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Introduction

Les plantes médicinales sont une source majeure de molécules bioactives (Michel,
2011). Leur utilisation a été reconnue comme une \éritable alternative a la médecine
conventionnelle (Jutte et al., 2017, Hassani et al.,2016). Leur grande importance médicinale est
lice a la présence de composés phytochimiques, synthétisés par les plantes et dont la fonction
principale est la protection contre les predateurs et autres facteurs externes. De nos jours, les
composes phytochimiques sont exploités dans le traitement de plusieurs pathologiques (Yea, et
al, 2017).

Persea americana Mill. et Urtica dioica, connue sous le nom de Tl'ortic dioique sont
considérées comme des plantes précieuses en raison de leurs nombreuses propriétés
médicinales. Persea americana possede des effets analgésiques et anti-inflammatoires et anti-
hyperglycémiques (Oliveira et al., 2013, Wu YH et al., 2019, Mattenheimer, 1981). Urtica
dioica est notamment utilisée pour ses effets diurétique, antidiarrhéique, hémostatique et
antidiabétique (Draghi, 2005).

Au cours des derniéres années, 1’augmentation des résistances aux antibiotiques chez
les micro-organismes pathogenes et la toxicité des agents antioxydants synthétiques ont conduit
les chercheurs a puiser dans le monde végétal en quéte de molécules efficaces dénuées de tout
effet adverse.

Dans ce contexte, le présent travail vise a étudier les propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes de deux extraits éthanoliques de Persea americana et d'Urtica dioica
cultivées en Algeérie.

Ce travail s’articule autour de trois chapitres :
> Le premier chapitre décrit les difféerentes connaissances bibliographiques sur
Persea americana, Urtica dioica et les composés polyphénoligues.
> Le chapitre suivant correspond au materiel et les méthodes utilisés pour la
préparation des extraits et les tests réalisés pour I’évaluation des activités anti-oxydantes
et antimicrobienne.

> Le dernier chapitre se concentre sur les résultats obtenus et leur discussion.

Enfin, ce travail est acheve par une conclusion qui résume I’ensemble des résultats obtenus et

les perspectives d’avenir.
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Chapitre | Rappels bibliographiques

I- Les polyphénols
I-1 Généralités

Les composes phénoliques sont des sous-produits du métabolisme secondaire des
plantes qui se caractérisent par la présence d’un ou plusieurs groupes phénoliques au sein de
leur structure. En fonction de cette structure, ils ont été classés en plusieurs groupes tels que les
groupes acides (C6-C1 ou C6-C3) et les flavonols (C6-C3-C6). Les représentants les plus
connus de cette derniere catégorie sont les stilbénes (C6-C2-C6) et le resvératrol, présents dans
les écorces de raisins secs et le vin rouge.

La classe des polyphénols la plus importante et la plus répandue est la famille des
flavonoides. En effet, plus de 4000 composés ont été identifies. Les différences structurelles au
sein de ce groupe sont basées sur le degré d’hydroxylation et de méthylation, ainsi que sur
'association générale de differents types de flavonoides avec des glycosides alimentaires
(Hernandez, 2012).

I-2 Structure et classification

Les polyphénols appartiennent a une grande famille de produits chimiques. Ces derniers
peuvent étre classés selon la position de I'atome de carbone au sein de la molécule (Figure 1),
que T'on peut classer en plusieurs catégories selon la complexité du squelette (Hennebelle, 2006
, Macheix et al., 2005).
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Dietary Polyphenols

‘ . |

Phenolic acids Stilbenes Lignans Flavonoids Tannins
Hydroxybenzoie Hydroxycinnamic TR I Condensed Hydrolyzable
acid acid 655 tannins tannins
o & | :
., i) 5 Procyanidins ‘C:llm annins ‘Elhylmmn
&& e - 2 y.‘v‘..-\ A 1 4,‘- Resveratrol Secolariciresinol IE s [‘1 U:’
¥ .
o Ch""“bf"“ acid Iuwmmu : ol ﬁ,l Ly
| Ak — L
Gallnut Gallic acid ulmoides | > Y‘I *_—,‘_‘(*rf
X " '} [ : W N i " Procyamdin B’ Ellagic acid Punmicalagin
H i |
Linseed Oat |
= SR R *ay
ARG Beocsctis dud - ~ Ferulag G“pw Red wine Blucberry Cranberry  Mango  Pomegranate
i asafoetida = L N
Caffeic acid - - =
"‘ d It Flavanols Isoflavones  Anthocyanins  Flavanones Flavones Flavonols
-
Salvia  Onion o> ?
(’.lllu Hawthom Delphinidin H‘«wpcrcnn
& An A
6 s “"“‘f‘" Sufty T :
Epigallocatechin y 4 Y
g.nlhu P NS S, . e
N~ %g ' * Myricetin
\n\lneu y ) 4
\4 |I\|d|n
& Lemon  Grapefruit  Pepper  Celery
lca
-& Broceoli Strwberry Leck
(lr.lpc\ Aubergine

Black grapes

Figure 01 : Structure et classification des polyphénols (Wei Li et al., 2023).

I-2-1 flavonoides

Le terme flavonoide vient du mot latin flavus, qui signifie « jaune ». Ce sont les
pigments responsables des différentes couleurs des composants végétaux tels que les graines,
les fruits et les fleurs et peuvent étre impliqués dans le processus photosynthétique. lls ont
genéralement une structure constituée de deux cycles aromatiques attachés a un hétérocycle
oxygené (Figure 2) (Liu, 2004).
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Figure 02 : Structure fondamentale des flavonoides (Liu, 2004).

Les flavonoides peuvent étre classés en différentes classes selon leur structure de base.

Les plus importants d’entre eux sont répertories dans le tableau suivant.

Tableau 01 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 )

Classes Structures chimiques Propriétes
R Neutralisation des radicaux
),\ Ry .
o I /[ libres
N
Flavones E\TJ,L J
oH O
Antihistaminique
[
J—---ff"*[f = Anti-inflammatoire
e S & T
Flavonols (g R Sy e Antioxydantes
LS §
_r:]‘-éj]: Ry
|
He o o | e
R =
Flavanones L, L
rRL o Oy OH
Tﬁ;r,.ﬂq.,w,_![ S Source de phyto_ cestrogéne
Isoflavones Te TR
=
R Y,
S S [ ﬂ P2 . . ..
Anthocyanes ““i""""L L, Antiseptique urinaire
i




Chapitre | Rappels bibliographiques

I-2-2 Anthocyane

Les anthocyanidines et les anthocyanosides sont collectivement appelés anthocyanes.
Les flavonoides contenant des hétérocycles de pyrrole sont appelés anthocyanidines, tandis que
les anthocyanosides sont constitués d’anthocyanidines liées a des sucres via des liaisons
glycosidiques (Swanson, 2003).
I-2-3 Les tannins

Le terme englobe certains oligomeres et polymeres de poids moleculaire compris entre
500 et 3000 Da, ce qui le rend tres difficile a définir d’un point de vue chimique. Les tanins
hydrolysables sont des esters de D-glucose et d’acide gallique qui peuvent étre facilement
hydrolysés par wvoie chimique ou enzymatique. Les tanins condensés ont des structures
chimiques similaires aux flavonoides mais sans la partie osidique dans la molécule (Figure 03)

(Dupont et Guignard, 2007).

OH
= =1 HO
OH Lo OH
HO OH HO
L 0
i 0 HO
0
0 HO
HO
HO
HO HO
HO HO
HO

Figure 03 : Structures générales des tanins condensés et des tanins hydrolysables
(Dupont et Guignard, 2007).
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I-2-4 Acides phénoliques et phénols simples
Les acides phénoliques sont de petites molecules composées d'un noyau benzénique et
d'au moins un groupe hydroxyle. lls peuvent étre estérifiés et attachés aux sucres sous forme de

glycosides. 1l existe deux classes principales, les acides hydroxycinnamiques et les acides

hydroxybenzoiques (Figure 04) (Toubal, 2018).

