Détermination d’IC50

Ce parametre est défini comme étant la concentration d’antioxydant requise pour
diminuer la concentration initiale de 50%, il est inversement lié a la capacité anti-

oxydante.

Pour chaque extrait ou standard de référence, une courbe de régression linéaire
(y= ax+b) est établie afin de calculer I’'IC50 qui permettra la caractérisation du pouvoir
antioxydant des extraits. L’IC50 étant la concentration de 1’extrait ou du standard qui
permet la réduction de 50% de DPPH. Une faible valeur de I’IC50 indique une forte
activité antioxydant (Saffidine, 2018).

111.4.5.2. Activité enzymatique

Les activités enzymatiques recherchées sont : les activités lipasique et 1’activité

catalasique (une oxydo-réductase).

a) Recherche de I’activité lipasique

La lipase est une enzyme qui catalyse I'nydrolyse (la dégradation) des graisses

(lipides) en acides gras et glycérol.

Lipase

Triglycéride + HO ——Diglycéride+ Acides gras

L'activité lipasique est évaluée en mesurant les acides gras libérés par les lipases
(qui se trouvent dans les extraits des plantes) sur I'huile d'olive, en utilisant la méthode
de titration Acide (les acides gras) /Base (NaOH). (Houde et al., 2004)

La neutralisation des acides gras par le NaOH sera observée par un changement
de couleur. On utilise la phénolphtaléine comme marqueur de changement de pH.
(Frankel&Tarassuk, 1955)

Mode opératoire

Le dosage (ou titrage) acide-Base est effectué selon le protocole suivant : le

mélange de réactions est constitué de 5 mL d'émulsion d’huile d'olive dans la gomme
arabique (2%) (10 /90), 4 mL de Tampon phosphate pH =7 (0,2M) ; 1mL de CaCl;

(0,11M) et ImL d’extrait. Le milieu réactionnel est incubé a 37 °C pendant 30min.
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Aprés incubation, 5 mL d'un mélange de solution d'arrét (Ethanol/acétone) (1:1) sont
ajoutés. Ensuite, on détermine la quantité d'acides gras libérés par les lipases en titrant
avec du NaOH a une concentration de 0,02N, jusqu'a ce que l'indicateur de pH
phénolphtaléine vire. Le volume de NaOH ajouté a cette étape permettra de quantifier
les acides présents dans le milieu réactionnel.

Les mémes conditions sont réalisées pour le blanc, sauf en 1’absence d’extrait

dans la réaction.

L’activité lipasique est calculée par la formule ci-dessous (Houde et al., 2004):

V,—V1)%0.02x10°
Activité lipasique (pmol/min/mL d'extrait) 027N)
30XxVepz

1.9

V,: Volume de I’essai (présence de I’enzyme) en mL.
1: Volume versé au témoin (absence de I’enzyme) en mL.

Vonz: Volume de I’extrait enzymatiques mL.

Preparation de Incubation du

X g Le titrage
I’emulsion mélange

Figure 30: Protocole de 1’activité lipasique.
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b) Recherche de ’activité catalasique

La catalase est une enzyme qui catalyse la réaction de la dégradation du peroxyde

d’Hydrogéne en eau et en oxygene. (Aebi, 1984)

Catalase

2H,0———2H,0 + O3

La recherche de I’activité¢ catalytique est effectuée par mesure en suivant la
décomposition de H20O2 a la fin de la période de réaction par simple titration avec
permanganate (Beers &Sizer, 1952)

Mode opératoire

Pour la mesure de l’activit¢ de la catalase nous allons a température ambiante
mettre 1mL d’extrait enzymatique dans 10 mL d’H20; a 0.01 N pendant 15 minutes.
Nous arréterons la réaction en introduisant 25 mL de H2SO4 & 2 %, nous effectuerons
alors le dosage au permanganate de potassium pour mesurer I’H>O> restant. Les mesures

seront faites en double et la moyenne des deux seront gardée.

Nous allons effectuer un témoin qui permet d’obtenir le volume de permanganate
sans réaction enzymatique pour cela nous allons mesurer 1’H2O2 dans une solution

comprenant 10 mL d’eau oxygénée a 0.01 N et 25 mL d’H>SOs a 2%. (Beers &Sizer,

Mélange Le titrage Variation de
réactionnel couleur

Figure 31: Protocole de I’activité catalasique (originale).
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Dosage du H>O; au permanganate de potassium (KMnQjy) suivant les réactions ci-

contre :
2H202— 02 + 2H* + 2¢
MnO4 + 8H" + 56~ — Mn2" + 4H.0

L’ion permanganate ainsi obtenu (Mn?*) est de couleur rose. 1l permet donc de
déterminer 1’équilibre au moment du dosage. Cette coloration n’est pas stable car il se

suit une autre réaction :
2MnOs4~ + 3Mna+ + 2H20 — SMnO: + 4H*
Mais toutefois la coloration reste une période de 15 secondes au moment de 1’équilibre.

L’activité catalasique (u Kat/gr) est déduite a partir de 1’équation ci-dessous (Beers
&Sizer, 1952) :

nX(Vt—VX)xXVE
txPEXMF

Activité catalisique (Kat moles/seconde) = 111.10

Avec :
n : Nombre de moles de H202 oxydées par ImL de KMnO4
Vt: Volume moyen de permanganate de potassium pour le dosage de témoins (en mL).

VX : Volume moyen de permanganate de potassium pour le dosage des extraits

enzymatiques (en mL).

VE : Volume de I’extrait enzymatique brut.

PE : Volume d’extrait enzymatique qui est introduit dans la réaction mesurée.
t : Temps de réaction

MF : Masse de matiére en grammes.
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c) Optimisation la meilleure activité enzymatique

L’optimisation inclut la détermination de I’influence du temps, de la température et

de la concentration en CaCl, sur ’activité enzymatique lipasique.
¢ Influence de la température sur ’activité lipasique des extraits :

Pour déterminer I’influence de la température sur 1’activité lipasique (Fickers,
2007), le mélange réactionnel est incubé pendant 30 min a différentes températures a
1°C, 7°C, 15°C, 25°C, 37°C et 50°C, avec I’ajout de 0.11M de CaCl, . L’activité
lipasique est calculée par la formule 111.9.

+¢ Influence du temps sur ’activité lipasique des extraits :

Pour déterminer I’influence du temps sur I’activité lipasique, le mélange
réactionnel est incubé a la température optimale 15°C avec I’ajout de 0.11M de CaCl,,
pendant : 15, 30, 45, 60, 75 et 90min.

L’activité lipasique est déterminée par La quantification des acides gras libérés sous

I’action des lipases selon la formule :
Co*Vy= Cp* 1y .11
Ou C, : Concentration d’acide gras ;
,: Volume du milieu réactionnel ;
C, : Concentration du NaOH ;
V,, : Volume de NaOH pour atteindre le virage de la couleur.

