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| ntroduction

Depuis son apparition sur terre, I’homme n’a cessé d’' évoluer en Sinspirant de la
nature et de ce qu'il y puise. Faisant partie des aspects quotidiens de sa vie, les maux et les
douleurs |’ ont instinctivement poussé a se servir des plantes a partir desquellesil aélaboré des
remédes qui fonctionnaient a priori tres bien, puisque ces plantes se sont alors vu attribuer le
statut de « plantes médicinales» et c’'est le savoir-faire de nos aieux, qui a permis de nous
transmettre cette médecine ancestrale. Néanmoins, bien que les vertus thérapeutiques deces
plantes aient été approuveées, I’homme ignorait toujours la fagon par laquelle elles agissaient

ainsi que laraison de leur efficacité.

Ces plantes utilisées autrefois, ont durant longtemps fait |I'objet d'innombrables
recherches qui tentaient de trouver les composés miracles qui leurs attribuent leurs propriétés

bienfai santes.

Un grand nombre d'investigations chimiques ont éé faites afin d apporter une
explication scientifique a I’ efficacité des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle. Le
résultat fut la découverte de composes chimiques, dits métabolites secondaires qui sont
répartis en plusieurs classes, parmi lesquelles la plus étudiée et celle des composés

phénoliques qui sont reconnus comme de trés bons antioxydants ( Bouayed et al., 2007).

Les études qui sont menées aux |aboratoires, les investigations épidémiol ogiques ainsi
gue les problemes de santé publique, indiquent que les polyphénols apportent d’importants
effets sur les cancers, les maladies cardiovasculaires et le vieillissement ains qu’un grand
nombre d autres pathologies (Wafaa et al., 2013).

Parmi les plantes les plus connues, Urtica dioica Linn qui porte le nom commun de
I’ortie et qui fait partie de ces plantes aux vertus bienfaisantes, mais qui est mal heureusement

réputée pour étre une mauvaise herbe.

Urtica dioica Linn est une plante herbacée vivace appartenant a la famille des
urticacées qui est utilisée comme une plante en médecine traditionnelle dans le traitement de
plusieurs maladies telle que: la jaunisses, les hémorragies, le rhumatisme...etc (Bhuwan et
al., 2014).

L’ objectif de cette étude est le dosage des composés phénoliques, des flavonoides et

des tanins condensés apres leur extraction a partir d’Urtica dioica L, en utilisant plusieurs

Y
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solvants de différentes polarités. Ainsi qu’a la détermination de I’ activité antioxydante des
extraits obtenus en utilisant différentes méthodes a savoir : la capacité antioxydante totale, le

pouvoir réducteur et les activités « scavenger » contre le radical DPPH et le radical ABTS.
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I.1. La plante Urticadioica L

I.1.1. Description botanique d’ Urticadioica L

Urticadioica Linn appelée communément I'ortie est une plante herbacée vivace
appartenant a la famille des urticacées, utilisée par nos ancétres depuis des millénaires pour
soigner de nombreuses maladies(Ait hgjsaid et al., 2016). Originaire des régions froides de
I’Europe du nord et de I’ Asie, ¢’ est aujourd’ hui une plante qui pousse dans le monde entier et

colonise preférentiellement les sols riches notamment en nitrogene (Wagner et al., 1989).

La plante se dresse en de nombreuses tiges feuillées, d’ une hauteur allant de 0,60 a 1
m. Ses feuilles sont de couleur vert sombre, de forme ovoides et dentées présentant a leurs
surface des poils urticants (Reader’s Digest., 2008, 2006, 2003), et sont responsables des
rougeurs et des brulures au niveau de la peau lorsque celle-ci entre en contact avec
eux(Baytop , 1989). Les fleurs males et femelles sont portées par des tiges différentes. Elles
sont de couleur verdatre lorsgque celles-ci sont femelles et jaunétre lorsqu’ elles sont de sexe
masculin. Le fruit est un akéne de couleur beige brun et dégage une odeur de graine de
carotte(Reader’ s Digest., 2008, 2066, 2003).

Figure 01:Urticadioica Linn Figure 02: Urticadioica Linn(original).

D’ aprés (Lenglen, 2000).

]
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.1.2. Noms vernaculaires

D’origine latine, le nom du genreUrtica provient du verbe «urere » qui signifie «
brulé » a cause des poils urticants. Le nom de I’ espéce dioica veut dire:« deux maisons »
parce que les fleurs males et femelles sont portées par des tiges différentes (Baytop, 1989).

Voici quelques noms usuels de laplante :

e Enanglas. Nettle, common nettle, stinging nettle, tall nettle.

e Enfrancais: Ortie dioique, grande ortie, ortie piquante ou ortie élevée.
e Enarabe: Hourrigaou a quarras (Ait Hg Said et al., 2016).

e Enkabyle: Azegtouffe, azegtef.

|.1.3.Classification
Selon LeMoa MA, 1988, Urtica dioica est classée comme suit :
Régne : Plantae
Sous-regne : Trachéobionta
Super division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Hamamelidae
Ordre : Urticales
Famille : Urticaceae
Genre: Urtica L

Espéce :Urticadioica L

|.1.4.Composition chimique d’'Urtica dioica L

Vu son usage traditionnel millénaire, les scientifiques ont accordé un important intérét
asacomposition chimique (Titaet al., 2009).

L’ éude phytochimiqued’ Urtica dioica La révélé que cette plante contient des
meétabolites secondaires, essentiellement des flavonoides, des tanins et des composés volatiles,

mais auss des acides gras, des polysaccarides, des stérols, des terpenes,
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desprotéines,desvitamines et des minéraux (Wetherlit, 1992 ; Rafglovska et al., 2001 ;
Krystofovaet al., 2010 ; Gul et al.,2012).