Hydroxycinnamic acids Hydroxybenzoic acids
H1 H'I

O
0H R

Figure 04 : structure des acides phénoliques (Toubal, 2018).

I-2-5 Les coumarines
Les coumarines sont des composés organiques aromatiques naturels contenant 9 atomes

de carbone, caractérisés par un cycle 2H-1-benzopyran-2-on (Figure 05) e. lls sont largement
distribués dans le regne végétal et sont capables de piéger les radicaux hydroxyles, superoxyde

et peroxyle ainsi que d’empécher la peroxydation des lipides membranaires (Mpondo et al,

2015).
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0

Figure 05 : Structure chimique des coumarines (Mpondo et al, 2015)

I-3 Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les propriétés biologiques des composes phénoliqgues ont largement été étudiées dans le
domaine medical. En effet, de nombreuses études ont démontré leurs effets biologiques (Nkhili,
2009).

I-3-1 Effet antioxydant

Les flavonoides possedent une activité antioxydante due a leur capacité a piéger les
radicaux libres en formant des radicaux flavoxyles moins réactifs (Laoufi, 2017). Cette
propriété peut s'expliquer par la formation des atomes d'hydrogéne a partir de groupements
hydroxyles (Amie et al., 2007).

Le stress oxydatif se caractérise par un déséquilibre entre les mécanismes de défense
antioxydante de l'organisme et la génération d'especes réactives de l'oxygéne (ERO) (Figure 6).
Un déséquilibre peut survenir si la production de ces molécules est excessive ou si les
mécanismes antioxydants sont insuffisants. Dans ce cas, les ERO peuvent endommager les
cellules et causer des dommages oxydatifs aux protéines, aux lipides, a TADN et a IARN (Amie
et al., 2007).

Les molécules réactives sont régulées par des antioxydants, qui ont la capacité de
neutraliser ou de minimiser les effets nocifs dans l'organisme. Cela aide a maintenir des niveaux

non toxiques d’ERO au niveau cellulaire. Plusieurs types de meécanismes de défense
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antioxydante peuvent étre distingués, qu'ils soient enzymatigues ou non enzymatiques,

endogénes ou exogenes (Amie et al., 2007).

Comment les antioxydants
luttent contre les radicaux libres

oésEoLsR -57Ress 0o [
§

\Te Yl L 60 2N
A : .2 | LISAY TPAN
YR b e e (@)

v .\X ~ & o . 9 0 \q/
\ / /\‘1\ T 0 ‘
W L G, & ' ‘Y/‘

‘ ~ \ Antioxydant Radical libre
& ¥ Py g donne des électrons déficit d'Clectrons
) 3

Figure 06 : Activité antioxydante des polyphénols (Mohammed Habib Belhachemi, 2021).

I-3-2 Effet antibactérien

Les extraits de ces plantes produisent des composés plus efficaces contre les agents
pathogenes que les drogues de synthese et sont bien tolérés par l'organisme (Kuici et al., 2019).

Les polyphénols (par exemple les flavonoides, les tanins, etc.) sont connus pour leurs
effets toxiques sur les micro-organismes. Cette toxicité est attribuée a la capacité d’inhibition
des enzymes hydrolytiques telles que les protéases et les carbohydrolases, ainsi qu’a d’autres
interactions qui désactivent les adhérences microbiennes, les protéines de transport et les
enveloppes cellulaires (Wu et al., 2013).

Des études en laboratoire sur les flavonoides ont révélé Texistence de composes
antibactériens potentiellement efficaces contre les micro-organismes. L'effet bactéricide des
flavanones sur ADN gyrase de Staphylococcus aureus a été rapporté. Le cycle B des
flavonoides intercalés avec des acides nucléiques inhibe la synthese bactérienne d'ADN et
d'ARN, et inhibe également IADN gyrase d'Escherichia coli (Wu et al., 2013).

I-3-3 Autres effets biologiques

I-3-3-1 Effet anti-cancéreux

Les flavonoides agissent pour inhiber et neutraliser T'activit¢é des p-glycoprotéines associées a
la résistance phénotypique des cellules cancéreuses (Jodoin et al., 2002). Certains ont montré

8
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des effets protecteurs contre les cancers de la prostate, du célon et du poumon (Duthie et al.,
2000).
I-3-3-2 Effet antiallergique

Cet effet se manifeste par la production d'histamine sous linfluence de la présence de
flavonoides. En effet, ils inhibent les enzymes AMP cycligues phosphodiesterase et ATPase
Ca2+, responsables de la libération d'histamine par les mastocytes et les basophiles (Di Carlo
et al., 1999).

I1- Plantes médicinales
I1-1 Généralités

Les plantes médicinales sont utilisées comme médicaments pour traiter les maladies
humaines depuis 'Antiquité. Malgré les grands progrés de la science et de la médecine moderne
au cours des dernieres décennies, ces plantes continuent d'apporter d'importantes contributions
a lamélioration de la santé humaine, en particulier dans les pays en développement (Lehman,
2013).

En effet, les plantes ont le potentiel de traiter de nombreuses maladies chez 'homme et
lanimal grace a leur grande variété de composés phytochimiques. lls fournissent une source
prometteuse de médicaments. De nombreuses parties des plantes, y compris I'écorce, les
feuilles, les fleurs, les racines, les fruits et les graines, peuvent contenir des composés
phytochimiques d'intérét thérapeutique. Ces composés actifs peuvent étre extraits des plantes
par maceération, décoction, infusion et autres techniques traditionnelles (Da et al., 2015 ;
Dongock et al., 2018).

I1-2 Persea americana

11-2-1 Description botanique
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Persea Americana Mill, également connu sous le nom d’avocatier, est un arbre de la
famille des Lauraceae. Originaire du Mexique, il pousse dans les climats tropicaux a
subtropicaux. La hauteur de I'arbre peut atteindre 20 métres. C’est un arbre ramifié de taille

moyenne, cultivé pour ses fruits délicieux et nutritifs. Le fruit est une drupe a peau verte a noire

contenant de gros noyaux (Perez Alvarez, 2015).

Figure 07 : Arbre de Persea americana (Perez Alvarez, 2015).

Les feuilles d'avocat sont vertes et coriaces, et les fleurs sont également vertes et
ouvertes au début de la saison des pluies. Les organes males et femelles ne mdrissent pas sur le

méme arbre en méme temps, donc au moins deux doivent étre a proximité pour porter des fruits

(Figure 08 et 09) (Aman et al., 2011).

Figure 08 : Feuilles et les fleurs de P.americana A : feuilles, B: fleurs. (Aman etal., 2011)
10
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Figure 09 : Fruits d’avocado, (Gabriela Spencer, 2018)

11-2-1-1 Classification de la plante

Les recherches visant a déterminer I'origine de I'avocatier ont été compliquées en raison

des incertitudes liées a I'identification des espéces de Persea, notamment en raison des travaux

effectués par POPENOE dans les années 1930.

Les experts en taxonomie s’accordent désormais sur une classification commune

(Tableau 02). Au niveau de I'ordre, certains botanistes s’accordent a dire que le genre Persea

appartient a I'ordre Magnolia, tandis que d’autres le considerent comme appartenant a I’ordre

Rana. La majorit¢ pense qu’il existe deux variétés cultivées, Persea americana et Persea

Nubigena.

Tableau 02 : Taxonomie de Persea americana (Yasir et al.,2010)

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Mangnoliopsida
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Persea
Espece americana

11
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11-2-2 Répartition géographique

L’avocat est originaire d’Amérique centrale et du sud du Mexique. On sait que le fruit
est originaire du centre du Mexique et atteint I’Amérique centrale via le Guatemala. L’avocat
s’est répandu dans le sud-est des Etats-Unis, les Antilles et une grande partie de I’ Amérique du
Sud (Colombie, Venezuela, Brésil, Equateur, Pérou, Bolivie, Chili).

