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Introduction général

L'Algérie posséde un patrimoine botanique important par sa richesse et sa diversité en
zones cOtieres, montagnes, hauts plateaux, steppes et oasis sahariennes : on y dénombre plus
de 3000 espéces de plantes. Parmi ces ressources naturelles, les plantes aromatiques et les
plantes médicinales occupent une place importante dans I'économie nationale. Ils sont utilisés

dans différents domaines : industrie alimentaire, conserverie, pharmacie et phytothérapie. [1]

La matiére végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des usages variés
dans les domaines de l'industrie, de I'agroalimentaire, de la cosmétique et dermatologie, et de
la phytopharmacie. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80 % de la population
des pays en voie de développement dépend presque entierement de la médecine traditionnelle
pour leurs besoins de santé de base. [2]

Actuellement, la résistance microbienne aux antibiotiques et la toxicité des
antioxydants de synthese et les divers effets secondaires provoqués par des médicaments
antithrombotiques délétéres tels que I'ulcére gastrique, la thrombocytopénie et la résistance
thérapeutique, ont conduit les chercheurs a exploiter le monde végétal & la recherche de

molécules naturelles puissantes sans aucun effet indésirable. [3]

De nombreuses études ont mis en évidence la présence des métabolites secondaires

biologiquement actifs tels que les polyphénols, les alcaloides, les terpenes. [4]

Dans notre étude nous souhaitons contribuer a la connaissance de certains plantes
taxonomique en Algérie, qui sont importants au niveau botanique mais surtout en tant que
taxons dépositaires de diverses substances actives, trés utiles dans I’usage médical traditionnel

important.

Dans ce but, « Ajuga lva », « Urtica Dioica » constituent un matériel de choix. Ces
especes sont riches en substances actives ; elles méritent d’étre étudiées en vue d’une

amélioration et d’une adaptation a des exigences diverses.

Dans ce contexte , notre étude a pour but de déterminer le profil phytochimique de
plantes & travers I’analyse qualitative de certains groupes chimiques bioactifs contenus dans
différentes extraits (aqueux, méthanolique, éthanolique) d’une part ; et de l'autre part
I’analyse quantitative de certains métabolites secondaires : les polyphénols totaux, les
flavonoides et les tanins, et a la mise en évidence des activités biologiques de ces plantes. Le

présent manuscrit, s’articule autour de trois parties :
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La premiére patrie consacrée pour la revue bibliographique dans laquelle sont détaillés
Les chapitres suivants : Phytothérapie, Les plantes Médicinales, Les Principes
Actifs, Monographie des Plantes Etudiés et Les Microorganismes Etudiés
Dans la deuxieme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale qui se déroule en cing
axes :

Dans le premier axe, nous avons réalisé I’extraction et I’analyse qualitatif screening
photochimique de quelques composés bioactifs.
Dans le deuxiéme axe, nous avons déterminé les teneurs en composés phénoliques (phénols
totaux, flavonoides, tannins).

Dans le troisieme axe, Nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir antioxydant
d’extrait de plante par la méthode de DPPH
Dans le quatrieme axe nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits
des plantes.

Le dernier axe est consacré a I’évaluation de I’activité anticoagulante des extraits.
Enfin, dans la troisiéme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus, les rendements, les
composants trouveés, les teneurs des composés phénoliques et I’étude de I’activité antioxydant,
antibactérienne et I’activité anticoagulante ainsi que leurs discussions et nous finirons par une

conclusion.
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Chapiter 01 | Phytothérapie

1. Phytothérapie (Histoire des phytotherapie)

Pendant de nombreuses années, les remédes naturels sont restés le seul traitement
disponible par conséquent, leur utilisation et leurs effets ont été minutieusement étudiés,
documentés et développé [5].

La premiére collection de légumes pharmaceutiques pouur 'Egyptien Papyrus Ebers
retour a 1500 av.qui a examiné des centaines de plantes. Au fil du temps, les médecins
antiquités sont des mesures de secours relativement développées. Grace a son livre, via
Materia Medica (« Sur la matiére médicale ») qui énumere environ 600 plantes, la deuxieéme
commande du médecin de la Gréce a au cours du premier siecle de J.C [5]

Grand impact sur la médecine occidentale Ce livre laisse lI'une des références les plus
importantes en Europe jusqu'a la fin du XVlle siecle. Il a été traduit en plusieurs langues. En
512, crée une version en utilisant les dessins des plantes mentionnées De Materia medica est
le premier herbier illustré [5]

Au Moyen Age, les médecines d inspiration gréco-latine ou arabe sont restées fidéles
a l'usage des plantes. Lors de fouilles dans un hépital de I'abbaye écossaise du Xle siécle, les
archéologues ont pu déterminer que les moines utilisaient des extraits de plantes comme le
pavot ou le cannabis pour lutter contre la douleur. Au XVe siecle, l'invention de I'imprimeriea
bouleversé la phytothérapie européenne. [6]

A ce moment-Ia, les pratiques médicinales avaient été transmises oralement de
génération en génération, permettant aux scientifiques d'utiliser la plante. Depuis le XVle
siecle, l'augmentation de l'introduction de plantes médicinales lointaines telles que le thé, le
café, le cincona ou l'ipéca a créé une division entre les populations rurales qui utilisaient
principalement les plantes locales et la bourgeoisie aisée qui les achetait. [7]

Vers le XVllle siécle, les plantes médicinales des années 1970, disponibles en pharmacie,
étaient importées de I'étranger et prescrites par des médecins hautement qualifiés.