En effet, les parties aériennes d’ Urtica dioica L (les feuilles) contiennent de la
chlorophylleplusieurs vitamines (vitamine C, K, Bl et B2...), caroténoides, huiles
essentielles et des minéraux parmilesquels on cite : Fe, Cu, Mn et Ni.

Quant aux polyphenols présents danscette plante, il s'agit principalement d aprés la
littératurede kaempferol, isorhamnetine, quercitine, isoquercitineet d astragaline qui conferent

alaplante ses propriétés antioxydantes (Bhuwan et al.,2014).

En plus de la composition des feuilles, les poils contiennent de I’ acétylcholine,de
I” histamine, 5-hydroxytripamine (sérotonine), desleukotrienes et de I’ acide formique qui sont
responsables de I’ effet urticant de la plante(Collier et al ., 1956 ; Fu et al., 2006).

[.1.5. Distribution géographiqued’ Urtica dioica L

L’ortie est une plante qu’on peut rencontrer dans toutes les régions du monde: de
I’ Afrique du nord et du sud a I’ Asie, en Europe et dans les deux Amériques. Jusgu’ a 2400m
d altitude, €elle peut signer de sa présence. Cette plante est qualifiée de « rudérale » car €elle
pousse dans les clairieres, aux voisinages des habitations dans les décombres, les haies, les
chemins, les jardins et les champs fumeés. Elle pousse aussi bien dans les endroits ensoleillés
gue ceux bien ombrés.La présence d' Urtica dioic aL symbolise la richesse d'un sol en
nutriments car €lle préfere les milieux riches et fertiles (APGII, 2003).

|.1.6.Utilisation thérapeutique d’Urtica dioica L

Urtica dioica Lest une plante médicinale par excellence car elle est utilisée dans le
traitement de plusieurs maladies depuis les temps anciens. |l est rapporté dans la littérature
gue cette plante présente de nombreuses activités pharmacol ogiques telle que : antioxydante,
antibactérienne, analgésique, antivirale, immun modulatoire, anti-inflammatoire, hépato

protective, ainsi que des effets anticancéreux (Bhuwan et al., 2014).

En Europe, la plante est réputée pour ses effets diurétiques. Le jus frais de I’ ortie est

un remede pour le traitement de toute sorte de saignements interne ou externe.

Une décoction des feuilles d’Urtica dioica L est utilisée dans le traitement des troubles
cutanés, tandis que séchées elles sont utilisées contre |I'asthme et les troubles bronchiaux.
Cette plante est aussi utilisée contre la sciatique, les difficultés respiratoires et autres troubles

cardiaques mais aussi contre le rhumatisme (Kirtikar et Bbasu ,2008).

)
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La plante a méme été utilisée en Egypte ancienne dans le traitement des arthrites et

des lumbagos (Harison, 1966).

En plus d' étre une plante médicinale, I'ortie est servie en cuisine dans des plats
variables, et sert aussi dans|’industrie de la peinture et des cosmétiques(Bhuwan et al., 2014).

|.2.Stress oxydant, espéces réactives del’ oxygene et antioxydants
[.2.1. Stress oxydant

[.2.1.1. Définition

Le stress oxydatif désigne un déséquilibre de la balance entre radicaux libres et
défenses anti oxydantes, traduisant une sorte d’ agression biologique de |’ organisme (Rock,
2003).

[.2.1.2.0rigine du stress oxydatif

Ce processus physiopathologique peut étre le résultat de plusieurs sources endogenes
d’une part, incluant principalement une altération des mécanismes biochimiques comme une
reperfusion ou une ischemie de la xanthine oxydase, une atération de lafonction endothéliale,
une surcharge en fer, des altérations mitochondrial es ou encore une inflammation... etc.

D’autre part, ce sont les facteurs exogenes comme le mode de vie entreprit ou
I’environnement fréquenté qui peuvent étre en partie responsables, soit de |’ apparition du
stress oxydatif, soit du dével oppement du mécanisme et de I’ accentuation des dommages qu'’il
cause. En effet, le tabagisme, I'alcoolisme, |a prise excessive des médicaments et de la pilule
contraceptive, une faible consommation des fruits et Iégumes, une forte exposition au soleil,
le contact avec des substances cancérigenes et des radiations, peuvent étre des habitudes mal
saines pour certains ou une obligation professionnelle pour d'autres, mais ont un réel et
puissant impact sur I’amorcage et |’évolution du stress oxydant en partant d’un mécanisme
physiopathologique réversible vers une maladie grave irréversible(Haleng et al., 2007).

|.2.2. Especesréactives de |’ oxygene

L’ensemble des radicaux libres comme |’anion superoxyde (O2°) ou le radical
hydroxyle (OH') et d autres molécules non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne

(H202) ou I’oxygénes singulet (O.') sont regroupées sous le terme d’ espéces réactives de
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I’ oxyégene (ERO). En plus de ces derniéeres, il existe ce qu’on appelle les espéeces réactives
nitrogenées (ERN) dont la principale molécule représentative est le monoxyde d azote
radicalaire (NO) qui est capable d'interagir avec I'anion supéroxyde pour former le
peroxynitrite (HOONO), une puissante molécule oxydante a I'origine de nombreux
dommages sur des molécules organiques(Haleng et al., 2007).

|.2.3. Radicaux libres

Ce sont des espéeces chimiques caractérisées par la présence d'un ou plusieurs
électrons célibataires sur leur couche de valence ce qui les rend hautement réactives et donc
instables (Rock, 2003). Le radica libre tend toujours a remplir son orbitale atomique en
arrachant un électron dans les mol écules avoisinantes pour devenir stable(Goudable et Favier,
1997).

Tableau |:Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Hanton, 2005).