L’avocat est classé en trois variétés botaniques, et la maturité et la teneur en huile du
fruit different selon la variété. Indien (WI), Persan Americana Mill. Var. Americana (P
gratissima Gaertn.) est une plante tropicale a gros fruits de formes variées et a faible teneur en
huile. Mexique (MX), P Americana Mill, Virginia Drymifolia Break (P. drymifolia bud et
Cham.), semi-tropicale, caractérisée par de petits fruits oblongs, huileux et a peau fine.
Guatemala (G), P. nubigena var. guatemalensis L. Wms., d’origine subtropicale, avec des fruits

ronds a peau épaisse et une teneur modérée en huile (Yahia, 2011).

11-2-3 Activités biologiques
11-2-3-1 Activité antioxydante

L'avocat (Persea americana) est un fruit bien connu qui contient des composés
hautement bioactifs (Aradjo et al., 2018 , Migliore et al., 2018). En raison de leurs bienfaits
pour la santé, ils sont riches en vitamines, protéines, graisses insaturées, minéraux et fiores. La
peau d'avocat est riche en composés naturels tels que les triterpénes, les phytostérols et les
polyphénols connus pour leurs effets antioxydants. Il a été démontré que la peau d'avocat a
d'excellents effets antioxydants (Danxia Shi et al., 2023).

L'extrait d'avocat joue également un role dans le traitement de nombreuses maladies non
transmissibles. Ces bienfaits médicinaux sont attribués a sa richesse en composés phénoliques

et aux dans la pulpe d'avocat et ses sous-produits (Aluhaimi et al., 2021).

11-2-3-2 Activité antibactérienne
Les plantes sont utilisées comme remédes contre diverses maladies infectieuses qui
affectent a la fois les humains et les animaux. Ces plantes peuvent fournir une nouvelle source

d’agents antimicrobiens (George et al., 2008).

L’effet antibactérienne de [Pextrait de Persea americana est attribué a divers
constituants phytochimiques a savoir les terpénoides, les huiles essentielles, les alcaloides, les
lectines, les polypeptides, les phénoliques (phénols simples, acides phénoliques, quinones,
flavones, flavonols et flavonoides, tannins, coumarines). L’action antibactérienne de ces

12
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extraits est due a une combinaison d’effets, notamment I'adsorption des polyphénols sur la
membrane des bactéries, ce qui provoque la destruction de la membrane et la libération
ultérieure du contenu cellulaire (Cardoso et al., 2016).

Les feuilles, les tiges, les fruits et la peau de I'avocat ont une activité biologique
scientifiquement prouveée. Des études ont montré que Iextrait d’écorce d’avocat a une
excellente activité antibactérienne contre de nombreuses bactéries (E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) (Danxia Shi et al., 2023). Les bactéries Gram-positives
sont beaucoup plus résistantes aux agents antimicrobiens que les bactéries Gram-positives. En
effet, les bactéries Gram-négatives ont une membrane externe censée fournir une protection

supplémentaire (Rodriguez-Carpena et al., 2011).

11-2-3-3 Autres activités
11-2-3-3-1 Activité anti-inflammatoire

La plupart des études réalisées sur I’avocatier se sont concentrées sur la pulpe et les
feuilles (Athaydes et al., 2018). Il a été démontré que les extraits aqueux de feuilles de P.
americana reduisent significativement Teedeme et montrent des effets anti-inflammatoires

intéressants (Kumar et al., 2017).

11-2-3-3-2 Activité antidiabetique

Selon I'American Dietetic Association (ADA), P. americana peut étre considérée
comme un aliment bénéfiqgue qui contribue de maniere significative a la santé humaine. P.
americana contient des huiles comestibles précieuses. La faible teneur en sucre du fruit en fait
un élément essentiel du régime alimentaire des personnes atteintes de diabéte (Figure 10) (Maha
et al., 2019).

13
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(A): Anticancer activity (B): Anti-diabetic activity
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Figure 10 : Activités biologiques de Persea americana (Sneh Punia Bangar,
2022)
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11-2-4 Usage traditionnel

Les avocats sont traditionnellement utilises & diverses fins, allant des applications
médicinales aux applications culinaires, dermo-cosmeétiques et autres (Kosinska et al., 2012).
En médecine traditionnelle, les avocats sont également utilisés comme hypotenseurs,
hypoglycémiants et antiviraux et sont appliqués pour le traitement des ulcéres, des maladies
cardiaques et dermatologiques (Raharjo et al., 2008). Les avocats sont promus comme aliments
anti-age, en raison de leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Chrysohoou et
Stefanadis, 2013).

I11-3 Urticadioica

11-3-1 Description botanique

L’ortie est une plante herbacée vivace vigoureuse dont la taille peut atteindre plus d’un
métre. Les feuilles d’Urtica dioica sont de couleur vert foncé (riches en chlorophylle), alternes
par paires ou opposees, ovales a lanceolées, cordées et effilées, simples et charnues, aux marges
irrégulierement dentelées. Les cellules épidermiques des feuilles contiennent des corps calcifiés
appelés kystes (Mor, 2014 , Botineau, 2010).

Le tronc d’Urtica dioica est droit, fort, non ramifié et de section carrée. 1l peut atteindre
une hauteur de 1,5 métre et est couvert de poils hérissés (Botineau, 2010). Les ruches sont
situées dans I’épiderme mature (tiges et feuilles) et sont orientés vers les bords de la plante. Ils
sont rigides, coniques et ont des parois riches en silice (Botineau, 2010). Les fleurs sont petites,
unisexuées, verdatres, disposées en touffes retombantes a partir de laisselle des feuilles. Le
fruit d’Urtica dioica L. est constitu¢ d’akénes aplatis, ovales, jaune-brun (Figure 11) (Candais,
2019). L’ortie a de longs rhizomes qui leur permettent de former des colonies, ce qui les rend

trés envahissantes (Mor, 2014).
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Figure 11 : Les différentes parties d’Urtica dioica
a: Feuilles, b: Tige, c: Poils urticants, d: Fruit, e : Racines. (Bergot, 2019)

11-3-1-1 Classification de la plante
Le nom latin de T'ortie est Urtica dioica L. lortie est appelée Urtica en latin, un mot

dérivé du verbe urere, qui signifie « briler ». Le nom d’espece dioica est dioique en francais et
fait référence aux plantes avec des fleurs males et femelles sur des pattes séparées. Urtica dioica
a plusieurs noms (Langlade, 2010).

e Nom latin : Urtica dioica L.

e Nom vernaculaire arabe : Horaiig, Bent en nar, Bou zegdouf.

e Nom Kabyle : Rimezrit, Azekdouf, Harrous.

e Appellation francaise : Ortie.

o Appellation anglaise : Nettle.

Urtica dioica appartient a la famille des Urticaceae, avec environ 50 genres et prés de
700 especes réparties dans le monde. (Delahey, 2015). Les principales especes du genre Urtica

sont Urtica dioica et Urtica urens. (Ortie ou "petite ortie”), Urtica pilulifera. (Ortie romaine ou
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"ortie” et ortie cannabina. Les positions des especes font référence au systéme de classification
(Cronquist et Takhtajan) résumé dans le (Tableau 03) (Ghedira et al., 2009).

Tableau 03 : Classification du genre Urtica dioica (Ghedira et al., 2009).