% Influence de la concentration du CaCl. sur Dactivité lipasique des

extraits préparés

Pour déterminer 1’effet du CaCl. sur I’activité lipasique, la concentration de la
solution de CaCl; a été variée a (OM; 0,055M ; 0,11M; 0,165M ; 0,22M ; 0,33M) le
mélange réactionnel est incubé a 15°C pendant 30 min . L’activité lipasique est calculée

par la formule 111.9.
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111.4.5.3. Activité antimicrobienne

L'évaluation de l'activité antimicrobienne a été effectuée en utilisant la méthode
de diffusion sur disque (antibiogramme) afin de tester la résistance et la sensibilité des

souches aux extraits. Ensuite, les valeurs de CMI ont été déterminées.

La méthode de diffusion des disques est généralement employée comme une
analyse préliminaire pour étudier l'activité antimicrobienne ensuite viennent des
méthodes plus détaillées. Dans cette méthode, les paramétres tels que le volume placé
sur les disques de papier, I'épaisseur de la couche de gélose et si un dissolvant est
employé varient considérablement entre les études (Manou et al., 1998; Burt, 2004).

Cette méthode permet de mesurer l'activité inhibitrice des agents microbiens en
mesurant le diameétre de la zone d'inhibition autour d'un disque contenant nos extraits a

caractériser. Cette méthode est largement utilisée (Cavalloet al .,2006).

Mode opératoire :

Préparation des milieux de culture

Les bactéries ont été ensemencées sur des milieux de culture a base de gélose
nutritive, tandis que les champignons ont été cultivées sur des milieux de culture a base
de gélose Sabouraud. Les deux milieux ont subi une stérilisation a 121°C pendant 2

heures.

Figure 32: Préparation de gélose nutritive (original).
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Préparation de I’inoculum

A l'aide d'une anse de platine 3 a 5 colonies bien isolées de chaque souche
bactérienne sont raclées. L’anse est déchargée dans des tubes contenant de I'eau
physiologique stérile a 0.9%, le contenu des tubes est mélangé pour obtenir une
suspension bactérienne bien homogéne avec une densité optique comprise entre 0.08 et
0.1 a 625 nm. Ce qui correspond a une concentration de 107 a 108 UFC/mL selon Mc
Ferland.

Figure 33: Préparation de la suspension bactérienne.

Antibiogramme :

Le milieu de culture gélosé (nutritif pour les bactéries et Sabouraud pour les
champignons) mis dans un bain marie, doit fondre et couler aseptiquement a raison de
20 mL par boite. Aprés sa solidification, un écouvillon stérile a été imbibé de la
suspension, I’ensemencement est fait en stries serrées de haut en bas pour avoir un tapie

qui couvre toute la surface de la boite de pétrie.

Dans des conditions aseptiques, des disques de 9 mm de diametre sont préalablement
imbibés dans chaque concentration des extraits préparés ainsi que des disques
d’antibiotiques et sont placés a 1’aide d’une pince stérile sur les boites de pétri.on laisse ces

derniéres diffuser dans un réfrigérateur pendant quelques heures.

Les boites de pétri sont par la suite incubées & 37°C pendant 24 h. La croissance des

souches est inhibée a une distance du disque qui est liée a la sensibilité de I’organisme.
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Incubation.
Figure 34: Processus d’antibiogramme.

La lecture :

Les diamétres des zones d’inhibition formés au tour des disques sont mesurés et
enregistrés. La lecture des résultats se fait en mesurant le diamétre des zones

d’inhibition autour du disque a ’aide d’une lecture de zone.
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Figure 35: la lecture des résultats.

Apres mesure de la zone d’inhibition, les souches sont classées en :
- Non sensible (-) ou résistante : diametre moins de 9mm.

- Sensible (+) : diamétre entre 10 & 14 mm

. - Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre plus de 20 mm.(Ponce et al., 2003).

Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI :

Elle consiste a déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) en utilisant la méthode de diffusion au tour

du disque.

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour

laquelle aucune croissance visible a I’ceil nu n’est observée. (Kaloustian et al., 2008).

Mode opératoire :

Selon la méthode de (Ponce et al., 2003). Une série de milieu gélosé est préparée,
puis la suspension bactérienne est ensemencée sur ce milieu. Ensuite, les disques
vierges sont introduits dans les différentes concentrations d’extraits préparés. Apres 24
heures d'incubation & 37°C, on observe la concentration minimale inhibitrice (CMI)

pour laquelle il n'y a pas de croissance bactérienne visible a I'ceil nu.

74



Chapitre 111 : Matériels & méthodes

Tableau 16: Différentes concentrations d’extrait dans 1’eau distillée.

Concentration d’extrait en %

100%

75%

50%

25%

111.4.5.4. Activité anti-inflammatoire

Un cedéme se produit lorsque la carraghénane est injectée sous l'aponévrose
plantaire de la patte postérieure des rats. On peut mesurer l'intensité de cet cedéme en
augmentant le volume de la patte (par rapport au volume initial). La présence de I'extrait

ayant une activité anti-inflammatoire réduira l'inflammation provoquee. (Winter et al.,

1962)

Mode opératoire :

Les rats répartis en 6 lots ont été pesés puis maintenus dans des locaux climatisés
avec l’eau et I’alimentation. Pour chaque rat, le volume initial (Vo) de la patte

postérieure droite a été mesuré avec un Pied a coulisse numeérique avant injection. Les

différentes solutions ont été administrées par injection :

e Lot 1 (2 rats) : injection de 2mL de ’eau physiologique (témoin négatif) par
voie intrapéritonéale

Lot 2 (2 rats) : injection de 2 mL de Diclofénac (témoin positif) par voie
intrapéritonéale

Lot 3 (4 rats): injection de 2 mL de I’extrait éthanolique de Laurier dans la
région sous plantaire de la patte postérieure droite (a raison de 0.1mL/10 g de
poids de rat)

Lot 4 (4 rats): injection de 2 mL de I’extrait éthanolique de I’Ortie dans la région
sous plantaire de la patte postérieure droite

Lot 5 (4rats) : injection de 2 mL de I’extrait tamponné de Laurier dans la région
sous plantaire de la patte postérieure droite

Lot 6 (4rats) : injection de 2 mL de ’extrait tamponné de 1’Ortie dans la région

sous plantaire de la patte postérieure droite
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Trente minutes (30 min) apres 1’administration des différentes solutions, chaque
rat a recu une injection de 0.2 mL de solution de carraghénane a 1% sous le coussinet
plantaire de la patte postérieure droite. Les volumes des pattes injectées ont été mesurés

al, 2,3, et4hapres injection du carraghénane.