Radicauxlibres Structure chimique
Radical hydroxyl OH’

Radical hydroperoxyde HOO’

Radical peroxyde ROO’

Radical alkoxyl RO’

Peroxide d’ hydrogene H202

péroxynitrire ONOO’

Anion superoxyde 02"~

La chimie particuliere des ERO leur permet de jouer un réle important dans de
nombreux processus physiologiques ou a l'inverse étre toxiques, dépendant de leurs

concentration.
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En effet, dans des conditions physiologiques et a des concentrations normales, ces
espéces chimiques remplissent une fonction de seconds messagers qui activent des facteurs de
transcription et régulent |’ apoptose. Citons aussi le role clef que les ERO jouent lors de la
fécondation. En effet le spermatozoide secréte une importante quantité de ces espéces
chimiques afin de pénétrer dans le cytoplasme de I’ovule a travers la membrane qu’ auront

détruit les radicaux libres sécrétés.

A l'inverse, et a des concentrations élevées, ces molécules deviennent dangereuses car
elles sont capables d'activer I'expression de génes codants pour des cytokines pro-
inflammatoires ou des protéines d’ adhésion. Toutes ces réactions enclenchées anormal ement
induisent des modifications responsables de diverses pathologies telles que le diabéte, le
cancer ou encore |’ accélération de I’ inévitable destin de I’ homme, le vieillissement(Haeng et
al., 2007).

[.2.4. Principales cibles des espéces r éactives de |’ oxygene

Les radicaux libres agissent en Sattaguant a une large gamme de molécules

d’ importance maeure parmi lesquelles on cite :

> L'ADN: Cc'est laprincipale cible des ERO, ces derniéres sont capables d’ apporter des
modifications a la molécule d’ ADN en atérant de cette maniére sa structure et donc
son intégrité. Parmi ces modifications que peut apporter le radical OH’ qui interagit
avec la guanine (G) pour former la (8-OH-dG) qui S apparie avec une adénine au lieu
d’'une cytosing, ce qui conduit a des mutations qui sont a I’origine de plusieurs
pathologies.

> Les protéines: les acides aminés qui sont les plus réactifs avec les ERO, sont
I"histidine, 1a proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Ces interactions ont
pour conséquences la formation de groupements carbonyles,des clivages des chaines
peptidiques et la formation de ponts bi-tyrosine intra et inter-chaines. Ces
modifications alterent la fonction de la protéine (perte de son activité enzymatique ou
non reconnaissance d’ un site spécifique : récepteur ou ligand).

> Leslipides: les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée des radicaux libres
car ils s'attaguent aux carbones situés entre deux doubles liaisons, en arrachant un
hydrogéne. Cette étape, est la premiére d'un processus dit «la peroxydation
lipidique », qui a des conséquences facheuses sur la cellule en altérant la fluidité de sa
membrane lipidique la conduisant inévitablement al’ apoptose (Haleng et al., 2007).

-
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|.3. Antioxydants

Le terme antioxydant désigne toute molécule ayant la capacité de diminuer ou
d’arréter I’ action d’ especes réactives oxygénées, soit directement en inhibant leur production
ou bien en limitant leur propagation en agissant comme des piégeurs de radicaux libres pour
donner finalement des composeés stables (Favier,2003).

Pour lutter contre les radicaux libres, |’organisme dispose de deux sources

d’ antioxydants qui sont :
[.3.1. Antioxydants exogenes

Dont la présence est assurée par un apport nutritionnel sous forme de fruits et légumes
riches en flavonoides, caroténoides, vitamines C et E, ubiquinone (Q10) et acide
lipoique(Haleng et al., 2007).

[.3.2. Antioxydants endogenes

Ceux-ci sont représentés par des enzymes, des protéines et des endonucléases présentes
naturellement dans I’ organisme (Halenget al., 2007).

e Enzymatique: Comme lasuperoxydedismutase (SOD), la glutathion peroxydase
(GPx), la catalase et des endonucl éases.

e Non enzymaqgtiques: Protéines ( ferritine, transferrine, céruloplasmine et abumine),
en plus desoligiolements tels que le sélénium, le cuivre et le zinc qui jouent le role de

cofacteurs d’ enzymes a activité antyoxydante (Haleng et al.,2007).

)
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Figure 03: Apercu des différentes especes oxygénées activées et des antioxydants
régulateurs de leur production(Haleng et al, 2007).

|.4. Composés phénoliques

Ce sont des composés chimiques qui sont formés lors des processus métaboliques des
végétaux. Ces composes sont définis comme étant des molécules bioactives non- nutritives
gu’ on trouve dans les fruits, les Iégumes, les graines et autres plantes comestibles (Hai,2004 ;
Magee and Rowland, 2004 ;Altameme et al.,2015 ;Hamed et al.,2015).

Les métabolites secondaires comprennent essentiellement trois grandes familles: les
polyphénals, les terpenes et les alcaloides (Lutge et al. 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007).

[.4.1. Polyphénols

Ce sont des métabolites secondaires dont la structure présente un cycle
aromatique lié a des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un autre groupement
chimique tel quel’ éther, ester...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al. 2003).

On les retrouve dans toutes les parties des plantes supérieures (racines, tiges, feuilles,
pollen, graines et bois).lls interviennent dans plusieurs processus physiologiques tel que la
rhizogenese, la croissance cdlulaire, la maturation des fruits, la germination des

graines...etc.(Boizot et Charpentier, 2006).

L r
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Les principales classes représentatives des poly phénols sont les acides phénoliques,

les flavonoides, lestanins et les coumarines (King et Y oung. 1999 ; Tapiero et al. 2002).
|.4.2.Flavonoides

Ce sont des composes appartenant a la famille des polyphénols (Seyoumet al,
2006).L’identification de plus de 6400 molécules différentes, révele I'importante diversité
structurale de ces composés (Harborne et Williams, 2000).Les flavonoides présentent une
structure de base commune a toutes les classes qui les représentent qui est constituée de deux
noyaux aromatiques désignés par leslettres A et B qui sont reliés par un hétérocycle oxygené,
désigné par lalettre C (Dacosta, 2003).