Les progrés de la physique et de la chimie ont permis d'extraire et d'identifier les
principes actifs de plantes spécifiques. Cela nous permet d'identifier de nombreuses molécules
encore utilisées aujourd'hui. [7]

Morphine de pavot, colchicine, théobromine de cacao, coumarine de mélilot et plus
encore. La découverte du numérique a commencé en méme temps. En 1838, I'acide salicylique
(acide acétylsalicylique), le précurseur chimique de l'aspirine, a été extrait du yanagi blanc. Il a
éte synthétise pour la premiére fois en laboratoire en 1860. Depuis ce jour, les herbes chinoises
et les synthétiques prennent des chemins différents. L'aspirine a été Fabriquée a partir de
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Spirea (ou Meadow Sweet) en Allemagne en 1899. Pour la premiére fois,la chimie fortifie les
composés naturels pour augmenter leur puissance. Dans la seconde moitiédu XIXe siécle, ce
procédé évolue et la chimie médicinale est née. [6]

Peu a peu, les chimistes peuvent déterminer comment les substances extraites des
plantes agissent sur le corps. Aussi, vers 1860, des biologistes, comme Louis Pasteur, ont
identifié des micro-organismes qui causent des maladies infectieuses telles que le paludisme.
Les plantes sont utilisées pour lutter contre les infections. La quinine, dérivée de I'écorce de
Cincona, est relativement efficace pour soulager les attaques de paludisme et utilisée pour
synthétiser d'autres médicaments antipaludiques [7]

1.2. C’est quoi la phytothérapie ?

En étymologique, le terme « phytothérapie » provient du grec ancien avec le terme «
phyto » et signifie "végétal" et « Therapeia » signifie « Traitement ». La phytothérapie est une
"thérapie par le végétal « [8]

Aujourd’hui Tous les dictionnaires s'accordent & donner a la phytothérapie la définition
suivante : « La phytothérapie concerne le traitement des maladies par les plantes ou par leurs
extraits » [8].

La phytothérapie est considérée par ’OMS comme une médecine conventionnelle, utilisée de

maniére curative ou préventive [9].
1.3. Différents types de la phytothérapie

1.3.1. Médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle comprend la pharmacothérapie, qui implique I'utilisation de
médicaments a base de plantes basés sur des avantages découverts empiriquement. Largement
utilisé dans certains pays. En raison du manque de recherche clinique, on parle souvent de

medecine « complémentaire », « alternative » ou « non conventionnelle » [10].
®  Aromathérapie

Est une thérapie qui utilise des essences végétales ou des huiles essentielles, des
substances aromatiques sécrétées par de nombreuses familles de plantes, et ces huiles sont
extraites par distillation ou autres procédés appropriés. Ces huiles sont des produits a utiliser
avec précaution et en respectant les dosages prescrits, car elles ne sont pas totalement sans
danger. [11].
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= Gemmothérapie

Basée sur l'utilisation d'extraits alcooliques et glycérinés de jeunes tissus végétaux tels
quepousses et radicelles [12]

= Herboristerie
Correspond aux méthodes phyto-thérapeutiques les plus classiques et les plus

anciennes. L'herboristerie utilise des plantes fraiches ou séchées, elle utilise la plante entiere
ou I'écorce, les fruits et les fleurs. La préparation repose sur des méthodes simples, le plus
souvent a base d'eau décoction, infusion et trempage [13]

1.3.2. Moderne medecine

La phytothérapie clinique, c'est-a-dire la médecine de terrain dans laquelle le patient se
présente avant de tomber malade. Pour déterminer le traitement, une approche globale du
patient et de son environnement est nécessaire, ainsi qu'un examen clinique complet, sont
necessaires pour déterminer le traitement [10]

Pratique fondée sur les progres et les preuves scientifiques dans la recherche d'extraits
actifs dans les plantes. Des extraits actifs déterminés sont standardisés, cette pratique conduit
a la fabrication de produits pharmaceutiques ou botaniques dont la circulation nécessite une
autorisation de mise sur le marché du produit fini, comme ainsi que la fourniture de matieres
premieres médicinales pour les préparations botaniques médicinales, qui sont livrées
exclusivement en pharmacie. On parle alors de pharmaco-gnostique ou de biologie
pharmaceutique [14]

1.4. Avantages de la phytothérapie

Malgré les progrés considérables de la médecine moderne, la phytothérapie a de
nombreux Avantages. A l'exception des cent derniéres années, les gens ont toujours non
seulement il y a des plantes qui peuvent se soigner pour des maladies bénignes, rhumes, toux,
ou plus maladies graves. [10]

Un grand intérét en phytothérapie est I'excellente tolérance de la plante lorsqu'elle est

utilisée au bon dosage. Les effets secondaires sont généralement mieux connus que les
molécules synthétiques [15]

En général, les plantes médicinales largement utilisées ont peu d'effets secondaires, sont
faciles a utiliser a la maison et I'effet recherché apparait presque immédiatement [16]
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1.5. Inconvénients et les risques de la phytothérapie

Certaines plantes peuvent étre dangereuses (et méme causer la mort), mais elles nesont pas

prescrites en petite quantité. Les risques qui surviennent dans ce domainesont :

® Surdosage
* Allergies

® Contamination par diverses toxines (métaux lourds, micro-organismes)
® Laprésence de substances homéopathiques dans la formulation.