Regne Plantae (plantes)

Sous-regne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Embranchement Magnoliophyta (phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (angiospermes)
Classe Magnoliopsida (dicotyledones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Urticales

Famille Urticaceae

Genre Urtica

Espéce dioica

11-3-2 Répartition géographique

L’ortie est origmaire d’Eurasie et s’est répandue dans toutes les régions tempérées du
monde. Elle est plus commune en Europe du Nord qu’en Europe du Sud, en Afrique du Nord
et en Asie, et est largement distribuée en Amérique du Nord et du Sud (Maouel et Mahfouf,
2016). L’ortie est une plante annuelle se produit dans les sols riches en azote des sols argileux,

sableux, calcaires et caillouteux (Maluel et Mahfu, 2016).

11-3-3 Propriétés biologiques
11-3-3-1 Activité antioxydante

Le stress oxydatif est défini comme une perturbation de I'équilibre entre les mécanismes
de défense des radicaux libres et des antioxydants (Rock, 2003). Les radicaux libres sont des

composés chimiques, tels qu’atome ou une molécule, qui posséde un ou plusieurs électrons
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libres dans sa couche de valence. Cette propriété les rend tres réactifs et instables (Rock, 2003).
Les radicaux libres ont tendance a remplir les orbitales atomiques en volant des électrons aux
molécules environnantes pour atteindre la stabilité.

Les feuilles d’Urtica dioica L. ont des propriétés antioxydantes dues a la présence des
flavonoides qui ont la capacité de piéger les radicaux libres (DPPH et Fe2+) grace a leurs
groupements hydroxyles (Guicin et al, 2004 ). Le pouvoir antioxydant d’Urtica dioica est
attribué & sa capacité a chélater les métaux et a piéger le peroxyde d’hydrogéne, le superoxyde

et les radicaux libres (Cetinus et al., 2005).

11-3-3-2 Activité antibactérienne

Les propriétés antibactériennes d’U.dioica ont déja été mentionnées dans diverses
études (Téles et al., 2019). L’extrait éthanolique d’ortic présente une activité antibactérienne
importante contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Dans des études menées sur
neuf bactéries (Citrobacter coseri, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae), des extraits éthanoliques de parties aériennes ont

montré une inhibition de la croissance de ces bactéries (Gulcin et al., 2004).

11-3-3-3 Autres activités
11-3-3-3-1 Activité antiinflammatoire

Des études scientifigues ont montré que l'ortic a la capacit¢ de réduire la réponse
inflammatoire via de multiples mécanismes d’action, entrainant une diminution de la synthese
des mediateurs lipidiques et des cytokines pro-inflammatoires (Roschek et al. 2009). La partie

polysaccharidique de I’extrait de 'ortie a un effet inhibiteur sur I'cedéme.

11-3-3-3-2 Activité antidiabétique
Une étude menée pour évaluer Tactivit¢ antidiabétique in vivo a démontré Peffet
hypoglycémiant d’un extrait aqueux de feuilles d’ortie chez des rats diabétiques. Ce résultat

peut s’expliquer par une inhibition de la captation intestinale du glucose (Bnouham et al., 2003).

11-3-4 Usage traditionnel

L’Urtica dioica L. est utilisée en médecine traditionnelle pour traiter la goutte et
larthrite, et comme agent efficace pour prévenir et guérir les infections buccales, la stomatite,
la gingivite, les maux de gorge et l'angine (Warren, 2006).
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L’ortic est également appréciée pour son action anti-inflammatoire due & sa richesse en
minéraux, notamment la silice, et son action cicatrisante sur les brdlures. Cette plante est un
traitement efficace pour les personnes sujettes a l'athérosclérose, aux problemes rénaux et méme
aux cedémes cardiaques légers. Elle est également recommandée pour les carences minérales,
la léthargie (anémie) et les problemes pulmonaires. En raison de sa forte teneur en sels
minéraux et en vitamines A et C (acné et psoriasis), il peut également étre utilisé contre les

maladies de la peau (Warren, 2006).
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Matériels et méthodes

L’objectif de ce travail a été I'évaluation des activités antibactérienne et antioxydante
des extraits hydroéthanolique des parties aériennes de deux plantes médicinales cultivées en
Algérie : Persea americana et Urtica dioica.

Les premiéres parties expérimentales concernant la préparation des extraits des deux
plantes (P. americana et Urtica dioica) et I’étude de Tactivité antioxydante, se sont deroulées
au niveau du laboratoire de biochimie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et des
sciences de la terre de 'universit¢ Akli Mohand Oulhadj-Bouira.

Cependant, afin de finaliser notre travail et réaliser la partie qui traite de I'étude de
Iactivit¢ antibactérienne, un stage pratique au niveau du laboratoire d’analyses médicales

Sayah (Bouira) a été realisé.

| Matériel

I.1. Matériel non biologique

. Papier Wattman N°4

. Spatule

. Agitateur (VELP SCIENTIFICA)
. Autoclave

. Balance analytique (OHAUS)

. Bec benzene

. Bécher

. Broyeur électrique (Russell)
. Entonnoir.

. Erlenmeyer

. Etuve (BINDER)

. Microscope (OPTIKA ITALY)
. Pince

. Réfrigérateurs (IRIS)
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. Vortex (VELP SCIENTIFICA)

I-2 Matériel végétal

Les parties aériennes de Persea americana (feuilles) et d’Urtica dioica (feuilles et tiges)
ont été récoltées le mois de février 2023 dans les régions d’Alger et de Bouira, respectivement.
Les plantes collectées ont été nettoyés a I'eau de robinet afin d’éliminer les impuretés puis
séchés pendant 15 jours a I'abri des rayons solaires afin de préserver au maximum I'intégrité

des molécules bioactives (Figure 12).

Figure 12 : Feuilles de P. americana (A) et U. dioica (B)

I-3 Souches bactériennes

Afin d’évaluer Pactivité antibactérienne de nos extraits, cing souches bactériennes dont trois
bactéries Gram négatives (Escherichia coli ATCC 87306, Klebseilla pneumonie, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027) et deux bactéries Gram positives (Bacillus cereus ATCC 14579,

Staphylococcus aureus) ont été utilisées.

Il Méthodes

I11-1 Détermination du taux d’humidité

La determination du taux d’humidité relative de la maticre végétale apreés séchage a été

réalisée selon la formule suivante (Makhloof, 2010):

H%-= [(P0-P) / PO] X 100
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H% : Taux d’humidité en pourcentage.
PO : Représente le poids initial de I’échantillon (avant séchage).

P : Représente le poids sec de I’échantillon (aprés séchage).

11-2 Préparation des extraits
11-2-1 Broyage et tamisage

Les échantillons séchés ont ét¢ broyés a I'aide d’un broyeur €lectrique afin d’obtenir des
poudres trés fines. Une fois broyées, les poudres obtenues ont été tamisées a I'aide d’un tamis
ayant un diamétre des pores inférieur a 100 pm. Les poudres ainsi obtenues ont été conservées

dans des flacons en verre, bien hermétique et a I'abri de la lumiére.

Figure 13 : Broyage et tamisage de P.americana et U. dioica

11-2-2 Extraction hydro-éthanolique

Dans le but de réaliser I'extraction, une quantité de 10 g de poudre de chacune des deux
plantes a ét¢ homogénéisé¢ avec 200ml d’éthanol a 80%. Les mélanges ainsi obtenus sont soumis
a une agitation, a l'aide d’un agitateur magnétique pendant une heure, suivie d’une étape de
maceération pendant 36 h (Lahmar et al,.2017 ). Apres macération, les extraits obtenus ont été
filtrés a I'aide de papier Wattman N°4, puis séchés a I'aide d’un évaporateur rotatif. Les extraits
secs ainsi récupérés ont été conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur utilisation pour les

différents tests.
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11-3 Détermination du rendement

Le rendement d’extraction a ét¢ détermné par apport au poids de I'extrait végétal sec
(en g) par la différence entre le poids du flacon (aprés évaporation) et le poids du flacon vide.
Le calcul du rendement est réalisé selon la formule ci-dessous et les résultats sont exprimés en

pourcentages (Falleh et al., 2008).