L'importance de l'cedéme a été appréciée par la détermination de la moyenne du
pourcentage d'augmentation (%AUG) du volume de la patte de rat suivant la formule
(Sene et al., 2017) :

Ve=Vo

0

%AUG = * 100 11.12

Ve Volume de la patte au temps t ; Vo : Volume initial de la patte.
L'activité anti-inflammatoire a été évaluée par le calcul du pourcentage

d'inhibition (%INH) de 'cedéme selon la formule.

%AUGemoin(—) = WAUGrqaite
%INH = o) i

* 100 111.13

%AUGtemoin

Les témoins Solution de carraghénane Les extraits

76



Chapitre 111 : Matériels & méthodes

Pied a coulisse électronique

Injection des extraits
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Injection du carraghénane et Mesure du diamétre de la patte

Figure 36: Les étapes de 1’activité anti inflammatoire (original)
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Chapitre 1V : Résultats et discussions

Laurus nobilis L. et Urtica dioica L. sont des plantes qui font partie du patrimoine
phytothérapeutique, caractérisées par plusieurs propriétés biologiques. Dans cette étude,
les feuilles de laurier et de ’ortie ont été collectées de la ville de Médéa précisément
laurier noble de la région d’El Kouala et I'ortie dioique de la région d’El Thniet

Elhadjar.

Pour cela, nous présentons dans ce chapitre les résultats obtenus de I’analyse
quantitative des polyphénols, des flavonoides, des protéines, et I’étude comparative
entre les caractéristiques enzymatique, anti-oxydante, antibactérienne et anti-

inflammatoire des extraits de deux plantes médicinales étudiées.

IV.1. Caractérisation de la matiére végétale

IV.1.1. Taux d’humidité de la matiere végétale
Les taux d’humidité des feuilles fraiches de Laurus nobilis L. et Urtica dioica L.
sont déterminés par dessiccation compléte de I'échantillon a 105°C pendant 4 heures.

Les résultats obtenus sont récapitulés dans la Figure 37.

90
80
70
60 53.46
50
40
30
20
10

77.45

46.54

22.55

Laurus nobilis L. Urtica dioica L.

mEAU mmatiéres seches

Figure 37: Taux d’humidité des feuilles des plantes étudiées

Les analyses des échantillons étudiés ont révélé des taux d’humidité important.
Ce qui implique que I’eau représente la partie majoritaire dans les feuilles de ces deux

plantes.

80



Chapitre 1V : Résultats et discussions

D’apres la figure 37, on peut constater que les feuilles fraiches d’ortie dioique
renferment une quantité importante d’eau avec un taux d’humidité de 77.45%, par
rapport aux feuilles de laurier noble qui renferme un taux d’humidité de 53,46%.

Plusieurs travaux ont été menés dans ce contexte pour déterminer les taux
d’humidités des feuilles des plantes étudies. Les résultats de GOUDJIL (2016) obtenus
ont montré un taux d'’humidité de 56,80% pour les feuilles de Laurus nobilis L., alors
nos résultats sont relativement similaires. Aussi les résultats de Harchi et Icheboubene
(2019) obtenus ont montré que les feuilles de laurier noble provenant de trois régions
différentes : Bir-khadem, Azeffon et Attatba, contiennent un taux d'humidité de 55%,
46% et 48% respectivement. Les études de Said et al. (2016) a trouver que ’ortie
dioique contient des quantités importantes de 1’eau entre 65-90%. Donc les résultats de
nos analyses coincident avec des recherches antérieures. La disparité notable entre les
taux d’humidité peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment 1'age de la plante, la

saison de récolte et la région ou elle a été cultivée (Harchi&lcheboubene, 2019)

IV.2. Les Caractéristiques des extraits

Les différentes caractéristiques organoleptiques et physicochimiques des
différents extraits préparés de Laurus nobilis L. et Urtica dioica L.ont été notées et

présentées dans les tableaux suivants :

Tableau 17: Les caractéristiques organoleptiques des extraits des plantes prépares

Plante Solvant utilisée | Aspect Couleur Odeur
Puissante,
Laurus nobili . aromatique,
au UT’_ obilis Ethanol Liquide Vert épicée,
fraiche.
Aromatique,
Tampon pH=7 | Liquide | 24 épicee,
clair moins prononcée.
Astringente,
Urtica dioica L. Ethanol Liquide vert légérement
fonce terreuse.
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Végeétale,
terreuse.

Marron

Tampon pH=7 | Liquide clair

Tableau 18: Les caractéristiques physicochimiques des extraits des plantes préparés

Espéce Solvant utilisée Densité relative pH Indice de réfraction
a20cCe
Laurus nobilis Ethanol 0,832 7 1,3668
L.
Tampon 1,008 6,82 1,3393
pH=7
Urtica dioica Ethanol 0,839 7,67 1,3678
L.
Tampon 1,007 8,9 1,3391
pH=7

Les caractéristiques organoleptiques représentent les critéres d’évaluation de la
qualité des extraits. Nous remarquons que tous les extraits obtenus ont le méme aspect,
mais la couleur différe de 1’extrait éthanolique a 1’extrait tamponné, tandis que l'odeur
entre laurier noble et 1’ortie dioique est nettement différente. Le laurier noble émane un
parfum aromatique et épicées, tandis que [’ortie dioique dégage une odeur plus
astringente, herbacée et terreuse. Cette disparité olfactive reflete probablement la
composition chimique unique de chaque plante. Cette diversité d'odeurs offre une
variété des ardmes que la nature peut offrir.

Pour le potentiel d’hydrogene (pH), une variable facile a mesurer, est utilisée
pour caractériser un produit fini ou encore a des fins de controle de qualité (Boukhatem
et al., 2010). Le pH de nos extraits varie entre 6 et 9. On remarque une augmentation du
pH de I'extrait tamponné d'ortie, qu’elle peut étre due a plusieurs facteurs. Par exemple,
cela peut résulter de la présence de composés alcalins dans I'extrait ou d'une réaction
chimique avec le tampon utilisé, qui pourrait favoriser une augmentation du pH.

La densité relative a 20 °C de nos extraits varie entre 0,832 et 1,008 a 20°C. Les

valeurs de densités des extraits éthanolique des deux plantes sont inférieures a 1 (densité
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relative de 1’eau) ce qui confirme leur 1égéreté par rapport a 1’eau, tandis que les
densites des extraits tamponnés sont supérieures a 1 (densité relative de 1’eau) en raison
de la présence des composés plus lourds et souvent plus polaires, comme des
polyphénols.

Par contre, le faible indice de réfraction d’extrait indique sa faible réfraction de
la lumiere ce qui pourrait favoriser son utilisation dans la formulation des produits

cosmétiques et leurs conservations. (Kanko et al., 2004).