® Interactions avec d'autres plantes ou traitements, notamment homéopathiques [17].

1.6. Méthodes d’utilisation de la phytothérapie

La facon dont les produits a base de plantes sont fabriqués peut affecter la quantité
d'ingrédients actifs présents. Le moment et la saison de la récolte et le type de sol dans lequel
il pousse peuvent également affecter son efficacité. La fabrication de médicaments commence
généralement par le broyage de la partie de la plante qui a des propriétés médicinales. Ces
matieres végétales en purée sont appelées macéras. Selon le type d'installation et le procédé
utilisé, le trempage peut étre séché avant le broyage. Le macérat est ensuite immergé dans le
liquide pour en extraire le principe actif. Ce liquide s'appelle un solvant et il existe plusieurs
Facons de le faire : infusions, décoctions, teintures, extraits, cataplasmes, etc. [18]

1.6.1. Tisanes

Est une boisson obtenue par ramollissement, digestion, Infusion ou décoction de
matieres végétales (fleurs fraiches ou séchées, feuilles, tiges, racines) dans de I'eau chaude ou
froide. Ce terme est utilisé familierement pour désigner toutes les infusions qui ne contiennent

pas de caféine et donc pour les distinguer du thé et du maté [19]

® Extrait alI'eau froide
Macération est utilisée lors de la préparation de matériaux qui se détruisent lorsqu'ils sont
chauffes. La partie soluble est extraite par mise en contact de la plante avec n'importe quel
liquide froid dans une cuve ouverte. [20]

® Infusion
L'infusion est la facon la plus courante et classique de faire des tisanes, généralement
appliquée aux parties délicates des plantes telles que les fleurs, les feuilles parfumeées et les
sommités. La formule consiste a verser de I'eau bouillante sur des parties des organes d'une
plante,comme les fleurs, les feuilles et les tiges, comme le thé. Une fois les ingrédients

Infusés (apres environ 5 a 10 minutes), filtrez la tisane, un papier filtre ou un tamis a mailles
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fines non métalliques et servez. Cette forme assure une diffusion optimale des substances
volatiles telles que les essences, les résines et les huiles. [21]

» Décoction

La décoction est obtenue en faisant bouillir les herbes a feu doux pendant 10 a 30 minutes,
généralement dans de l'eau. [21]
1.6.2. Hydrolat

Distillation des composants volatils contenus dans la poudre de plante et d'autres parties
de la plante. Etant donné que 1 & 5 parties d'hydrolat peuvent étre obtenues a partir d'une
substance, la concentration de ces hydrolats varie de 1 a 1/5. L'HE flotte facilement dans I'eau
et conserve ses caractéristiques. Ainsi, en raison de la forte évaporation dans les milieux
alcooliques, les hydrolats conservent une odeur plus persistante que les alcoolates [21].

1.6.3. Onguent

Une formulation crémeuse a usage externe appliquée sur la peau, les muqueuses ou les
tissus endommageés. lls sont obtenus a partir de corps gras (pétrole, huile végétale ou paraffine)
dans lesquels sont dissous les principes actifs de la plante [20]

1.6.4. Lotion
Préparations a base d'eau et de plantes contenant quelques gouttes d'HE. lls sont utiliséspour
frotter, masser et tapoter la zone enflammée ou enflammeée de la peau [20]
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1. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle, dont
certaines au moins ont des propriétés médicinales, et leur action est due a des métabolites
primaires ou secondaires ou a des effets synergiques entre les différents composés présents
[22].

Organisation mondiale de la santé a compilé une liste monographique de plante
médicinale, qui est divisée en trois catégories : les plantes dont l'utilisation a été confirmée
par des données cliniques, les plantes dont l'utilisation a été confirmée par la pharmacopée
et les systétmes médicaux traditionnels, et L’utilisation par le systéme de médecine
traditionnelle. Décrit dans le cadre populaire mais non confirmé par les données
cliniques et de laboratoire [23]

Selon I’OMS, plus de 20000 plantes utilisées dans le monde pour ses propriétés

medicinales, seulement 2000 & 3000 plantes ont été étudiées au niveau scientifique. [7].
2. Origines

2.1. Plantes spontanées

Le concept de végétation naturelle se définit comme une espéce végétale qui prend
racine et se propage dans un milieu donné sans intervention humaine directe.