Rendement (%) = [P1-P2 / P3] X 100

P1 : Poids du flacon apres séchage.
P2 : Poids du flacon avant séchage (flacon vide).

P3 : Poids de la matiere végétale seche initial.
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10g de matiere vegetale broyée
(P. americana et U. dioica)

200 ml de solvant éthanol a
80 7 (vIv)

Agitation 1h Macération 36h

Filtration sur papier
wattman N° 4

Résidu
végetal sec

Filtrat

!

Séchage et conservation a
4°C

l

Extrait sec

Figure 14 : Schéma illustrant les étapes de I’extraction hydro-éthanolique de P. americana et

U.dioica
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I1-4 Evaluation de Pactivité antioxydante

Pour étudier l'activité¢ anti radicalaire de nos extraits, nous avons choisi la méthode qui
utilise le DPPH (1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl) comme radical libre relativement stable,
selon le protocole décrit par (Dieudonné et al., 2009).

-

. \ -
/ < 2
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N=0 ! N=O
o z > ! o \ /

————— e — o ———

DPPH" DPPH-H

Figure 15 : Mécanisme de réaction entre l'espéce radicalaire DPPH et les antioxydants
dans le test DPPH (MICHEL, 2011)

Pour réaliser I'analyse, 1,8 ml d’une solution éthanolique de DPPH (0,004 %) sont
ajoutés a 200 pl de I'extrait a différentes concentrations (5 a 0,07 mg/ml). Le mélange est agité,
puis les tubes sont incubés a température ambiante et a I'obscurité pendant 30 minutes (Figure
19). La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a 517nm par un spectrophotometre. Un
controle positif représenté par une solution d’acide ascorbique a été préparé dans les mémes
conditions opératoires.  Toutes les opérations sont réalisées en duplicata. L’activité anti-

oxydante est exprimée en pourcentage selon I'équation suivante :

PI = [(Ao — Au) /Ao] X100

PI : pourcentage d’inhibition.
A, :absorbance DPPH.
A :absorbance d’échantillon.

Le pourcentage d'inhibition est représenté par les valeurs 1C50 déterminées

graphiquement. IC50 est la concentration d'extrait nécessaire pour obtenir 50 % de la forme

réduite des radicaux DPPH.
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11-5 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols ont été déterminés a I'aide spectrophotométre par la méthode de Folin
Ciocalteu, selon le protocole appliqué par Wong et al, (2006) avec certaines modifications.

Un volume de 200 pl de l'extrait éthanolique dilué (0,5 mg/ml) a été additionné a 1 ml
du réactif de Folin Ciocalteu (dilué a 1/10). Le mélange est incubé pendant 5 minutes a
tempeérature ambiante. Par la suite, 800 W de la solution aqueuse de carbonate de soudium
(7,5%) ont été ajouté. Aprés 30 minutes d'incubation l'absorbance a été mesurée a 765 nm contre
un blanc (Figure 16).

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (Y = a X + b) réalisée par l'acide gallique a différentes concentrations dans les mémes
conditions que [léchantillon. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

& -
~ [0 7 -

o - I |
L'extrait (0,5 mg/ml) / ) \

Incubation a 30
min a I'obscurité

Folin Ciocalteu I q Na,CO
1/10 S00u = oy
200 i 1ml (1/10) = 7,57

= vortex

E: /
S f= " Lalecture a 765 nm

e

-

spectrophotomeétre

Figure 16 : Schéma illustrant le dosage des composés phénoliques

11-6 Evaluation de P’activité antibactérienne

L’activit¢ antibactérienne des extraits a ét¢ estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de cing souches
bactériennes sont : Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, et Pseudomonas

aeruginosa, Klebseilla pneumonie.
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11-6-1 Examen morphologique des souches

Une observation des aspects morphologiques des souches bactériennes a été effectuée
en se basant sur I'observation macroscopique (couleur, aspect, texture...) sur differents milieux
de culture et microscopique apres réalisation de la coloration de Gram (voir annexe). Cette étape
nous permet de wérifier la pureté des isolats et la présence d’éventuelles contaminations
microbiennes
11-6-2 Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes ont été ensemencées sur la gélose nutritive puis incubées a 37
°C pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. A T'aide d’une anse de platine, on racle
quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes, puis on
décharge I'anse dans 10 ml de I’eau physiologique pour obtenir la suspension bactérienne.

Cette derniere est homogénéisée. Une lecture de la densité optiqgue (DO) d’inoculum a
été réalisée par un spectrophotométre a 625 nm. Son opacité doit étre eéquivalente a 0,5 Mc
Farland ou a une DO entre (0,08-0,10) (CASFM, 2018).

11-6-3 Realisation des tests antibactériens
11-6-3-1 Méthode de disques

L’étude de la sensiilit¢ des bactéries aux antibiotiques et aux extraits alcooliques a été
réalisée par la méthode de diffusion en milieu solide (CASFM, 2018). Le milieu solide est
représenté par le milieu de gélose nutritif. Les antibiotiques utilises comme témoins positif sont
: Chloramphénicol et Amoxicilline

Le principe de cette technique consiste a déposer des disques de papiers buvard
imprégnés des extraits a tester (antibiotiques et extraits) a la surface du milieu de culture
préalablement ensemencé avec les suspensions bactériennes. Chaque disque est fixé sur la
gélose avec une pince flambée (Figure 18).

Dans le cas des extraits, un volume de 20 W a différentes concentrations a été déposé
délicatement sur la surface de la gélose noculée a l'aide d’une pince stérile, le DMSO a été
utilisé comme témoins négatif.

Les boites de Pétri sont ensuite laissées a la température ambiante pendant 30 minutes
sur la paillasse pour permettre la diffusion de I'extrait dans la gélose, puis incubées a 37 © C
pendant 24 heures (eucast, 2020). Aprés incubation, on mesurer le diametre des zones

d'inhibition autour des disques (Figure 19).
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Figure 17 : Diffusion en milieu solide (méthode des disques)
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Résultats et discussion
I11-1 Taux d’humidité

Nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminer la teneur en eau dans les
plantes que nous avons étudiées. Il s’agit de la détermnation de la perte de masse par
dessiccation a I’étuve (Otles et al., 2012).

Comme la plupart des végétaux, notre plante contient de I'eau. Les résultats du test
d'’humidité montrent que les parties aériennes des especes étudiées possedent des taux moyens
d'’humidité de 77,65% pour Urtica dioica et 70,3% pour Persea americana sachant que le
pourcentage en matiere seche (MS) s’est révélé moins important estimé¢ a 22,35% (£3,18) pour

I’'Urtica dioica et 29,6% (+3,39) pour Persea americana (Figure 19).

100
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Persea americana Urticadioica
espece végétale

Figure 18 : Taux d’humidit¢ des especes d’Urtica dioica et de Persea americana

Les résultats obtenus confirment la richesse des plantes étudiées en eau, en effet, le
poids de l'eau dépasse la moitié de la masse de la plante.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par (Otles et al., 2012) ; indiquant une valeur
de 77,75% pour U.dioica. De méme, les travaux de Guil-Guerrero et al ; 2003 réalisés sur
P.américana, ont indiqués un taux d’’humidit¢ de 72,8% (£ 5,1), ce qui coincident avec nos
observations.

La valeur de taux d’humidit¢ pour I’Urtica dioica ; était assez élevée (76,6%), mais était

également inférieures aux valeurs habituellement trouvées dans d'autres feuilles vertes de
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legumes, comme les feuilles de la betterave (90%) ou les épinards (91%) (Guil-Guerrero et al.,
2003).

Les échantillons qui ont été utilisés dans notre étude, sont des échantillons frais ce qui
pourraient expliquer les résultats €levés en teneur d’eau. En outre, les variations de la teneur en
eau peut €tre attribuée a plusieurs facteurs, comme, I'espéce végétale, la maturation, la période

de récolte et aux caractéristiques pédoclimatiques (Otles et al., 2012, Andualem et al., 2015).