Figure 04: Structure de base de flavonoides (Di Carlo et al., 1999)

D’un point de vue fonctionnel, les flavonoides sont responsables de la coloration et de
la pigmentation des fleurs et des fruits chez les végétaux (Ghestem et al., 2001;
Bruneton,1999).

|.4.3.Tanins

Ceux- ci sont une classe polyphénolique qui présente une structure variée (Paris et
Hurabeille.,, 1981). Cette structure est formée de cycles aromatiques greffés d une ou
plusieurs fonctions hydroxyles libres ou non, ce sont des composés non azotés (Bruneton et
al., 1999)

Les tanins sont tres répandus dans le regne végeétal en particulier dans certaines familles

comme les coniferes, les fagacées et |es rosacées ( Ghestem et al., 2001)
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|.4.4.Activité antioxydant des polyphénols

Il a éé rapporté que les composés phénoliques présentent des propriétés anti
oxydantes. Les flavonoides se voient attribuer un fort pouvoir antioxydant du fait de la
multiplicité de leurs mécanismes d’ action(Fuhrman et al., 1995).En effet, ils agissent par le
biais de plusieurs mécanismes daction différents dont le résultat est |'inhibition de
I’oxydation. Cela se fait soitpar piégeage de radicaux libres par don direct d’'un atome
d  hydrogene ou d’un électron (figure 05).

Figure 05 : Piégeage des radicaux libres par |es flavonoides (Marfak, 2003).

Soit par chélation des ions métalliqgues comme le cuivre et le fer, ou bien par conversion d hydro
peroxydes a des espéces non-radicalaires et enfin par désactivation de I’ oxygene singulet (Gordon,
1990,2001).




Matériel et methodes



Chapitre Il Matériel et méthodes

[1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes(les feuilles) d’Urtica dioica L ont été récoltées dans la région
d Ait Smail (wilaya de Bejaia) durant le mois de février 2017. L’identification de la plante a
été effectuée au laboratoire de biologie végétale de I’ Université A/Mira de Bgaia. Une fois
récoltées les feuilles ont été séchées dans |’ étuve aune température de 40°C. Les feuilles
sechées ont été broyées pour étre réduites en poudre. Cette derniére a été tamisée al’aide d’'un
tamiseur d’un calibre de 250um.

La poudre ains homogénéisée a éé conservée dans un bocal en verre pour une

ultérieure utilisation.
[1.2. Extraction des composés phénoliques totaux

Pour I’ extraction des polyphénols totaux, trois solvants de différentes polarités ont été

utilisés asavoir :I’ eau distillée, |e méthanol 50% et |’ acétone 50%.

Un volume 40ml de chaque solvant a été rgjouté a 100mg de poudre seche d’Urtica
dioica L. Chacun des trois mélanges a é&é macéré pendant 2 heures sur agitateur et a
température ambiante puis filtré a I'aide de papier filtre. Seul les extraits liquides agqueux,
méthanolique et acétonique ont été reécupérés et conservés dans des fioles en verre au

réfrigérateur pour étre utilisés dans la présente étude.
I1.3. Dosage des antioxydants des extraits phénoliquesd’ Urtica dioica L
11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

e Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange d'acide phosphotungstique (HzsPW12040) et
d acide phosphomolybdique (HsPMo012O40), oxyde les composés phénoliques; les oxydes
métalliques produits sont de couleur bleue, dont I’ absorbance est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans I’ échantillon (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

e Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques a été estimée selon la méthode de (Kahkonen et
al., 1999). Un volume de 1 mldu réactif de Folin-Ciocalteua été gjouté a 200ul d extrait dilué.
Aprés 3 minutes, 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%) ont été ajoutés. Aprés
une heure d'incubation, |’ absorbance a éé mesurée a 770nm. La concentration en composeas
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phénoliques des extraits, exprimée en gramme équivalent acide gallique par 100 g de matiére

seche, est déterminée en se référant ala courbe d’ étalonnage (annexe).

11.3.2. Dosage des flavonoides

e Principe

Les flavonoides forment des complexes avec |’aluminium sous forme d'ions
Al*3 gprés décomposition de chlorure d’ aluminium. Les complexes formés sont responsables
de I’ absorption de lalumiere dans e visible (Ribéreau-Gayon., 1968).

e Mode opératoire

Les teneurs en flavonoides des extraits obtenus ont été déterminées par la méthode de
(Lamaison et Carnet., 1990). Une partie aliquote de chaque extrait a été goutée a un volume
éga de chlorure d’auminium (2%). L’ absorbance a été lue a 410nm aprés 20 min. Les
résultats ont été exprimés en gramme équivalent quercétine par 100 g de matiére seche a partir

de lacourbe d’ étalonnage (annexe).

11.3.3. Dosage des tanins condensés

e Principe
Le dosage des tanins condensés est basé sur la condensation des composés

polyphénoliques (flavanes-3-ols) avec la vanilline en milieu acide (Price et al., 1978).

e Mode opératoire

La méthode d’ estimation de la teneur en tanins condensés a été proposée par (Swain
etHillis, 1959) ; Leréactif de lavanilline a été préparé par solubilisationde 0,5g de lavanilline
dans 50ml d’acide sulfurique (70%). 1 ml de ce réactif a é&té mélangé avec500ul ml d’ extrait.
Apres incubation & 50°C pendant 20 min, I'absorbance a é&émesurée a 500nm. Les résultats
ontété exprimés en gramme équivalent de catéchine par 100 g de matiére séche a partir de la

courbe d’ éalonnage (annexe).
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[1.4. Détermination del’ activité antioxydante

La présente étude a été effectuée in vitro dans le but de déterminer I'activité

antioxydante des extraits agueux, méthanolique (50%) et acétonique (50%) d'Urtica dioica L.
[1.4.1.Activitéréductrice du molybdate
e Principe

Cette technique est basée sur laréduction de molybdéene Mo(V1) présent sous laforme
d’ions molybdate MoO4> en molybdéne Mo(V)MoOz",en présence de I’ extrait pour former

un complexe vert de phosphate/ Mo(V) dans un milieu acide (Prieto et al., 1999).

e Mode opératoire

L’ activité réductrice des extraits a é&té évaluée par la méthode de phosphomolybdéne
de (Prieto et al., 1999).0,3 ml de chaque extrait ont été gjoutés a 3 ml d’ une solution préparée
en mélangeant 0,6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de
molybdate d’ammonium. Les tubes ont éé incubés a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement, I’ absorbance des solutions est mesurée a 695nm. L’activité réductrice du
molybdate a été exprimée en gramme équivalent acide ascorbique par 100 g de matiére seche
apartir d’ une courbe d’ étalonnage (annexe).