Les plantes indigénes sont des plantes qui poussent naturellement dans une zone sans
introduction humaine. Ce sont des especes sauvages utilisées par I'hnomme mais non

intentionnellement plantées. [24]

2.2. Plantes Cultivees
La culture des plantes médicinales présente de nombreux avantages. En cultivant

soigneusement des graines soigneusement sélectionnées, vous pouvez obtenir des matiéres
premiéres riches et de haute qualité.

Toutes les plantes ont le méme degré de maturité a la récolte. C'est facile et souvent
mécanisé, ce qui réduit les colts de main-d'ceuvre. Les plantes peuvent étre séchées et
transformées en bon état prés de la zone de culture. [24]

Comme les cultures comestibles, les plantes sélectionnées et améliorées sont utilisées
pour obtenir des niveaux éleves d'actifs bénéfiques et faciliter la culture, par exemple en
augmentantla résistance aux conditions climatiques et aux parasites [24].

-11-
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2.3. Plantes Importées

Par définition, une plante est dite exotique parce qu'elle est introduite, volontairement
ou non, par un étre humain dans une zone qui n'est pas la sienne et se situe en dehors de son
espace naturel. Par conséquent, l'utilisation du terme est étroitement liée a sa situation
géographique. [24]

Les plantes sont d'une importance primordiale pour la survie humaine et Performance
de divers écosystémes. lls contiennent des parties importantes Composes impliqués dans toutes
les réactions enzymatiques. Substances biochimiques qui se produisent dans le corps. Deux
groupes de Métabolites : Métabolites primaires et secondaires [25]

3. Métabolites primaires

Les molécules de base impliquées dans la structure des cellules végétales et leurs
fonctions de base (acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés, glucides) [26]

4. Metabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des plantes
et leur interaction avec I’environnement, ces composés bios synthétisés naturellement par les
végétaux, qui ne participent pas directement a son développement. Ces métabolites sont
responsables des fonctions périphériques essentielles a la survie de la plante. [26]

-12-
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1. Principes actifs

L'une des grandes caractéristiques des plantes est leur capacité a régénérer une grande
variété de substances naturelles. En plus des métabolites primaires classiques glucides,
protéines et lipides ils accumulent souvent des métabolites secondaires. Cette derniére est une
source importante de molécules utilisables par I’homme. [27]

Le principe actif ou principe d'action des plantes médicinales est un ingrédient naturel
Il existe en lui. lls donnent a la plante son effet thérapeutique. Souvent a Tres petite quantité
dans la plante (seulement quelques pour cent du poids total), ces composants sont des éléments
essentiels. 1l existe un intérét thérapeutique chez I'nomme ou l'animal. Il est de plantes
fraichesou seches. [28]

Parmi les parties utilisées : feuilles, fleurs, racines, Ecorce, sommités florales ou graines.
Connatitre la composition des plantes est important pour comprendre comment elles affectent le
corps .Les principes actifs capitaux des plantes sont : Les phénols, Les flavonoides, Les tanins,
Les alcaloides, Les anthocyanes, Les coumarines, Les vitamines, Les minéraux, Les huiles

essentielles [27].
2. Composés phénoligues

Le terme polyphénol a été introduit en 1980. Les polyphénols, aussi appelés
composés phénoliques, sont des molécules spécifiques Il appartient au métabolisme secondaire
du regne végétal. On les trouve dans les plantes, des racines aux fruits. [29]

Les éléments structurels de base qui les caractérisent sont au moins Noyau phénolique
a6 carbones auquel au moins un groupe d'hydroxyle (OH) est directement lié, libreou engagé
dans une autre fonction : éther ou ester [30].

Le terme « phénol » regroupe environ 10 000 substances naturelles identifiées [29].

Ces substances jouent un réle important dans les interactions d'une plante avec son

environnement, contribuant ainsi a la survie dans son écosysteme
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OH

Figure 01 : Structure du noyau phénol [30]

3. Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est essentiellement basée sur la structure et le nombre
des éléments structurel qui relie les noyaux aromatiques a ces noyaux, a la base de leurs
structures chimiques, les polyphénols peuvent étre classés en au moins 10 classes différentes,
allant des molécules simples, telles que les acides phénoliques, aux composés hautement
polymeres, tels que les tanins. [31]

Les phénols sont la classe la plus importante de composés phytochimiques dans les
plantes. Les principales classes des composés phénoliques sont les acides phénoliques, les
flavonoides et les tanins. [31]

3.1. Acide phénolique

Ce sont les formes phénoliques les plus simples et sont composées de deux sous-
groupes majeurs. [32].