I11-2 Rendement d’extraction

Dans notre travail, 'extraction des composés phénoliques de P.américana et U.dioica
a été réalis¢ par l'utilisation d’un solvant polaire (éthanol : eau). Cette étape a permis d’obtenir
un extrait sec d’un aspect pateux de couleur verte pour les deux plantes apres séchage.

On a remarqué au cours de notre étude une variabilit¢ dans les rendements en extraits
secs qui semble €tre liée a la nature de I'espece végétale. En effet, les rendements les plus
importants ont été enregistrés chez Persea americana 17,91%, suivis I'Urtica dioica a 8.63%
(Figure 20).

20

17,91

15

10

8,635

rendement d'extraction %

Persea americana Urticadioica
espece végétale

Figure 19 : Rendement d’extraction de d’Urtica dioica et Persea americana.

D’aprés nos résultats, on remarque que le rendement d’extraction chez P.americana est
nettement plus €levé par rapport a celui d’U.dioica. Ce qui indique une forte teneur pour
P.américana en molécules bioactives (métabolites secondaires) par rapport aux U.dioica. Nos
résultats sont proches de ceux de (Mesina, 2014, bougar, 2016), ou le taux de rendement des
extraits éthanoliques (I"'éthanol, 96%) de P.americana était de 20% et 16% pour I’'U.dioica.
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Pour le rendement des extraits, les deux plantes n’ont pas le méme rendement. Cette
variation peut €tre attribuée d’une part aux facteurs extrinseques de la plante et d’autre part a
I'espece végétale et/ou a lorgane considérée. En effet, (Svoboda et Hampson, 2006) et
Smallfield, 2001) rapportent que les conditions environnementales, la période de récolte et I'age
du matériel végétal peuvent influencer sur les rendements d’extraction. De plus, les especes
végétales n’ont pas toutes le méme potenticl ; certaines familles botaniques offrant des

rendements plus €levés que d’autres.

I11-3 Activité antioxydante

L’activit¢ antioxydantes des extrait de P.americana et U.dioica a eté évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par la
déviation de la couleur violette a la couleur jaune a 517 nm. La méthode du DPPH est employée
couramment pour déterminer [activité antioxydante des composeés phénoliques purifiés ainsi

que des extraits de plantes naturels (Fukumoto et Mazza, 2000).

Dans cette ¢étude I'acide ascorbique a ¢€t¢ utilis¢é comme standard. Les résultats obtenus
(pourcentage d’inhibions 1%) sont représentés dans la (Figure 22). L’intensit¢ du pouvoir
antioxydant a été évaluée apres calcul des valeurs EC 50.

L’activit¢  anti-radicalare de nos extraits augmente avec Iaugmentation des
concentrations des extraits. Les résultats exprimés en tant que pourcentage de [Dactivité
antiradicalaire, révelent que tous les extraits testés sont dotés d’un pouvoir antioxydant (Figure

23 et 24).
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Figure 20 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d'acide ascorbique.
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Figure 21 : Pourcentages d’inhibition du radical libore DPPH en fonction des différentes

concentrations de P.américana
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Figure 22 : Pourcentages d’mhibition du radical libore DPPH en fonction des différentes

concentrations d’U.dioica.

Les pourcentages d’inhibition anti-radicalaires les plus éleves ont été obtenus avec
I'extrait de Persea americana atteignant une valeur de (89,67)%, suivie par I’'U. dioica (82,47
%). Les résultats indiquent que les plantes étudiées possédent un excellent pouvoir de piégeur
du radical DPPH. En effet, de nombreux auteurs ont montré que les extraits d’U. dioica ont un
role neutralisant des espéces réactives de I'oxygene (ERO) (Kataki et al., 2012 , Khare et al.,
2012 , Pourmorad et al., 2006).

Au cours de notre étude, I'intensité de lactivité antioxydante a ét¢ estimée par la
concentration efficace (CE50), qui définit la concentration efficace du substrat qui cause la
perte de 50% de Tlactivit¢ du radical DPPH (Tableau 05). Les valeurs d’EC50 sont obtenues a
partir de la courbe de régression linéaire entre la concentration de l'extrait et la densité optique
correspondante.

D’apres les résultats qui représentent les valeurs EC50 de nos extraits éthanolique, nous
remarquons que le pouvoir réducteur le plus élevé est celui de P.americana suivie de celui
d’Urtica dioica. Toutefois, malgré Iexistence d’un pouvoir antioxydant dans les extraits
¢tudiés, les valeurs obtenues restent faibles en comparant a 'acide ascorbique avec une valeur

de 0,14 mg/ml.
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Tableau 05 : Valeurs EC50 des différents extraits éthanoliques et de I’acide ascorbique

Echantillon testé EC 50 mg/ml
Acide ascorbique 0,14
Urtica dioica 1,46
Persea Americana 0,26

Ces résultats sont confirmés par d’autres études ( Bruda et Oleszek., 2001). L’étude de
(llhami et al., 2003) sur PI'extrait d’Urtica dioica et Persea americana a montré que toute
augmentation de la concentration de I'extrait conduit a Paugmentation de la capacit¢ de

réduction du DPPH, Ce résultat concorde avec le nbtre.

I11-4 Teneurs en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits éthanolique d'Urtica dioica L et Persea
americana a été effectué par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu (Figure 25).

La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir de ’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage de I'acide gallique (Figure 26 ). Les résultats sont exprimés
en mg d'équivalents d’acide gallique par g de poids sec de la matiere végétale (mg EAG/g
extrait) (Tableaux 06).

Le taux des polyphénols des extrait de P.americana et U.dioica a été évalué par un
dosage spectrophotométrique qui s’accompagne par la déviation de la couleur jaune a la couleur

verte.
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Figure 23 : Droite d'étalonnage de l'acide gallique

Tableau 06 : Résultats du dosage des polyphénols totaux dans les extraits hydro-ethanolique

de Persea americana et Urtica dioica L.

Extrait

Concentration des polyphénols totaux (mg
EAG/g d'extrait)

Persea americana

12,9 + 0,88

Urtica dioica

2,2+0,5

Les résultats obtenus montrent des teneurs en polyphénols totaux de 2,2 + 0,5 et 12,9 +

0,88 mg EAG/g d'extrait dans les extraits éthanolique d'Urtica dioica L et Persea americana

respectivement. Le taux de polyphénol le plus élevé a été détecté pour I'extrait de P.americana

(12,9 £ 0,88) (Tableau 06).

On constate que notre résultat de teneur en polyphénols totaux trouvé est similaire a

celui donné par (Pinelli et al., 2008) pour les feuilles de Urtica dioica L. (2,58 mg EAG/Q).

Les composés phénoliques se trouvent dans le monde naturel, en particulier dans le

regne végétal, et leurs diverses fonctions biologiques ont été prouvées, y compris Plactivité anti

oxydantes. De nombreuses études ont révélé que les facteurs environnementaux, climatiques
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ou géographiques ainsi que les techniques d'extraction peuvent influencer de maniere
significative la qualite et la quantitt de composés phénoliques présents dans Urtica dioica et
P.americana (Kukri¢ et al., 2012).

Selon les rapports récents, une relation tres positive entre les phénols totaux et l'activité
antioxydante a été trouvée dans de nombreuses especes végétales. En plus, il a été signalé que
la présence des composes phénoliques étaient associés a une activité antioxydante importante
(Gllcin et al., 2004). Ces observations expliquent le pouvoir antioxydant élevé de P.americana

enregistré dans cette étude en comparaison avec celui d’Urtica dioica.