I1.4.2.Pouvoir réducteur du fer

e Principe

L analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**) du
complexe ferricyanure-Fe** en fer ferreux (Fe?), en présence d antioxydants réducteurs
(Bijoyet al., 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au

pouvoir réducteur de I’ extrait (Gul¢in et al., 2003).

e Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été estimé par la méthode de (Yildirim et al., 2001); 1 mi
d’extrait est additionné a 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 25 ml de
ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation a 50°C pendant 20 min, 2,5 ml d acide
trichloracétique (10%) ont été gjoutés au mélange. Apres centrifugation a 3000g pendant 10
min, 2,5 ml du surnageant ont été mélangés avec 2,5 ml d eau distillée et0,5 ml de chlorure

ferrique (0,1%). L’ absorbance a été mesurée a 700nm. Les résultats ont été exprimés en




Chapitre Il Matériel et méthodes

gramme équivalent acide ascorbique par 100 g de matiere seche a partir d'une courbe

d’ étalonnage (annexe).
11.4.3. Activité « scavenger » du radical DPPH

e Principe

Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogene au radical synthétique DPPH:
(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en
DPPH-H (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine) de coloration jaune-verte (Molyneux, 2004).

e Mode opératoire
L’ effet «scavenger» du DPPH a été déterminé par la méthode de (Kroyer et Hegedus,
2001); 300 pl d’extrait ont été ajoutés a 2700ul de DPPH (60 uM).

L’absorbance a été lue a 517nm apres 1 heure d'incubation a I’obscurité. Le

pourcentage d’ inhibition du radical DPPH-est exprimé par la formule suivante:

% = [(A témoin- A echantilion)/A témoin] % 100

A temoin : Absorbance du témoin (300ul méthanol + 2700ul DPPH);

A &chantilion : Absorbance de 1’extrait (300 pl extrait +2700ul DPPH).

I1.4.4.Activité «scavenger» du radical ABTS

e Principe

La méthode qui détermine I’ activité «scavenger» du radical ABTS est basée sur la
capacité d'un antioxydant a piéger le radical cationique ABTS™ (2,2'-azinobis (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) de coloration bleue verte en le transformant en ABTS-H*
incolore, par un don d hydrogene (Antolovichet al., 2002). La décroissance de I’ absorbance

causee par |’ antioxydant refléete |a capacité de capture du radical libre.
e Modeopératoire:

Le piégeage du radical cationique ABTS "a été déterminé par la méthode de (Re et al.,
1999). La solution du radical cationique ABTS™ a été préparée en mélangeant 2,45 mM
d’ABTS avec 7 mM de persulfate de potassium. Apres 16 heures d’incubation la solution
ABTS™ a été diluée avec I’ éthanol, afin d’ obtenir une absorbance de 0,7+0,02a 734nm. Un

volume de 20 pl d’extrait est additionné a 2 ml de la solution d’ABTS"". L’ absorbance a été
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lue a 734nm aprées 6 min dincubation a I'obscuriteé. Le pourcentage de

I’ activité « scavenger » du radical ABTS™ est exprimé par laformule suivante :

% = [(A témoin- A éhantilion)/A témoin] X 100

A tamoin - Absorbance du témoin (ABTS™);
A &haniiion : Absorbance de I’ extrait (extrait + ABTS™).
[1.5. Etude statistique

L'andlyse dtatistique des résultats a été effectuée avec |'application ANOVA
(SATISTICAL.5) et la comparaison des résultats est prise ala probabilité p<0,05. Toutes les

données représentent la moyenne detrois S * ecartype.
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L’ éude réalisée a pour objectif d éablir un dosage des composés phénoliques aprés
leur extraction a partir d’Urtica dioica L en utilisant trois solvants d extraction a différentes
polarités, a savoir: I'eau distillée, le méhanol 50% et I'acétone 50%. Ains qu'a la

détermination de I’ activité antioxydante des extraits obtenus.
I11.1.Dosage des antioxydants des extraits d’ Urtica dioica L

[11.1.1. Teneur en composés phénoliques

Les teneurs en composés phénoliques des extraits d’ Urtica dioica L ont montré des
différences significatives en fonction du solvant d extraction utilisé (p<0,05). La teneur en
composes phénoliques la plus élevée qui est 4,35 g EAG/100g, a été obtenue en utilisant le
méthanol agqueux (50%) comme solvant d’ extraction, suivi par |’ acétone agueux (50%) avec
une teneur de 4,22 g EAG/100g et enfin I’ extrait aqueux avec une teneur de 4,14 g EAG/100g
(Figure 6).
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Figure 06 : Effet du solvant d’ extraction sur lateneur en composés phénoliquesd’ Urtica

dioicalL.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents(b>a).