3.1.1. Acide Hydroxybenzoique

Dérivé de I'nydroxylation de I'acide benzoique. Structure de base de type C6-C1. Les
acides phénoliques existent généralement sous forme libre ou liée. Cette catégorie est riche en
plantesAliments tels que les épices, les fraises, certaines baies et les oignons [33]

R2 R1
R1=R2=R3 = R4 =H : acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = OH : acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2 =0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH : acide gallique

Figure 02 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoique [33]

-15-
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3.1.2. Acides Hydroxycinnamiques

Dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Ont une structure de base de
type C6-C3. Ces acides sont rarement trouvés dans la forme libre, A I'exception les aliments
transformés. et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec des sucres (O-

acylglucosides, Acylglucosides) [33]

R1=R2 = R3 = R4 = H : acide cinnamique (non phénolique)
R1=R3=R4 =H, R2 = OH : acide p-coumarique

R1=R2=0H, R3 = R4 = H : acide caféique

R1=0CH;, R2 = OH, R3 = R4 = H : acide férulique

R1=R3 = OCH;s, R2 = OH, R4 = H : acide sinapique

R1=R2 = OH, R3 = H, R4 = acide quinique : acide chlorogénique

Figure 03 : Structures chimiques des acides Hydroxycinnamiques [33]

3.1.3. Réle et intérét des composés phénoliques
Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects :

Dans la physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance,
interactionsmoléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites...) .

Les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV; soit directement dans la
nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains végétaux
Les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui
orientent les choix de I'homme dans sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes,
tubercules...) et des produits qui en dérivent par la transformation, dans les variations de
certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements technologiques (préparation des
jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant lesquels apparaissent fréquemment des

brunissements enzymatiques qui modifient la qualité du produit fini [33]

3.2. Flavonoides

Les flavonoides présents dans la plupart des plantes sont considérés comme des
pigments végetaux presque universels et sont souvent impliqués dans la coloration des fleurs et
des fruits [34]. Le terme flavonoide (de flavus, « jaune >> en latin)

Composé d’un squelette a 15 carbones constitué de deux cycles aromatiques A et B, et

d'un hétérocycle central C de type pyrane forme une structure C6-C3-C6 [34].
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Bande II ¥ Bande I
Tt -~

Bande d'absorption Bande d'absorption de
de la partie benzoyle la partie cinnamoyle

Figure 04 : Squelette de base des flavonoides [34].

Des différents flavonoides peuvent subir de nombreuses substitutions, Les
substitutionsvariées au sein de I'hétérocycle C donnent les différentes sous-classes des
flavonoides

Tableau 01 : Structures générales des hétérocycles des flavonoides. [34].

Sous class Structure Flavonoides typiques
Catéchine
(-)-EpicatéchineGallocatéchine
Flavanols
Lutéoline Apigénine
Flavones
NaringinineEriodictyol
Flavanones
Daidzéine FormononétineGénistéine
o o
Glycitéine
Isoflavones
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3.2.1. Propriétés des flavonoides

= Protection des plantes contre les radiations UV
= Sont impliqués dans les processus de défense contre les infections bactériennes
= Agissent comme des pigments ou des co-pigments
= Régulation de I'élongation des tiges
= Interviennent dans la maturité des fruits
3.3. Polyphénols complexes (tannins)

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols, Les tanins sont un
groupe de polyphénols a haut poids moléculaire (500 et 3000 Da ) et qui existent dans presque
chaque partie de la plante. Ces composés sont des molécules fortement hydroxylées et
peuventformer des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés, les tanins sont divisés en
deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés [35].

3.3.1. Tanins hydrolysables
Sont des oligos ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide
phénolique. Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique
(tannase) [35].

OH
OH

O

OH

Figure 05 : Structure de base des tanins hydrolysables [36]

3.3.2. Tannins condenseés

Ou proanthocyanidines sont des dimeres ou d'unités flavonoides, le plus souvent la
catéchines, les catéchols, reliées par des liaisons fortes de carbone entre les carbones C4 et C8
ou C4 et C6,non hydrolysables mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des
anthocyanidines [35].
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.
e OH

Figure 06 : Structure de base des tanins condensés [36]

3.4. Lignine

Lignine est un polymere polyphénolique de masse moléculaire élevée (C6-C3) *2, de
composition trés complexe, en forme de réseau, présent dans les parois cellulaires de certains
tissus de plantes vasculaires et trachéales (communément appelées plantes ligneuses). On les
trouve principalement dans les parois secondaires des tissus de soutien et conducteurs, offrant

une grande résistance mécanique pour l'usage humain. [36]

3.5. Alcaloides
Les alcaloides sont des composés azotés basiques, généralement forts et complexes.

Effets physiologiques. Pour la plupart d'entre eux, ce sont des toxines végétales trés actives
aux effets spécifiques. [36]
Tableau 02 : Quelques structures chimiques des alcaloides [36].

Alcaloide ‘ Dérivés
| ‘ =
I )\J’ l I = En s
pyridine nicotine
" H
pyridine piperidine
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4. Propriétés biologiques des composés phénoliques
4.1. Propriéte antioxydant

La capacité d’éliminer les radicaux libres générés Spontanément et continuellement
chez les étres vivants. Flavonoides a une Capacité a éliminer les radicaux libres tels que les
radicaux peroxylipides et Accélere la sénescence cellulaire [37]
4.2. Activité antibactérienne

L'effet antibactérien des produits polyphénoliques est d0 a la perturbation de la
fraction lipidique de la membrane plasmique microbienne. 1l en résulte une modification de la
perméabilité de la membrane et la perte de ses organites intracellulaires. les Propriétés
physicochimiques des composés polyphénolique (hydrosolubilité et lipophilie) peut affecter cet
effet antibactérien [38]
4.3. Propriétes anti-inflammatoires