I11-5 Evaluation de ’activité antibactérienne
I11-5-1 Identification des bactéries
I11-5-1-1 Etude macroscopique
L’aspect macroscopique des cinq souches bactériennes testées (Escherichia coli,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae)

est présenté dans le Tableau 7.
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Tableau 07 : Aspect macroscopique des souches bactériennes

Bactérie

Milieu
culture

de

Description

Aspect macroscopique

Face

Revers

Escherichia coli

Eosin
Methylene
Blue

Les colonies :

1-3mm de

diametre
Plates
séches
Opaque
Verte

Bien  ronde
avec un point
ombiliqué au

centre

Bacillus cereus

Gélose

nutritive

Les colonies :

Réguliére
Beige
Bombeé
Mugueuse
Opaque

2-3 mm de

diamétre
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Les colonies :

e 1-2 mm de

diamétre
Staphylococcus | Chapman * Lisse
aureus e Bombées
e Opaques

e Jaune dorées

Les colonies :

e 2-5 mm de

diametre
e Plates
Pseudomonas e Contour
aeruginosa King AetB irrégulier
e Fleurissante
saus UV
Les colonies :
e (Grosses
e Convexe de
couleur rosé |
Klebsiella MacConkey e Parfois
pneumoniae —

e Tendance a

confluer
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I11-5-1-2 Etude microscopigue

L’étude microscopique porte sur I'observation des structures caractéristiques des 05

souches bactériennes (Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa et Klebsiella pneumoniae). Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau

8.
Tableau 08 : Aspect microscopique des souches bactériennes observées au grossissement
%100
Bactérie Etat frais Coloration de gram | Aspect macroscopique et
grossissement
La souche

Escherichia coli

d’Escherichia  coli

apparait comme des

bacilles

polymorphes
lorsqu’elle est
observée au

microscope optique,
et elle est mobile

Gram negative.

) 5
B own - AT &
\ v\ ! \
. o "\\ % B
I | O g
L A e ™ ¥

- :};I e - N
e s

T A w_\e AN
or ¢ =L

-

“ <

Bacillus cereus

L’observation au
microscope optique
montre  que la

souche de Bacillus

cereus est mobile
sous forme de
bacilles

Gram positive.
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Staphylococcus

L’observation au
microscope  optique
montre que la
souche de
staphylococcus

aureus est immobile

Gram positive.

aureus
sous forme de cocci
L’observation au
microscope  optique
montre que it
- \ ‘. ! 2
Pseudomonas Gram negative. i ,'
/ \J y o7 S
Pseudomonas aeruginosa est \ R “ ik
1 ’ l "
aeruginosa mobile sous forme el (,
des bacilles. / ) TR S
Yo ~ } -
g ! L S NI
’ J‘ 5 “
\ ‘( v ! ;
L’observation au
microscope  optique 9
N ‘
montre  que la ¢ 5 *.,”

- . 3 5 ’y g ¥ Wy
Klebsiella souche de Klebsiella | Gram negative. \ b
pneumoniae pneumoniae est : ' oy

4 % 7 34 o ~
immobile sous : 64T o ,‘ .

forme des bacilles

S
- @
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I11-5-2 Etude de la sensibilité bactérienne (antibiogramme)

Apres un contact d'au minimum 16h entre la bactérie, l'antibiotique et les disques sur un

milieu nutritif, on mesure s'il y a eu ou non une croissance bactérienne. Le DMSO est utilisé
comme témoin négatif.

L’étude porte sur 'observation des résultats de Iactivit¢ antibactérienne des 05 souches
bactériennes (Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa et Klebsiella pneumoniae). (Figure 27)

Escherichia coli Staphylococcus Bacillus cereus

aureus

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Figure 24 : Résultats de la méthode des antibiotiques.
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Escherichia coli Staphylococcus Bacillus cereus
aureus

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Figure 25 : Résultats de la méthode des disques des extraits éthanoliques d’Urtica dioica et

Persea americana ; 1 : Persea et 2 : Urtica

Le tableau suivant présente les diamétres des zones d’inhibition en millimetre des
souches bactériennes de Tactivité antibactérienne (méthodes des disques antibiotique et

méthode des disques vides) (Tableau 09).
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Tableau 09 : Diametre des zones d’inhibition (mm) des souches bactériennes testées.

L’antibiotique Antibiotique Extrait
AML C Urtica Persea
dioica americana
Bactérie

Staphylococcus 00 11+0 9,66 + 0,88 12,33+ 1,11

aureus

Escherichia Coli 00 10+0 766+111 11,33+ 0,44

Bacillus cereus 7+0 12+0 8,33+1,11 10,66 + 1,11

Klebsiella 8+0 13+0 733+1,11 9+ 0,66

pneumoniae

Pseudomonas 00 14+0 7+0,66 8 + 0,667

aeruginosa

AML : Amoxicilline.

C : Chloramphénicol
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D’apres les résultats de tableau 9 et la figure 28, Il apparait que I'extrait d’U.dioica et
P.americana semble avoir une action inhibitrice légere sur la croissance du Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae.
(Le diameétre de la zone d’inhibition compris entre 07 et 13 mm), Ces bactéries ont montré un
grand potentiel de résistance contre l'action antibactérienne de l'ensemble des extraits d’Urtica
dioica et Persea americana.

Selon (Ouattara et al., 2013) un extrait est considéré actif lorsqu’il induit une zone
d’inhibition supérieure ou égale a 10mm. Cela indique clairement [lefficacité des extraits
ethanolique d’Urtica dioica et Persea americana contre toutes les bactéries pathogenes a savoir
. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et
Klebsiella pneumoniae (Figure 28).

Ces différences entre les résultats des études précédemment rapportées dans la littérature
pourraient également étre liées a de nombreux paramétres a savoir :

= Le milieu de culture.

= La taille de I'moculum.

= pharmacocinétique des extraits.

= L’état physiologique de la bactérie au sein du foyer infectieux.
= La technique d’ensemencement.

= La concentration en extraits utilisée.

» La nature du matériel d’extraction (risque d’oxydation).

= Les conditions de conservation, de stockage et de transport.

= Le procédé et les conditions d’extraction.

= Ladiffusion des extraits a travers la gélose.

= Influence des facteurs physiologiques ou pathologiques sur la

= Emergence d'une résistance au cours du traitement (1).

Pour les antibiotiques testés Iamoxicilline et le chloramphénicol ont des effets
inhibiteur sur les cing souches, on a fait 02 essaies de chaque antibiotique a savoir
Staphylococcus aureus (0mm) pour Tamoxiciline et (11mm) pour chloramphénicol,
Escherichia coli (Omm) pour I'amoxicilline et (10mm) pour chloramphénicol, Bacillus cereus
aureus (7mm) pour I'amoxicilline et (12mm) pour chloramphénicol, Pseudomonas aeruginosa
(8mm) pour I'amoxicilline et (13mm) pour chloramphénicol et Klebsiella pneumoniae (Omm)
pour T'amoxicilline et (14mm) pour chloramphénicol. Donc I'amoxicilline n’est pas actif contre

I’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus (Figure 27) (Tableau 9).
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Les résultats montre que les diameétres d’inhibitions des antibiotiques est sont plus
proches a celle diamétres d’mhibitions des disques vides qui contient les extrait ethanolique des
P.americana et U.dioica. Cela signifier que nos extrais sont trés efficaces et excellent pour
action inhibitrice sur les souches bactériennes Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae
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Conclusion

Les ressources naturelles du regne végétal contmuent d’étre la source fiable et
essentielle pour la création de nouveaux traitements. Les extraits des plantes médicinales sont
connus pour leurs propriétés thérapeutiques et présentent des propriétés biologiques non
négligeables. Le présent travail vise a évaluer Iactivité antioxydante et antimicrobienne des
extraits hydro-éthanoliques obtenus a partir des parties aériennes de Persea americana et
d’Urtica dioica.