IV.3. Analyse quantitative

Les analyses quantitatives réalisés sur différents extraits des espéces étudiees
Laurus nobilis L.et Urtica dioica L. afin de caractériser les groupes de métabolites
secondaires. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de
changements de couleur induits par l'ajout de réactifs spécifiques. Les groupes

chimiques étudiés sont les polyphénols, les flavonoides et les protéines.

IV.3.1. Dosage des polyphénols

La quantification des polyphénols totaux a été déterminée par une méthode
spectro-photometrique de Folin-Ciocalteu (FCR). La teneur en polyphénols totaux pour
chaque extrait est déterminée a partir de 1’équation de régression d’une courbe
d’étalonnage standard de I’acide gallique (voir Annexe). Les résultats obtenus sont

regroupes dans le Tableau 19.

Tableau 19: Résultats du dosage des polyphénols des extraits des plantes préparés.

Plantes Extraits Polyphénols

(mg EAG/g)
Laurus nobilis L. Ethanol 191,27
Tampon pH=7 105,96
Urtica dioica L. Ethanol 101,72
Tampon pH=7 95,96
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A partir des résultats obtenus (tableau 19), on observe que tous les extraits
éthanoliques et tamponnés sont riches en polyphénols totaux, avec une Iégére variabilité
quantitative. L'extrait éthanolique des feuilles de laurier noble présente la plus forte
teneur en polyphénols, avec 191,27 mg EAG/g, suivi par I'extrait tamponné avec une
quantité significative de 105,96 mg EAG/g. Alors que les extraits éthanoliques et
tamponnés des feuilles d'ortie dioique montrent des teneurs en polyphénols de 101,72 ;
95,96 mg EAG/g, respectivement.

Dans une étude comparative, nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par
Vinha et al. (2015), ayant travaillés sur I’extrait éthanolique des feuilles de Laurus
nobilis L., ils ont releve une valeur de 31.09 mg EAG/g. En outre, nos résultats sont
relativement similaires avec les résultats de Yakhlef et al. (2011), (Taux en
polyphénols : 166,81 mg EAG/g d’extrait). Aussi Kukric et al., (2012) rapportent
qu’une teneur en composées phénoliques peut atteindre de (208.37 mg EAG/g) d'extrait

d'ortie en utilisant I'éthanol 80% comme solvant d'extraction.

La variation des taux de polyphénols peut s'expliquer par la diversité des
méthodes d'extraction utilisées, telles que le type du solvant, la température et la durée
d'extraction (Popovici et al., 2009). Les polyphénols sont une classe de composés
caracterisée, comme leur nom lindique, par la présence de plusieurs groupes
phénoliques associés en structures plus ou moins complexes. Ils sont solubles dans les
solvants organiques polaires et peu solubles dans les solvants moins polaires (Lazare,
et al., 2006). Ainsi, les solvants présentant les teneurs les plus élevées sont les solvants
organiques en raison de leur plus grande polarité.

Ces variations de résultats peuvent étre attribuées a la faible spécificité du réactif
de Folin-Ciocalteu, qui constitue I'inconvénient majeur de cette méthode colorimétrique.
Il est connu que ce réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
hydroxyles, non seulement ceux des composés phénoliques, mais aussi de certains

sucres et protéines (Valko et al., 2006 ; Gomez-Caravaca et al., 2006).

En effet, la composition en polyphénols peut varier tant qualitativement que

quantitativement d'une plante a une autre. Cette variabilité est largement due aux
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conditions climatiques et environnementales spécifiques a chaque région (Miliauskas et

al., 2004), ainsi qu'au patrimoine génétique de la plante elle-méme (Mata et al., 2007).

IVV.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 une
courbe d'étalonnage linaire (voir Annexe), permettant ainsi de calculer la teneur en

flavonoides des extraits. Les résultats sont présentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Résultats du dosage des Flavonoides des extraits des plantes préparés

Plantes Extraits Flavonoides
(mg EQ/g)
Laurus nobilis L. Ethanol 76,65
Tampon pH=7 38
Urtica dioica L. Ethanol 118,46
Tampon pH=7 20,90

D’apres les résultats illustrés dans le tableau 20, les teneurs en flavonoides des
extraits éthanoliques des feuilles de I'ortie dioique et laurier noble présentent les plus
fortes teneurs en flavonoides avec 118,46; 76,65 mg EQ/g, respectivement. En
revanche, les résultats obtenus pour les extraits tamponnés des feuilles de I'ortie dioique
et laurier noble révelent une faible teneur en flavonoides, atteignant respectivement
20,90 ; 38mg EQ/qg.

Les flavonoides totaux trouvés dans 1’extrait éthanolique de laurier noble sont
beaucoup plus élevés que celles trouves par Vinha et al. (2015) sur les feuilles de la
méme espéce avec une teneur de 20.88mg EQ/g d’extrait éthanol. En revenge, Mekhibi
et Boudria, (2013) rapportent que la teneur totale en flavonoides est de 4,31 mg EQ/g

de la phase butanol de la plante Urtica dioica L. de la région de Jijel.

Les variations des teneurs en flavonoides entre les extraits peuvent s'expliquer

par la sélectivité de chaque solvant utilisé car les flavonoides constituent un groupe trés
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diversifié de composés phénoliques, certains flavonoides sont solubles dans des solvants
polaires, tandis que d'autres, sont solubles dans des solvants apolaires. En résumé, on
peut dire que l'ortie dioique et laurier noble sont riches en flavonoides polaires par

rapport aux apolaires (Lazare, et al., 2006).

I1VV.3.3. Dosage des protéines
La méthode de dosage spéctrophotométrique de LOWRY et al (1951) a été

utilisée pour estimer la teneur en protéines des différents extraits préparés. La
concentration des protéines est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage
établie (voir Annexe) en employant de 1’albumine sérique bovine (BSA). Cette courbe
montre une zone de linéarité sur ’intervalle de concentrations en protéines allant de

0,05 a 0,25 g/L. Les résultats du dosage des protéines sont présentés dans la figure 38.
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M Extrait éthanolique M Extrait tamponné

Figure 38 : Résultats des dosages des protéines des extraits des plantes étudiées

L'analyse spectrophotomeétrique des extraits préparés a montré la présence des
protéines dans les extraits des deux plantes étudiées. La concentration des protéines a
été obtenue par la méthode de Lowry par une estimation graphique de BSA. La
concentration des protéines est variable, pour les deux extraits éthanoliques. Elle est
estimée a 8,352 ¢g/L; 7,806 g¢/L pour Laurus nobilis L. et Urtica dioica L.
respectivement. Tandis que les deux extraits tamponnés montrent des valeurs de 2,009

g/L ; 2,277 g/L pour Laurus nobilis L. et Urtica dioica L. respectivement.
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On remarque que les extraits éthanoliques présentent une concentration plus
élevée que les extraits tamponnés. Cela s'explique par le fait que I'éthanol est un

excellent agent d’extraction pour ces molécules.