Les flavanols peuvent prévenir la douleur des muscles en inhibant la synthese d'oxyde
nitrique qui est declencheur chimique de I’inflammation, Plus précisément, ils inhibent
I'enzyme NOS Responsable de la synthese de I'oxyde nitrique [39]
4.4. Propriété préventive des maladies cardiovasculaires

Les flavonoides inhibent I'oxydation des lipoprotéines, les lipoprotéines provoque
I’accumulation de dépdts lipidiques (essentiellement cholestérol) dans les vaisseaux sanguins
[40]
4.5. Propriétés anti cancérogenes

Effet hépato-protecteur des polyphénols contre les dommages causés ADN des
hépatocytes et par divers composés hépatotoxiques Cancérogene.[41]

4.6. Propriétés anti ulcéres
Les Flavonoides A Des Propriétés Préventives Contre Les Ulcéres, un flavanol qui joue

un role important dans la réduction l'ulcération et la protection des cellules gastriques [42]
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1. Urtica dioica L

1.1. Description botanique

L’ortie est considérée comme une plante rurale trés envahissante, elle est herbacée mais
vivace,de 60 a 120 cm de haut. La partie souterraine comprend rhizomes cylindriques de 3
al0 mm d'épaisseur, racines longues de 1 a 5 mm d'épaisseur portez-en d'autres meilleures,
jaunatres, bien marquées et profusément ramifiées de nouvelles pousses poussent chaque
année, elles sontdonc parfois envahissantes ortie. Ils fixent I'azote de l'air grace a l'action de
micro-organismes (rhizobium frankia) symbiose avec les orties. Les feuilles sont grandes, par
paires, vert fonce, ils sont riches en chlorophylle et mesurent généralement plus de 5 cm de
long, ovale, charnue, pendante, déchiquetée, grossierement en forme de cceur, se termine par
des points

Le fruit d'Urtica dioica est constitué d'akenes ovales enfermes dans un calice persistant,
avec desgraines. Produit a partir de panicules a maturité, sableux a brun, plat, ovale, pointu, 1
a 1,5mmde long et 0,7 a 1 mm de large gros. Ses membres pointus portent les restes de
stigmates de soie cyan, et le fruit est généralement entoure de deux petits lobes extérieurs
étroits et de deux lobesintérieurs vert plus grand, plus large et ovale l'urticaire est caractérisée
par la présence de poilsunicellulaires en forme de cone sur la face supérieure des feuilles et des

tiges, un bulbe recouvertde silice et couvert d'une pointe courbe [43].

Figure 07: Aspect morphologique d’Urtica dioica L.
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1.2. Classification systématique
D’apreés la troisieme version de la classification botanique des angiospermes établie
par AngiospermsPhylogeny Group (APGII) en 2009, la position systématique de I’ortie est la
suivante (DELAHAYE, 2015) :
Régne Végétale
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous- embranchement Magnoliophytina
Super —division spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Rosideae
Sous classe Rosideaedialycarperllées
Ordre Rosales
Famille Urticaceae
Genre Urtica
Espece diicao
1.3. Composes chimiques
La surface de la plante, en particulier les feuilles, est recouverte de poils urticants, qui
portent a leur base un liquide composé de nombreux composés acétylcholine, acide antral
histamine, sérotonine chimique le plus important. L’acide formique et astragaline
isoquercitrineLa plante a fleurs contient 8,1-7,0% de flavonoides, dont la rutine kaempférol,
astragaline Acide de pomme, une huile malique. Le café (a,) et I'acide salicylique ,41% sont
des composés phénoliques, dont le plus important est caféique. la chlorophylle et les
minéraux (potassium, bore, et vitamines (A, B, C et K)céto volatils, nitrate de potassium 3-
2% Glucoprotéines, stérols, tanins et enzymes. Calcium, fer, soufre, phosphore .
Les racines contiennent des lectines (1,0 %) et un mélange de composés d'isolectine,
d'agglutinine et de stérol. .) campestérol, stigmastérol, béta-sitostérol (stérols.
glucogalacturonana glucanes polysaccharides oligosaccharides [43],
1.4. Propriétés et utilisations médicinales
L'ortie a un effet anesthésique local. Ses produits sont utilisés dans le traitement des
rhumatismes, de l'arthrite et de la goutte. IL possede des propriétés anti-inflammatoires,
antifongiques et antivirales et s'est avérée efficace dans le traitement des infections des voies

urinaires et des coliques.
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Des expériences montrent l'effet des extraits de plantes sur le VIH & Dans levirus
de la grippe. La recherche a prouvé l'efficacité des jus verts, y compris le nitrate de
potassium, la scopolamine et le béta-sitostérol. L'histamine est un diurétique. Les extraits
aqueux des racines, y compris les polysaccharides et les lectines, sont également augmentés
(Lectine) de l'uretre pour les personnes atteintes de prostatite. L'urine résiduelle diminue chez
ces patients. Il est utilisé pour traiter l'irritation de la vessie, I'inflammation et I'hyperplasie
bénigne de la prostate.