Le rendement en extrait sec éthanoliques des feuilles de Persea americana (17,91 %)
est légerement supérieur a celui des feuilles d’Urtica dioica (8,63 %). La quantification par des
méthodes spectrophotométriques nous a permis de déterminer les teneurs en polyphénols totaux
par méthode au réactif de Folin Ciocalteu. Les résultats obtenus nous ont révélés que les feuilles
de P. Americana et U.dioica étaient riches en polyphénols totaux avec des teneurs de 12,9 +
0,88 mg EAG/g d’extrait et 2,2 + 0,5 mg EC/g d’extrait sec, respectivement.

Le pouvoir antioxydant a été confirmé par la méthode du DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrasyl). L’extrait Persea americana a présenté une activité plus élevée par rapport a I’extrait
d’Urtica dioica L qui possedent un IC 50 de 0.26 mg/ml et 1,45 mg/ml Respectivement.

Le pouvoir antibactérien des extraits bruts obtenus de la plante P.americana et U.dioica
ont ét¢ déterminé par la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé. L’extrait de Persea
est le plus efficace, i révele un effet remarquable sur I'ensemble des souches testées a
diffrentes concentrations. L’extrait de Persea et Urtica exercent une activité¢ antibactérienne
contre toutes les souches a Gram (-) testées (Escherichia coli, Klebseilla pneumeunia,
Pseudomonas aeruginosa) et les souches de Gram (+) (Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus).

Enfin, nos résultats indiquent que les extraits étudiés montrent des bonnes activités
antibactériennes et antioxydants. Ces résultats préliminaires peuvent étre complétés par d’autres

études plus approfondies.

En perspectives il serait intéressant de compléter ce travail par :

e Entreprendre d’autres travaux sur d’autres principes actifs de la plantes (huiles
essentielles, alcaloides...),

e Approfondir I'étude chimique et réaliser des analyses chromatographiques pour

I'identification des constituants des extraits de ces plantes,
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Evaluer Tactivit¢ antibactérienne sur d’autres bactéries résistantes.
Prévorr une étude toxicologique du macéré afin d’améliorer I'usage en thérapie

Humaine
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Annexe

I. Produits chimiques et réactifs

. Acide ascorbique
. Acide gallique

. Alcool
. Bicarbonate de sodium (Na2 Co3)
. Disques d’antibiotiques

. DMSO (Diméthylesulfoxide)
. DPPH (1, 1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl)

. Eau distillee sterile

. Eau physiologie stérile
. Folin Ciocalteu

. Fuschine

. Huile d’immersion

. Lugol

. Violet de gentiane

Il. Milieux de culture
Le milieu de culture est défini comme un support permettant la croissance de différents
types de micro-organismes comme les bactéries, les levures, de moisissures.
Au cours de notre travail, les differents milieux de culture utilisés sont les suivants :
QO Gélose nutritive : la gélose nutritive a servi pour le repiquage des souches bactériennes
et la réalisation des antibiogrammes.
QO Bouillon nutritif : ce milieu a été utilisé pour la détermination de la CMI
(concentration minimale inhibitrice) des souches bactériennes.
QO MacConkey : utilis¢ pour la mise en culture d’Escherichia coli.
O King A/ King B : la croissance de Pseudomonas aeruginosa.
O Milieu Chapman : c’est un milieu sélectif utilisé pour lisolement, le dénombrement
et la différenciation des Staphylococcus. Ce milieu est caractérisé par une forte teneur
en chlorure de sodium, ce qui inhibe la croissance de la plupart des bactéries.

O Le bleu de méthyléne éosine : Escherichia coli et klebseilla pneumonie.

V Colorationde Gram
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La coloration de Gram a été mise au point en 1884 par le bactériologiste Danois Hans
Christian Gram. L'une des méthodes de coloration les plus utiles est cette méthode qui permet
de diviser les bactéries en deux grands groupes : les bactéries gram-positives et les bactéries
gram-négatives. (Tortora et al., 2003).

Cet examen a été effectué selon la méthode classique suivante : les frottis utilisés sont
¢talés a laide d’une anse de platine sur des lames en verre propre. Ensuite, les lames sont
séchées a lair pres d'un bec Bunsen, puis elles sont fixées par la chaleur en les passants deux
ou trois fois dans la flamme. Les frottis préparés sont colorés au violet de gentiane, un colorant
basique pendant une minute. Ensuite, ils sont rapidement rincés par I'eau, puis en ajoute lugol
(1 min) qui agit comme un mordant et augmente les interactions entre le colorant et la cellule
pour que cette derniere soit contrastée. Les frottis sont ensuite décolorés par un lavage avec
I’éthanol (30 secondes). Juste aprés, un lavage a leau du robinet arréte rapidement la
décoloration.

Dans la derniere étape, les frottis sont soumis a une contre-coloration de 1 min a la
Fuchsine. Aprés un bref rincage, les frottis sont séchés par le papier buvard et Examinés par
microscope jusqu’a I'objectif a immersion (grossissement X100) (Camille, 2007).

La couleur violette due au violet de gentiane est Iaspect caractéristique des bactéries a
coloration Gram positive, les bactéries Gram négative se colorent en rose par la fuchsine
(Tortora et al., 2003)
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Frottis Application de Appllcatlon de Applucatnon Contre-coloration
bactérien violet de x d'alcool éthylique avec de la Fuchsing
gentiane 60 sec 60 sec 155 60 sec.

Figure : Schéma descriptif de la méthode de coloration de Gram



Annexe

I11. Résultats de I’activité anti oxydante
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Figure : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
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Résumé

Le présent travail a ét¢ réalis¢é dans le but d’évaluer lactivité antioxydante et
antibactérienne des extraits hydro-éthanoliques de Persea americana et Urtica dioica. Le calcul
des taux d’humidité a montré des valeurs élevées de 70,3 % et 77,63 % pour Persea americana
et Urtica dioica, respectivement. L’extraction hydro-éthanolique des composés phénoliques a
a eté réalisée par macération. Un rendement élevé a été obtenu chez Persea americana (17,9
%) suivi d’Urtica dioica (8,63%). La détermination de la teneur en polyphénols effectuée par
la méthode de Folin Ciocalteu a montré des taux de 2,2 mg EAG/g d’extrait sec pour Urtica
dioica et de 12,9 mg EAG/g pour Persea americana.

Le test du DPPH a été utilisé pour I’évaluation de Tactivité antiradicalaire. Des valeurs
d’CI50 respectives de 0,26 mg/ml et de 1,46 mg/ml ont été enregistrées pour P.americana et
U.dioica. L’activit¢ antimicrobienne des extraits éthanoliques a été testée contre cinq souches
bactériennes (Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae). Staphylococcus aureus a montré une sensibilité
importante vis a vis des extraits testées avec des diamétres d’inhibition atteignant 12,33 mm.

Mots clés : Polyphénol, Antioxydant, Antibactérien, Persea americana, Urtica dioica.

Abstract

The purpose of this work is to evaluate the antioxidant and antibacterial activity of the
hydro-ethanol extracts of Persea americana and Urtica dioica. The moisture calculation
showed high values of 70.3% and 77.63% for Persea americana and Urtica dioica,
respectively. The hydro-ethanol extraction of the phenolic compounds was carried out by
maceration. High yield was achieved at Persea americana (17.9%) followed by Urtica dioica
(8.63%). Determination of polyphenols by the Folin Ciocalteu method showed levels of 2.2
mg EAG/g dry extract for Urtica dioica and 12.9 mg EAG/g for Persea americana.

The DPPH test was used for the evaluation of antiradical activity. 1C50 values of 0.26
mg/ml and 1.46 mg/ml were recorded for P.americana and U.dioica. The antimicrobial activity
of the ethanolic extracts was tested against five bacterial strains (Escherichia coli, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae).
Staphylococcus aureus showed a high sensitivity to the tested extracts with inhibition diameters
up to 12.33 mm.

Keywords: Polyphenol, Antioxidant, Antibacterial, Persea americana , Urtica dioica.
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