IVV.4. Analyse biologique
IV.4.1. Activité anti-oxydante in-vitro

L'activité anti-oxydante in vitro des différents extraits des feuilles de laurier noble
et de I’ortie dioique (extrait éthanolique, extrait tamponné et hydrolat), a été évaluée par
la méthode de piégeage des radicaux par DPPHe. Le pouvoir antioxydant des différents
extraits a été estimé et comparé avec un antioxydant puissant (L'acide férulique). Les
valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle avec
présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPHe, en
sa forme non radicalaire. Les résultats de I’activité anti-oxydante de nos extraits sont

présentés dans les figues suivantes :
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Figure 39 : Pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction des concentrations des
extraits de Laurus nobilis L.
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Inihibition % des extraits de |'Urtica dioica L.
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Figure 40 : Pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction des concentrations des
extraits de /’Urtica dioica L.

x Détermination des valeurs d'IC50

Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant de nos extraits, nous avons déterminé la
valeur d’IC50 pg /mL qui est définie comme étant la concertation de [’extrait
antioxydant nécessaire pour inhiber et réduit 50% du radical DPPHe. Dont les valeurs
d’IC50 calculées, nous a permis d’évaluer et comparer 1’efficacité des extraits, plus la
valeur est petite, plus le pouvoir antioxydant a piéger les radicaux libres est élevé. Les

valeurs d’IC50 des différents extraits, sont illustrées dans le tableau suivant :

Tableau 21: L’IC50 du test DPPH des extraits des plantes étudiées

Plantes Extraits IC50 des extraits ,ICS_O de I’acide
(uL/mL) ferulique (uL/mL)
Laurus nobilis L. Ethanolique 23,91
Tamponné 29,55
Hydrolat 61,1
_ i 20,34
Urtica dioica L. Ethanolique 42,04
Tamponné 106,56
Hydrolat 206,93
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D’apres les résultats, 1’activité anti-radicalaire augmente avec I’augmentation des
concentrations des extraits. Dans une gamme de concentration de 20 & 100 puL/mL, les
extraits de chaque plante présentant des niveaux différents d’activité de réduction des
radicaux DPPHe. D’une part, I’extrait éthanolique de laurier noble présente le
pourcentage d’inhibition le plus élevé (92,18%) par rapport a 1’extrait tamponné et
I’hydrolat (84,4% ; 73,08%) respectivement, d’autre part, 1’extrait éthanolique de 1’ortie
dioique affiche le pourcentage d’inhibition le plus élevé (86,03%), tandis que 1’extrait
tamponné et 1’hydrolat montrent des pourcentages d’inhibition plus faibles (45,63% ;
18,63%) respectivement. Nos résultats permettent de mettre en évidence que les deux

plantes étudiées possedent une activité anti-oxydante donc donneur d’hydrogéne.

Cependant, les valeurs de I’IC50 varient de 206,93 a 23,91(uL/mL). L'acide
féruliqgue a été utilisé comme un antioxydant de référence avec une IC50 de
20,34(uL/mL). En comparant les concentrations efficaces des extraits des deux plantes
(Laurus nobilis L.et Urtica dioica L.), on s’apercoit que les extraits des feuilles étudiées
n’ont pas le méme pouvoir antioxydant. Effectivement, le laurier noble possede une
forte activité antioxydante avec des valeurs d’IC50 egal a 23,91(uL/mL) de I’extrait
éthanolique ; 29,55(uL/mL) de I’extrait tamponné ; 61,1(uL/mL) de 1’hydrolat, qui sont
proches de celui de ’antioxydant de référence, 1'acide férulique (IC50 = 20,34 pL/mL).
En revanche, ’ortie dioique semblent avoir une activité antioxydante plus faible, qui
présente des valeurs d’IC50 égal a 42,04 (uL/mL) de [I’extrait éthanolique ;
106,56(uL/mL) de D’extrait tamponné ; 206,93(uL/mL) de [I’hydrolat, qui sont

supérieurs de celui de I’antioxydant de référence.

Ainsi, l'activité anti-radicalaire se classe dans I'ordre décroissant suivant : l'acide
féruliqgue > 1’extrait éthanolique de laurier noble > 1’extrait éthanolique de [’ortie
dioique > I’extrait tamponné de laurier noble > I’extrait tamponné de 1’ortie dioique >

I’hydrolat de laurier noble > I’hydrolat de 1’ortie dioique.

Ces résultats permettent de conclure que les extraits des feuilles de laurier noble
et I’ortie dioique possédent une assez bonne activité anti-oxydante, ce qui confirme les
résultats du dosage des polyphénols. L’étude de I’activité antioxydante des extraits
éthanolique et tamponné des feuilles de Laurus nobilis L. ont révélé que cette espéce a

un pouvoir antioxydant le plus puissant par rapport aux extraits des feuilles de I’Urtica
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dioica L. qui ont révéle un pouvoir antioxydant plus faible. Ce pouvoir antioxydant
s’explique par la présence des composés phénoliques notamment les flavonoides
présents dans les plantes étudiées (tableaux 20 et 21), et qui sont connu comme des

substances antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires.

L’extrait éthanolique de laurier noble a montré une activité antiradicalaire
nettement supérieure a celles de 1’extrait éthanolique obtenus par Ferreira et al. (2006),
sur les feuilles de la méme espéce avec un taux d'inhibition de 67%. Aussi, I'étude
réalisée par Vinha et al. (2015) a montré une bonne efficacité inhibitrice du radical
DPPH par I'extrait éthanolique et I’extrait aqueux des feuilles de laurier noble avec des
pourcentages d’inhibitions de 82.63% ; 51.18% respectivement. Dans une étude réalisée
par Nukabadi et al. (2020) sur I’efficacité d’Urtica dioica L. a piéger le radical DPPH,
des pourcentages d’inhibitions compris entre 75,5 et 78,5%. Une autre étude
comparative, des extraits méthanolique de laurier noble et I’ortie dioique de Albayrak
et al. (2011) ont observé des valeurs d’IC50 de 30.05uL/mL pour laurier;

123.67uL/mL pour I’ortie, nos résultats sont relativement similaires avec ces résultats.

IV.4.2. Activité enzymatique
Les activités enzymatiques recherchées et caractérisées, chez les différents extraits
des feuilles de laurier noble et de 1’ortie dioique, sont celles des lipases (les hydrolases)

et des catalases (les oxydoréductases).

IV.4.2.1. Activité lipasique

Les lipases sont des sérines hydrolases définies comme des triacylglycérolacyl
hydrolases. (Robic et al., 2017). Le r6le physiologique des lipases est de catalyser
I'nydrolyse des triacylglycérides pour libérer des acides gras et du glycérol. (Houde et
al., 2004).