Les médecins russes affirment avoir traité avec succes des porcs et d'autres cancers avec
de la teinture d'ortie. L'efficacité de cette plante a été prouvee pour abaisser la glycémie et le
stress émotionnel [43]

2. Ajuga iva
2.1. Description botanique

Herbe vivace. Sa base est semi-dentelée. Ramifié par le bas. Mopper. Couleur grise.
Salongueur est de 20 tibias de 30 cm. Le marché ment ou monte. Feuilles denses. Les feuilles
sontlinéaires a oblongues. Son bord est tordu vers le bas. Compléter ou porter 3.1 dents sur
chaque main. Les feuilles fleuries sont généralement plus longues que. Fleur. Les fleurs se
rencontrenten cocardes a quelques fleurs (4,2 fleurs dans chaque tour). Aisselle. 11 développe
une inflorescence semi-groupée. Les fleurs sont hermaphrodites. Dualité de symétrie. Sessile.

La coupelle est denviron 5 mm, tubulaire. Opar Blanc. Il se termine par cing dents
ovales a lancéolées. Leur longueur est égale a la longueur du tuyau ou plus courte que celle-
ci. La corolle mesure environ 15 mm de long. Violet, rose ou jaune. Ses cing pétales sont
fusionnés en un tube dont la longueur dépasse la longueur de la coupe. Ensuite, il se divise en
deux levres de taille différente, de sorte que la semelle de la levre ressemble. La lévre supérieure
est tres petite. Droit et ivre. La levre inférieure est composée de trois lobes plats, le lobe moyen
étant le plus grand de taille. Son haut est vissé. [44].
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Ajuga Iva.
Bugle musqudée.
— LABIEES. —

Figure 08 : Aspect morphologique d’Ajuga iva [44].

2.2. Classification systématique
A.iva appartient a la famille des Lamiacées avec 266 genres et pres de 301 espéeces.
D’apres la nouvelle classification de I’Ajuga iva est classée comme suite [44].
Régne  Plantae
Embranchement  Embryophytes
Sous Embranchement  rachéophytes
Super Classe  Spermaphytes
Classe  Angiospermes
Ordre  Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre  Ajuga
Espéce Ajugaiva
2.3. Distribution géographique
La plante Ajuga iva se développe dans le sol profond des terres fraiches, la floraison
de la plante est étendue d’avril a octobre, pousse a une altitude de 0 a 1600 metres, dans les
régions arides ou elle croft dans les champs. Elle est tres répandue dans la région
méditerranéenne, telles les pelouses et les foréts algériennes. [44].
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Ajuga iva est une plante assez commune dans les pays d’Afrique du Nord et d’Europe
du Sud. Il est largement distribué dans les Tles Baléares, la Corse, la Créte, la France (y
compris Monaco et les Tles anglo-normandes), la Gréce, I’Espagne (y compris Andorre mais a
I’exclusion des Tles Baléares), I’ltalie, I’ex-Yougoslavie, le Portugal, la Sardaigne, la Sicile
et/ou Malte et Australie et Amérique du Nord. [44].
2.4. Composants chimique

La plupart des plantes contiennent des composés polyphénoliques, qui sont parmi les
meilleurs antioxydants. De grandes quantités de flavonoides et de tanins se trouvent dans
Ajuga iva.
Il contient également des anthocyanes, des acides phénoliques et d’autres substances,
notamment I’améthyste. Des études ont montré que I’Ajuga iva contient les trois principaux
ecdystéroides (makistérone A, 20-hydroxyecdysone et cyastérone), en plus de la 24,28-
déhydromakistérone A et de deux nouveaux phytoecdystéroides (22-oxocyastérone et 24,25-
déhydroprécyastérone). Il contient également de la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone, de la
polypodine B et de la 14,15-dihydroajugapitine. Les thérapeutiques (topiques), les
diterpénoides (crodane), les iridoides et les saponines sont également des composés que les
chercheurs ont trouvés dans Ajuga iva [44].
2.5. Propriétés et utilisations médicales

A. iva est utilisé en médecine traditionnelle depuis I’Antiquité contre plusieurs
maladies (Les enquétes ethnobotaniques sur A. iva ont suggéré ses applications médicales
potentielles dans de nombreux troubles. Il posséde des effets carminatifs, stomachiques,
antidiabétiques, antiallergiques, anticancéreux et antihypertenseurs, ainsi qu’une activité
protectrice contre les troubles cardiovasculaires et métaboliques, rénaux, digestifs et
respiratoires [44].
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Figure 09 : Propriétés pharmacologiques de I'Ajuga iva. [44].
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1. Généralités sur les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires qui sont classés comme
procaryotes car ils n‘ont pas d'enveloppe nucléaire. Cette caractéristique distingue des autres
organismes unicellulaires considérés comme des eucaryotes (champignons, algues,
protozoaires). lls sont divisés en bactéries appropriées (bactéries) et bactéries primitives
(Archaea) [45]

Les bactéries ont souvent un diametre inférieur a 1 pm. Ils peuvent étre frais ou apres
coloration dans des microscopes optiques. Leur forme peut étre sphérique (cocci), batons
(bacilli), incurvée (vibrio) ou spirale (spirochéete). Les détails de leur structure ne peuvent étre

VUus qu'au microscope €électronique. [45]

ADN
chromosomique

888688

as

5563
flagelle

capsule

J paroi cellulaire

U " pilus
inclusion ADN
cytoplasmique  plasmidique

Figure 10 : Structure d'une cellule procaryote [44]

2. Classification bactérienne

En 1984, fut publiée la premiére édition du « Bergey’s Manual of systematic
bacteriolgy », il contient la description de toutes les espéces de bactéries et d’archées
identifiées a I’époque.