Chapitre 111 Résultats et discussion

Les résultats de cette étude ont été comparés a plusieurs résultats de la littérature.
Kukric et al.(2012) ont rapporté une teneur en composés phénoliques de 0,208 g EAG/100g
MS, en utilisant I’éhanol comme solvant d extraction. Dans une autre étude, réalisée par
(Yildrim et al.,2013),sur |’ effet de la région géographique d’ Urtica dioica L, des teneurs en
composés phénoliques varient entre 0.0192 et 0.0374g EAG/100g MS, ont été trouvées.
(Pourmourad et al.,2006), ont utilise comme solvant d’extraction le méthanol dans leur
travail et ont obtenu un résultat de 0.0241 g EAG/100g MS. Toutes ces teneurs sont plus

inférieures que celles trouvees dans la présente étude.

Les différences constatées entre | es résultats obtenus et ceux rapportés par lalittérature
pourraient étre dues a: la région géographique, |a période de la récolte, la partie de la plante
testée, le protocole d’ extraction et la méthode utilisée pour le dosage, le solvant d’ extraction.
Cependant, (Nencu et al.,2013)ont trouve gque la teneur en composeés phénoliques est liée aux
phasesde maturation de la plante ; plus la plante est jeune, plus le taux de polyphénols qui y
sont présents est levé. Cela pourrait expliquer la haute teneur en composés phénoliques
trouvée dans Urtica dioica L dans la présente étude, car la plante a été récoltée jeune au début

du printemps.
I11.1.2.Teneur en flavonoides

La teneur des extraits d'Urtica dioica L en flavonoides, varie d'une maniere
significative en fonction du solvant d extraction utilisé (P<0,05) (Figure 07).
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Figure 07 : Effet du solvant d’ extraction sur les flavonoides d’ Urtica dioica L

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents(a>b).

&
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L’extrait aqueux est celui qui a révélé la plus haute teneur en flavonoides avec une
teneur de 2,27 g EQ/100g, s ensuit |'acétone agueux (50%) avec une teneur de 1,76g
EQ/100g, aors que la plus faible teneur a été révélée par le méthanol aqueux (50%) avec une
valeur de 1,67 g EQ/100g.

Les teneurs en flavonoides obtenus dans cette étude sont plus élevées que celle
trouvée par (Kukric et al.,2012), qui est de 0.022 g EQ/100g MS.

[11.1.3.Teneur en tanins condensés

Les extraits d'Urtica dioica L présentent selon I'analyse statistique des différences
significatives en fonction du solvant d’ extraction utilisé (P<0,05).C est le méthanol aqueux
(50%) qui arévéle laplus forte teneur en tanins condensés avecune valeur de 4,60 g EC/100g,

ensuite vient I’ extrait agueux avec une teneur de 4,2g EC/100g.
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Figure 08 : Effet du solvant d’ extraction sur les tanins condensés d' Urtica dioica L.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents(a>b).

Dans une étude réalisée par (Nencu et al.,2013) sur |’ effet du stade de la maturité en
récoltant la plant Urtica dioica L du mois de mars jusgu’en juillet, des teneurs comprises
entre 0,74 et 1,11 g EAT/100g, ont été trouvees en utilisant le méthanol pour I’ extraction. Les
résultats obtenus dans cette étude sont plus importants que ceux rapportés par ces auteurs.
Cette différence observée entre les résultats peut étre due au climat et ala richesse du sol en

nutriments.
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D’une maniére générale, les facteurs environnementaux et géographiques tel que: le
climat, la température, la composition des sols...€etc., ains que les techniques et les solvants
d’ extractions utilisés peuvent influencer d’ une facon significative la qualité et la quantité des
composés phénoliques (Pourmorad et al.,2006 ; Ozkanet al.,2011 ; Semih et Buket, 2012).

[11.2.Activités antioxydantes des extraits phénoliquesd’ Urtica dioica L

Dans la présente étude I’ activité antioxydante desextraits phénoliques deUrtica dioica
L, a éé déterminée en utilisant quatre tests différents a savoir ; I'activité réductrice du
molybdate, le pouvoir réducteur du fer, I'activité « scavenger » du radica DPPH et enfin
I’ activité « savenger » du radical ABTS.

[11.2.1.Activitéréductrice du molybdate

Dans la présente éude le pouvoir réducteur du molybdate a été testé en utilisant

plusieurs concentrations a savoir ; 50, 100 et 250ug/ml (Figure 9).
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Figure 09: Effet du solvant d extraction et de la concentration sur |’ activité réductrice du

molybdate d’ Urtica dioica L.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

(Lettres majuscules : effet de la concentration ; Lettres minuscules : effet du solvant),(a>b).
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Les résultats du pouvoir réducteur du molybdate des extraits phénoliques
d’ Urticadioical présentent des différences significatives qui varient en fonction de la
concentration étudiée et du solvant d extraction utilisé (P<0,05). Cependant ala concentration
de 50ug/ml, aucune différence significative n'a é&é constatée entre les pouvoirs réducteurs
desextraits agueux, méthanoligue (50%) et acétonique (50%). Ces extraits présentent des
valeurs alant de 0,11 a 0,15g EAA/100g.

A la concentration de 150ug/ml, les résultats ont montré que c’est |’ extrait préparée par
I” acétone agqueux (50%) qui a donné la plus grande capacité a réduire le molybdate avec une
valeur de 0,26 gEAA/100g, tandis que les extraits méthanoliques (50%) et aqueux ont
présenté les plus faibles pouvoirs réducteurs du molybdate, dont les valeurs sont de 0,14
€t0,97 g EAA/100g, respectivement.

A la concentration de 250ug/ml, I'analyse des résultats a montré gue la plus forte
activité réductrice qui est de 0,59 g EAA/100g, a été exercée par |’ extrait préparé avec |’ eau,
aors queles plus fables activités réductrices ont éé trouvées avec les
extraitsacétoniques(50%) et méthanoliques(50%)avec des valeurs de 0,47 et 0,44gEAA/100g,

respectivement.