La recherche de I'activité lipasique dans les extraits des feuilles de laurier noble et
de I’ortie dioique (extrait éthanolique et extrait tamponnés) est effectuée en utilisant la
méthode de titration des acides gras libérés pendant la réaction de lipolyse. Cette
méthode consiste a déterminer la quantité d'acides gras libérés en utilisant le NaOH (une

base) selon le principe de neutralisation d'un acide par une base. Une fois que la couleur
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vire au rose, le volume de NaOH ajouté est utilisé pour calculer I'activité des lipases en

suivant une formule spécifique.

L'activité des lipases peut étre influencée par plusieurs parameétres, notamment la
température et le temps (Menden et al., 2019).Pour cela, nous avons caractérisé
I'activité lipasique afin de déterminer l'influence du temps d'incubation, de la

température et la concentration du CaCl» dans les extraits des plantes préparés.
L’effet de la température sur P’activité lipasique des extraits préparés

L’influence de la température sur I’activité lipasique a été déterminée par incubation
du mélange réactionnel, pendant 30 min a 1°C, 7°C, 15°C, 25°C, 37°C et 50°C, avec
I’ajout de 0,11M de CaClo.

Les résultats de I’effet de la température sur I’activité lipasique obtenus sont

récapitulés dans les Figure 41 et 42.
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Figure 41 : L’effet de la température sur I’activité lipasique des extraits de Laurus
nobilis L.
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Figure 42: L’effet de la température sur 1’activité lipasique des extraits del 'Urtica
dioica L
Les résultats montrent que la température optimale de 1’activité lipasique des extraits
des deux plantes étudiées est de 15°C, tandis que les autres températures testées (1°C,
7°C, 25°C, 37°C et 50°C) montrent une activité lipasique plus faible. L’extrait
tamponné de laurier noble et 1’extrait éthanolique de I’ortie dioique présentent une
activité lipasique la plus élevé avec des valeurs de 3066,66 ; 2400 (pmol/min.mL

d’extrait) respectivement.

Les lipases des graines de laurier ont été caractérisées par Isbilir et al. (2008), ont
trouvé une température optimale de 50 °C. D’autres études ont montré aussi que la
température optimale de I’activité lipasique des plantes comme les graines oléagineuses
est de 24 °C.

L’effet du temps sur P’activité lipasique des extraits préparés

L’influence du temps sur 1’activité lipasique des extraits éthanoliques et tamponnés
des deux plantes étudiées, a été déterminée par incubation du mélange réactionnel, a 15
°C, avec I’ajout de 0,11M de CaCl,, pendant 15min, 30min, 45min, 60min, 75min,

90min. Le calcul de la concentration d’acide gras libéré selon la formule 111.11.
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Figure 43: L’effet du temps sur la quantité des acides gras libérés de I’extrait
éthanolique de I’ortie dioique et I’extrait tamponnée de laurier noble.

L’activité lipasique est révélée par une libération des acides gras, suite a la
dégradation des triglycérides présentent dans 1’huile d’olive, par 1’action des lipases.
D’apres la figure 43 on remarque que les deux extraits possedent un profil presque

similaire de dégradation des triglycérides.

Les resultats montrent que la quantité d'acides gras libérés des deux extraits est
maximale a 30 minutes.

L’effet de la concentration du CaCl: sur I’activité lipasique des extraits prépares

L'effet de la concentration du CaCl, sur l'activité lipasique a été évalué en variant la
concentration de la solution de CaCl, a (OM; 0,055M; 0,11M; 0,165M; 0,22M ;
0,33M), I’incubation du mélange réactionnel est a 15 °C pendant 30min. Les résultats
de l’effet de la concentration du CaCly sur I’hydrolyse des triglycérides obtenus sont

illustrés dans la (Figure 44).
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Figure 44: L’effet de la concentration du CaCl2 sur I’activité lipasique des extraits
prépares

Les résultats obtenus montrent que D’activité lipasique des deux extraits est

optimale a I’ajout de 0,11M de CaCly, tandis que les autres concentrations (OM;
0,055M ; 0,165M ; 0,22M ; 0,33M) montrent des activités lipasiques plus faible.

Une étude comparative, des lipases des graines de laurier présentait une activité
significativement plus élevée apres 1’ajout de CaCl, (Isbilir et al., 2008). Par contre,
d’autres résultats ont constaté que I’activité lipasique des plantes des graines dormantes

a augmenté suite 1’ajout de 2% de CaCl, (Enujiugha et al., 2004).

Les lipases sont largement présentes dans la nature et sont produites par divers
organismes vivants, y compris les plantes, les animaux et les microorganismes. Ces
enzymes présentent plusieurs caractéristiques tres intéressantes, telles qu'un faible codt
de production et une purification facile. Grace a leur capacité a catalyser des réactions
avec une grande efficacité, stabilité et polyvalence rend ces enzymes tres attractives
d’un point de vue commercial (Barros et al., 2010), elles sont largement utilisées dans
les industries alimentaires, des détergents, du cuir, du textile, du cosmétique, et les

industries pharmaceutique (Houde et al., 2004).

Au cours de derniéres années, De toutes les enzymes connues, ce sont les lipases

qui ont attiré le plus I’attention des scientifiques (Houde et al., 2004). Beaucoup de
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recherche se sont concentrées sur des lipases des différentes parties de plante pour
sélectionner des lipases avec des nouvelles propriétés adaptables aux conditions

utilisées dans les processus industriels (Gadge et al., 2011).

L’objectif de notre étude était de caractériser 1’activité des lipases de deux plantes
médicinales Laurus nobilis L. et Urtica dioica L. Les lipases des plantes étudiées ont un
profil de lipolyse maximale au bout de 30 min et a une température de 15 °C en
présence de CaCl.a raison de 0,11Mm. En plus, on constate que les feuilles de laurier

noble ont une meilleure activité lipasique par rapport aux feuilles de 1’ortie dioique.
IV.4.2.2. Activité catalasique

Les catalases sont des enzymes anti-oxydantes qui catalysent le peroxyde
d'’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire (Liu &Kokare, 2023). Le calcul de
I’activité catalytique des différents extraits préparés est effectué par la détermination de
la valeur du permanganate de potassium en I'absence de réaction enzymatique (témoins)
ainsi que la valeur apres I'ajout de I'extrait enzymatique. En soustrayant la valeur du
témoin de celle de I'extrait enzymatique, on obtient le volume de permanganate de
potassium correspondant a la quantité de peroxyde d'hydrogéne consommeée par l'action

de la catalase. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 22.