L’ analyse des résultats a révélé quela plus importante capacité aréduire le molybdate a
été présentée par les extraits d’ Urtica dioica L a la concentration de 250ug/ml. L’ étude n'a
montré aucune différence significative entreles capacitésréductrices du molybdate ala
concentration 50 et 150pg/ml.

Les résultats de la présente étude ont montré gue le solvant d’ extraction qui a donné la
plus forte activité réductrice est I'extrait aqueux a 250ug/ml, avec une valeur de 0,599
EAA/100g. Tandis que la plus faible capacité a été exercée par |’ extrait préparé avec le méme

solvant da concentration de 150pg/ml, avec une vaeur de 0,097g EAA/100g.
[11.2.2.Pouvoir réducteur du fer

Les résultats de |’ étude de la capacité des extraits d' UrticadioicalLa réduire le fer a
montré une différence significative selon la concentration testée (50, 150 et 250 pg/ml) et le
solvant d’ extraction utilisé (p<0,05) (Figure 10).

L’ étude statistique des résultats indique qu’ ala concentration 50 et 150 pg/ml, le plus

fort pouvoir réducteur du fer a été obtenu en utilisant I’ acétone (50%) et |’ eau comme solvants
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d’extraction, avec des valeurs de 0,61 et 0,59 EAA/100g. Alors que I’extrait méthanolique
(50%) a donné la plus faible capacité réductrice avec une valeur de 0,04g EAA/100g.

L’ extrait agueux n’amontré aucune différence significative avec I’ extrait acétonique (50%)

Pour la concentration de 250ug/ml, les extraits étudiés ont montré une différence
significative (p<0,05).Les résultats obtenus ont révélé que I’ extrait préparé avec le méthanol
(50%) a montré la plus forte capacité a réduire le fer avec une valeur de 1,96g EAA/100g,
ensuite vient |” extrait acétonique (50%) avec une valeur de 1,169 EAA/100g et enfin la plus
faible activité réductrice a été révélée par I'extrait aqueux avec une valeur de 0,78g
EAA/100g.
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Figure 10 : Effet de la concentration et du solvant d’ extraction sur I’ activité réductrice

dufer des extraits d’Urtica dioica L.
Lesrésultats qui portent des | ettres différentes sont significativement différents (b> a)
(Lettres majuscules : effet de la concentration ; Lettres minuscules : effet du solvant).

L’ analyse des résultats de cette activité a montré quele plus fort pouvoir réducteur du
fer a éé trouvé a la concentration de 250ug/ml, alors que les extraits préparés aux

concentrations de 50 et 150 pg/ml ont présenté les pouvoirs les plus faibles.

Dans une étude réalisée par (Kuric et al., 2012), le pouvoir réducteur du fer de I’ extrait
des feuilles d' Urtica dioica L a été comparé avec des standards qui sont laBHA, 1aBHT et la
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vitamine C, il a été démontré que les feuilles d’Urtica dioica L ont un pouvoir réducteur

relativement modéré, mais qui reste cependant plus élevé que celui révélé dans la présente
étude.

[11.2.3.Activité « scavenger » du radical DPPH

Les résultats de la capacité des extraits d’ Urtica dioica L a piéger le radical DPPH en

fonction de la concentration et du solvant d’ extraction sont présentés sur la (figure 11).
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Figure 11 : Effet dela concentration et du solvant d’ extraction sur |’ activité « scavenger » du
radical DPPH d'Urtica dioica L.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
(Lettres majuscules : effet de la concentration ; Lettres minuscules : effet du solvant).

L’ analyse des résultats du test DPPH a montré une différence significative entre les

extraits aqueux, méthanolique(50%) et acétonique(50%), pour toutes les concentrations
testées.

L’ activité «scavenger » du radical DPPH a été déterminée en utilisant différentes
concentrations asavoir ; 0,25 ; 0,312 ; 0,416 ; 0,625 et 2,5mg/ml.

L’ étude n"a montré aucune différence significative entre les concentrations suivantes :
0,416 ; 0,625 et 2,5 mg/ml. Cependant ces concentrations ont présenté les plus fortes activités
anti-radicalaires vis-a-vis du radical DPPH. La plus faible activité inhibitrice du radical DPPH

a été obtenue a la concentration 0,25mg/ml.
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Pour toutes les concentrations testées, e plus haut pourcentage d’inhibition du radical
DPPH, est obtenu avec I’ extrait préparé par I’ acétone (50%) suivi par |’ extrait méthanolique
(50%) et enfin par |’ extrait aqueux. Cependant le pourcentage d’inhibition du radical DPPH le
plus élevé, qui est de 75,23%, a éé obtenu a la concentrationde 2,5mg/ml avec |’ extrait
acétonique agueux (50%) et le plus faible pourcentage d’inhibition a été obtenu avec |’ extrait
agueux ala concentration de 0,25mg/ml, dont e pourcentage d’inhibition est de 9,15%.

L’ analyse des résultats a montré que le pourcentage d’inhibition du radical DPPH
augmente avec la concentration.

Dans une éude réalisée par (Zeipina et al., 2015) sur I’ efficacité d’'Urtica dioica L a
piéger le radical DPPH, des pourcentages d’inhibitions compris entre 75,5 et 78,5%. Ces

résultats sont plus ou moins similaires a ceux obtenus dans |a présente éude.
[11.2.4.Activité « scavenger » du radical ABTS

Le test de piégeage du radical ABTS par les extraits d’ Urtica dioica L a révélé des

différences significatives en fonction du solvant d’ extraction utilisé (P<0,05) (Figure 12).
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Figure 12 : Effet de la concentration et du solvant d’ extraction sur I’ activité « scavenger » du
radical ABTS d Urticadioica L.

Lesrésultats qui portent des | ettres différentes sont significativement différents(b> a).

(Lettres majuscules : effet de la concentration ; Lettres minuscules : effet du solvant).
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L’ activité « scavenger » du radical ABTS des différents extraitsd’ Urtica dioica L a été

évaluée en testant les concentrations suivantes : 50 ; 150 et 250 pg/ml.

L’analyse des résultats de la capacité antiradicalaire vis-a-vis de radical ABTS a
montréqueles différents extraitsd’ Urtica dioical ont piégé le radica ABTS avec une
différence significative (p<0,05), a la concentration de 50 et 250 ug/ml. Tandis qu'a la
concentration de 150pug/ml, I’ étude n’arévélé aucune différence significative entre les extraits
testés.

La présente étude a montré que le plus haut pourcentage d inhibition, a été obtenu par
I’ extrait agueux avec une valeur de 44,98% a la concentration de 250ug/ml, tandis que la plus
faible activité a été observée avec ce méme extrait mais a une concentration de 50ug/ml avec
38.68%.

Lors d' une étude réalisée par (Kukric et al.,2012), il a été rapporté que les feuilles
d'Urtica dioica L ont la capacité d'inhiber le radica ABTS mais avec des valeurs
relativement faibles que celles trouvées avec la BHA et la vitamine C. Cependant ces valeurs

restent similaires a celles trouvées dans la présente étude.

D’ apres les résultats de cette étude, les extraits d' Urtica dioica Lont présenté une
efficace capacité a neutraliser les radicaux libres dans les tests effectués qui sont le DPPH et
I’ABTS. lls ont aussi exhibé une capacité a réduire le molybdate et le fer. L’ analyse des
résultats a permis de démontrer que les solvants utilisés et les concentrations considérées
exercent une influence sur les activités antioxydantes d’'Urtica dioica L. La diversité
structurale des composés antioxydants contenus dans les extraits d’ Urtica dioica L pourraient
étre a I'origine de I’ activité antioxydanteobservée dans les tests effectués. Cette diversité
structurale confére aux antioxydants une multiplicité en termes de mécanismes d’ actions dans
le piégeage des radicaux libres. L’utilisation de différents solvants d extractions serait
responsable des variations dans les résultats obtenus puisque chaque solvant possede des
propriétés particulieres qui lui permettent d’ extraire des composés phénoliques de différente
espéce et qui agissent via des mécanismes différents et ¢’ est en effet ce qui est observe dans
les résultats obtenus (Gulcinet al., 2003 ; Zhou et Y ou., 2004 ; Tepeet al .,2005).

&
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Conclusion et perspectives

Notre étude a étéconsacrée au dosage de quelques composés phénoliques dont les
polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés, afin d’étudier les activités

antioxydantes des extraits d’ Urtica dioica L.

L’ extraction des composés phénoliques totaux d'Urtica dioica L a éé fate par
macération en utilisant différents solvants d extraction : |’ eau, le méthanol (50%) et I’ acétone
(50%).

L’ éude statistique des résultats a révélé que les teneurs en composés phénoliques
totaux, flavonoides et en tanins condensés présentaient des différences significatives qui
varient en fonction des solvants d extraction utilise et des concentrations considérées P<0,05.
La plus forte teneur a éé révélée par |’extrait méthanoliques(50%) pour les composés
phénoliques et les tanins condensés. Alors que I’ extrait aqueux a révélé une plus forte teneur
pour les flavonoides. La plus faible teneur a été révélée par I'extrait agueux pour les
composés phénoliques et les tanins condensés. Alors que pour les flavonoides, ¢’ est I’ extrait

méthanolique (50%) qui adonné laplus faible teneur.

Les résultats de |a présente étude, ont montré que les extraits d’ Urtica dioica L ont une
activité antioxydante qui varie toujours en fonction du solvant d'extraction et de la
concentration(P<0,05).

Les extraits d’ Urtica dioica L ont exerce une activité réductrice du molybdate et du fer
et une activité anti radicalaire vis-a-visdu radical DPPH et de|’ ABTS.

Les activités antioxydantes exercées par les extraits d' Urtica dioica L peuvent étres
expliquées par la richesse de cette plante en molécules antioxydantes comme les polyphénols
qui sont a |’ origine des bienfaits de la plante. L’ efficacité antioxydante d’Urtica dioica L
N’ est sans doute qu’ une simple partie de toutes les activités dont elle est dotée. 1l serait donc
intéressant d’ envisager comme perspective d’ approfondir les recherches afin de caractériser
des composés autres gque les polyphénols qui peuvent avoir d’ autres activités et donc d’ autres
effets thérapeutiques. Ce qui aiderait a valoriser la plante dans le domaine de la médecine

moderne.
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Annexe 01 : courbes d’ éalonnage.
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Figure 04 : droite d’ éaonnage de |’ activité réductrice du molybdate.
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Figure 04 : droite d’ éalonnage du pouvoir réducteur.



Résumeé

Urtica dioica L est une plante médicinale reconnue par ses nombreux effets
thérapeutiques. La présente étude a été consacrée a I’ extraction des composés phénoliques
(polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés), en utilisant des solvants de différentes
polarités, suivi par leur dosageet par I'évaluation de leur activité antioxydante. Les résultats
obtenus ont montré que la plante contient des polyphénols qui exercent une activité anti
radicalaire vis-a-visdu radical DPPH et ABTS et aussi une activité réductrice du molybdate et
du fer.
Mots clés: Urtica dioica Linn, polyphénols, activité antioxydante, activité anti

radicalaire,activité réductrice.

Abstract

Urtica dioica L is a medicinal plant known for its numerous therapeutic effects. The
present study was devoted to the extraction of phenolic compounds (total polyphenols,
flavonoids and condensed tannins), using solvents of different polarities, followed by their
determination and evaluation of their antioxidant activity. The results obtained showed that
the plant contains polyphenols, which exert an anti-radical activity with respect to the DPPH
and ABTSradical and areducing activity of molybdenum andiron.

Key words:Urtica dioica Linn, polyphenols, antioxidant activity, antiradical activity,

reducing activity.
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