Tableau 22: les résultats de 1’activité catalasique des extraits préparés

Plantes Extraits Activité catalasique

(Kat moles/seconde)

Laurus nobilis L. Ethanol 5,25 x 107
Tampon pH=7 4,89 x 1073
Urtica dioica L. Ethanol 5,15 x 103
Tampon pH=7 3,88 x 103

Selon les résultats (tableau 22), les extraits des feuilles de laurier noble et de

I’ortie dioique montrent une activité catalasique faible. L’activité des catalases peut étre
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affectée comme toutes les enzymes, par, la température, le pH et les ions métalliques
(Iwase et al., 2013).

IV.4.3. Activité antimicrobienne
IV.4.3.1. Activite antibactérienne et antifongique :

L'activité antibactérienne des extraits de Laurus nobilis L. et Urtica dioica L. a été
évaluée par la technique de diffusion sur disques. L'effet inhibiteur se manifeste par la
formation d'une zone d'inhibition autour du disque de papier imbibé des extraits étudiés,
ou la croissance des micro-organismes est entravée. Les différentes souches ont été
exposées aux antibiotiques pour réaliser un antibiogramme, afin de comparer les zones
d'inhibition entre les antibiotiques et nos extraits. Nous avons évalué l'activité de
I'antibiotique Amoxicilline sur trois souches bactériennes, ainsi que celle de la
Neomycine et du Géctapéne sur le reste des souches, et de la Nystatine sur trois souches

fongiques. Les résultats sont représentés dans la figure 45.
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Figure 45: les résultats des diamétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance des
souches vis-a-vis des extraits éthanoliques, tamponnés de laurier noble et I’ortie
dioique.
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Figure 46: Pouvoir antibactérien de I’extrait éthanolique de Laurus nobilis L.et Urtica
dioica L. sur :a: Staphylococcus aureues; b: Bacilus subtilis; c: Staphylococcus
epidermidis ; d: Pseudomonas aeruginosa; e: Escherichia coli.

La sensibilité contre le Neomycine montre que Staphylococcus epidermidis la

souche la plus sensible avec la plus grande zone d’inhibition de 20,2 mm.

D’aprés ces résultats toutes les souches fongiques étaient sensibles a 1’antibiotique
standard « Nystatine » Candida Albicans possede la plus grande zone d’inhibition 32,9

mm, suivi par Saccharomyces Cerevisiae avec 31,8 mm.

Les resultats obtenus d’aprés la figure 46 montrent que tous les extraits
éthanoliques de laurier noble et I’ortie dioique ont un effet inhibiteur tres important vis-

a-vis des souches bactériennes avec des zones d’inhibition assez remarquables.

D’une part, I’extrait éthanolique des feuilles de 1’ortie dioique a marqué un effet
inhibiteur important envers la croissance des bactéries (E.coli, S.aureus, S.epidermidis,
P.aeruginosa, P.aeruginosa, et B.subtilis) dont les zones d’inhibition obtenues étaient
entre 15 et 25 mm. D’autre part, ’extrait éthanolique des feuilles de laurier noble a
inhibé la croissance des souches bactérienne avec des zones d’inhibition moins

importantes étaient entre 11 et 15 mm.

97



Chapitre 1V : Résultats et discussions

L’¢évaluation du pouvoir antibactérien des deux extraits des deux plantes étudiées,
nous a permis de conclure qu’elles ont un effet différent sur certaines bactéries. Les

feuilles de I’ortie dioique ont marqueé le meilleur effet inhibiteur.

Figure 47: Pouvoir antibactérien de 1’extrait tamponné de Laurus nobilis L.et Urtica
dioica L. sur :a: Staphylococcus aureues; b: Bacilus subtilis; c: Staphylococcus
epidermidis ; d: Pseudomonas aeruginosa; e: Escherichia coli.

L’examen de la figure 47 montre que les extrait tamponnés des deux plantes
Laurus nobilis L.et Urtica dioica L.n’ont marquée aucun effet inhibiteur envers la
croissance des souches des bactéries (E.coli, S.aureus, S.epidermidis, P.aeruginosa,
P.aeruginosa, et B.subtilis), cela confirme 1’absence de I’activité antibactériennes des

extraits tamponnés.

A I’exception, le cas de I’extrait tamponné sur les souches des bactéries testées ol
la zone d’inhibition est de 9 mm. Cela pourrait s'expliquer par une absorption inefficace

du solvant par le disque, entrainant un manque de contact entre I'extrait et la bactérie.
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Figure 48: Pouvoir antifongique de I’extrait éthanolique de Laurus nobilis L.et Urtica
dioica L. sur : a: Aspergillus brasiliensis; b:saccharomyces cerevisiae ; c: candida
albicans.

Les résultats obtenus au cours de cette étude (figure 48) montrent que les extraits
éthanoliques de Laurus nobilis L.et Urtica dioica, ont exercé un effet inhibiteur sur la
croissance de tous les champignons testés avec des proportions différentes dont les
diamétres des zones d’inhibition sont compris entre 13,6 et 19,1 mm pour 1’extrait
éthanolique de Urtica dioica L. et des zones d’inhibition entre 12,1 et 15,1mm pour

I’extrait éthanolique de Laurus nobilis L.

IV.4.3.2. La concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’extrait éthanolique de la plante
Urtica dioica L. a été déterminé par la méthode de diffusion sur disque avec differentes
concentrations. L’activité antimicrobienne la plus prometteuse a été observée contre la
souche de bactérie Pseudomonas aeruginosa. Les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau 23 ci-dessus :

Tableau 23: Valeurs des CMI pour la souche P.aeruginosa

I’extrait éthanolique de la plante Urtica dioica L.

Concentration de
I’extrait en % 100% 5% 50% 25%
Pseudomonas

+ + _ _
aeruginosa
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Les valeurs de la CMI de I'extrait éthanolique de la plante Urtica dioica L. ont
montré un effet inhibiteur a des concentrations de 100 % et 75 %. Aucun effet inhibiteur

n'a été observé au-dela de ces concentrations contre Pseudomonas aeruginosa.

Dans des études comparative, Salih (2014) a montré que ’ortie dioique a un fort
effet antibactérien sur des bactéries telles que [’Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. Tandis que l'extrait liquide de
I’ortie dioique a montré une activité antimicrobienne contre Pseudomonas aeruginosa,
et Staphylococcus aureus. (ElezGarofuli¢ et al. 2021). Par contre 1’étude de Ramos et
al., 2012 ont montré que les extraits éthanoliques et aqueux des feuilles de laurier noble
n’ont montré aucune activité inhibitrice contre Escherichia coli, Pseudomonas putida,

et Salmonella typhimurium.

1V.4.4. Activité anti-inflammatoire

L’étude a été congue in vivo pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des extraits
des feuilles de la plante Laurus nobilis L. et la plante Urtica dioica L. Les expériences
sont réalisées sur le mod¢le de 1'eedéme de la patte des rats induit par la carraghénane
1%, les résultats obtenus ont ét¢ comparés a ceux d’un médicament commercialisé le
diclofénac qui est un anti-inflammatoire non stéroidien et a ceux du témoin négatif (eau

physiologique).

Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire de nos extraits ont été exprimés par
le calcule de pourcentage d’augmentation d’cedeme (%AUG), et le pourcentage
d’inhibition de I’cedéme (%INH), les graphes ci-dessous (Figure 49 ; 50 ; 51 ; 52)

présentent les résultats trouveés.
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Figure 49: Pourcentage de I’augmentation d’épaisseur de la patte (AUG%) des rats
traités par I’extrait éthanolique, 1’extrait tamponné de Laurus nobilis L., Diclofénac et
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Figure 50: Pourcentage de I’augmentation d’épaisseur de la patte (AUG%) des rats
traités par I’extrait éthanolique, ’extrait tamponné de Urtica dioica L., Diclofénac et

’eau physiologique (témoin-).
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Figure 51: Pourcentage d’inhibition d’épaisseur de la patte (INH%) des rats traités par
I’extrait éthanolique, 1’extrait tamponné de Laurus nobilis L. et Diclofénac.
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Figure 52 : Pourcentage d’inhibition d’épaisseur de la patte (INH%) des rats traités par
’extrait éthanolique, 1’extrait tamponné de Urtica dioica L. et Diclofénac.
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D’apres les résultats du pourcentage de 1’augmentation d’épaisseur de la patte des
rats (AUG%) présenté dans les figures 49 et 50, on observe que l'injection de la
carraghénine induit une augmentation du volume de I'cedéme chez les Six groupes de

rats en fonction du temps, atteignant un pic maximum apres deux heures.

D'apreés les figures 51 et 52 (INH%), on remargue que le groupe témoin traité avec
de I’eau physiologique a présenté une augmentation du volume de la patte des rats
durant toute I’expérience. D’autre part, les groupes traités par les extraits éthanoliques
et tamponnés de laurier noble et I’ortie dioique, ont eu une diminution progressive de
'eedéme de la patte des rats aprés 3 heures jusqu’au lendemain (24h). La présence d'un
pic dans la courbe d'inhibition de l'cedéme a 24 heures indique que nos extraits
atteignent une efficacité maximale anti-inflammatoire. Les pourcentages d'inhibition
(INH%) les plus élevés sont ceux de l'extrait tamponné d'ortie dioique et de laurier
noble, a 79,42% et 71,43% respectivement. En revanche, pour l'extrait éthanolique
d'ortie dioique et de laurier noble, les pourcentages d'inhibition sont plus faibles, a
63,44% et 45,01% respectivement. L'anti-inflammatoire Diclofénac a montré une
inhibition de 91,74%. Cela justifie I’efficacité des extraits.

Les extraits tamponnés de Laurus nobilis L. et Urtica dioica L. induisent une
action anti-inflammatoire sensiblement similaire a celle du médicament Diclofénac
(substance de réference). En revanche, les extraits éthanoliques montrent une activité

anti-inflammatoire moins marquée.

Selon les études de Gnankiné & Bassolé, 2017, L’extrait éthanolique (a 80%) des
feuilles de laurier séché, administré par voie orale a des rats a une dose de 100 mg/kg, a
provoqué une inhibition de 19% de 1'cedéme induit. Une autre étude de Tita et al., 1993,
a démontré une action anti-inflammatoire de I'extrait éthanolique de I'ortie dioique a

50% chez les rats.

Les effets observés avec nos extraits justifient l'utilisation traditionnelle de ces

plantes dans le traitement d'inflammation et de la douleur.
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Conclusion

Les plantes médicinales, utilisées depuis des millénaires dans diverses cultures
pour leurs propriétés thérapeutiques et leur activité biologique, contiennent une vaste
gamme de composés chimiques, tels que les polyphénols et les flavonoides,
responsables de leurs effets pharmacologiques variés. Les recherches scientifiques
actuelles visent a évaluer ces activites biologiques et a élucider les mécanismes d'action
de ces composés. Ces études ont confirmé I'efficacité de nombreuses plantes dans le
traitement de pathologies variées, telles que les maladies infectieuses, les troubles
digestifs, les affections inflammatoires et les maladies cardiovasculaires, ouvrant ainsi
des perspectives prometteuses pour le développement de nouveaux traitements

pharmacologiques a partir de sources végétales.

Dans la présente étude, I'évaluation de l'activité biologique des extraits de Laurus
nobilis L. et Urtica dioica L. dans la région de Médéa a révélé des résultats prometteurs
dans les domaines de l'activité antioxydante, enzymatique, antimicrobienne et anti-

inflammatoire.

Les analyses ont montré que :

e En polyphénols, les extraits possédants des teneurs fortes particulierement
I'extrait éthanolique de laurier noble ;

e Les extraits éthanoliques se distinguent par une teneur en flavonoides et
protéines. Cette derniére est plus importante dans les extraits tamponnés,
notamment dans le cas de l'ortie dioique, qui présente une concentration
significative ;

e L’activité antioxydante déterminée par la méthode de DPPH a révélé que
les deux extraits de laurier noble possedent une activité antiradicalaire trés
forte par rapport aux extraits d’ortie dioique.

e Le pouvoir enzymatique en générale et L'activité lipasique en particulier
est la plus considérable dans I'extrait tamponné de laurier noble et I'extrait
éthanolique d'ortie dioique, sachant qu'une activité catalasique faible est
observée dans tous les extraits ;

e L'activité antimicrobienne des extraits éthanoliques des feuilles de ces
deux plantes s'est révélée remarquable vis-a-vis des souches testées qui

causent des maladies pour les étres humains ;

105



Conclusion

e L’activité anti-inflammatoire des extraits d’ortie dioique, en particulier
I'extrait tamponnée, s'est révélée proche de celle du diclofénac et

supérieure a celle des extraits de laurier noble.

En conclusion, cette étude met en lumiére les propriétés biologiques et chimiques
des plantes médicinales examinées, ainsi que leur potentiel thérapeutique. Néanmoins, il
est crucial de poursuivre des recherches approfondies pour améliorer notre
compréhension de ces plantes et de leurs composés bioactifs. De plus, des études
complémentaires sont nécessaires pour évaluer de maniére rigoureuse leur sécurité et

leur efficacité dans des applications cliniques.
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Annexe 1 : Les courbes d’étalonnages
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Figure 53: La courbe d'étalonnage de 1’acide gallique.
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Figure 54: Courbe d’étalonnage de la Quercétine.
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Figure 55: Courbe d’étalonnage de I’albumine sérique bovine (BSA).

25
-9
20 °
)
15
c y =0,2856x - 5,3118
o R? = 0,9656
2 10 °
2 .
'JE: . Yy O AF
e
0
0 20 40 60 80 100 120

Car (Hg/mL)

Figure 56: La courbe d'étalonnage de L'acide férulique.
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