Chaque volume couvre un groupe spécifique de microbes et est écrit par les experts de
ce domaine particulier qui en détaillent la morphologie, la physiologie, les conditions de
croissance, I’écologie et d’autres informations au point de faire de chaque volume une

référence appréciée par les microbiologistes.
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Le dernier volume contient aussi une section qui met a jour les descriptions et les
classements phylogénétiques qui auront été revus depuis la publication du volume 1.

Bien que La forme des bactéries et leur affinité pour les colorants constituent la base
de leur classification. Les bactéries peuvent étre sphériques (coques ou cocci), en forme de
batonnet (bacilles), La plupart prennent la coloration de Gram. [47]

Les bactéries a Gram positif en bleu-violet, les bactéries a Gram négatif en rosé. Les

mycobactéries (ex. Mycobacterium tuberculosis) sont colorées en rosé par la technique de
ziehi- Neelsen. [47]
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Figure 11 : Schéma de structure de paroi du gram positif et négatif [48]
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Tableau 03 : Quelques différences caractéristiques entre les bactéries Gram (-) et (+) [48]

Propriétés

Paroi

cellulaire

Forme

cellulaire

Métabolisme

Mobilité

Endospores

Bactéries Gram négatives

Paroi cellulaire de type Gram négatif
avecune couche interne de
peptidoglycane de 2 a 7nm et une
membrane externe épaissede 7a 8nm)
contenant des lipides, desprotéines et

des lipopolysaccharides

Sphére, ovale, batonnets droits ou

courbés, hélices ou filaments,
certaines ont des gaines ou des

capsules

Phototrophes, chimiolithoautotrpohes,
ouchimioorganohétérohétérotrophes.

Mobiles ou non mobiles. La
localisation des flagelles. La mobilité
peut étre due a des filaments axiaux

(spirochetes) ou a duglissement.

Ne forment pas d’endospores

Bactéries Gram positives

Paroi cellulaire de type Gram positif
homogeéne et épaisse (20 a80 nm) faite
principalement de peptidoglycane. Il
peut y avoir d’autre polysaccharide et
des acides techoique.

Sphéres,  batonnets ou filaments

peuvent avoir devraies ramifications

Généralement
chimioorganohétérotrophes  quelques

un sont phototrophes

Le plus souvent non mobiles ; si

mobiles ont desflagelles péritriches.

Certains groupes formes des endospores
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3. Caractéristigues des souches bactériennes utilisées

3.1. Staphylococcus aureus
Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupés en diplocoques ou en petits amas (grappe
de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans capsule.
La bactérie cultive facilement sur les milieux usuels et aussi sur des milieux riches en
NaCl. Elle doit son nom d’espéce a I’aspect pigmenté de ses colonies. Elle possede une
coagulase (enzyme provoquant la coagulation du plasma), ce qui la distingue de la plupart des
autres especes de staphylocoques, et peut produire de nombreuses toxines [48]
e Classification:
Domain: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Class: Bacilli
Order: Lactobacillales
Family: Staphylococcaceae
Genus: Staphylococcus
Species: Staphylococcus aureus
B Habitat
La bactérie est tres répandue chez I’hnomme et dans de nombreuses espéces animales.
Chez I’homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au
niveau des muqueuses (principalement les fosses nasales) et des zones cutanées humides
(périnée, aisselles).
B Transmission
La transmission interhumaine s’opére généralement par contact direct (manu portage).
Elle peut aussi étre indirecte par les vétements, la literie ou les aliments.
Des épidémies de caractere nosocomial peuvent survenir.
B Pouvoir pathogéne
Staphylococcus aureus est le principal agent pathogéne des infections des plaies, de
l'ostéomyélite infantile (infections osseuses), de larthrite (infections articulaires), de la
septicémie et de la pneumonie (multiples petits abcés dans les deu poumons).
L'intoxication alimentaire, qui élimine rapidement la diarrhée et les vomissements,
peut étre causée par des staphylocoques (surtout des toxines). Les staphylocoques peuvent

causer diverses lésions, mais les Iésions cutanées sont les plus courantes. [48]
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3.2. Bacillus cereus :

Le genre Bacillus sont des bacilles rectilignes a extrémités carrées ou arrondies, de
taille variable (de 0,5 x 1,2 um jusqu’a 2,5 x 10 um), sporulés a Gram positif, Ils se
distinguentdes autres Bacillus essentiellement par leur aptitude a croitre en anaérobiose.
Généralement, ils sont mobiles gréace a une ciliature péri triche.

L’espece cereus vient de I’adjectif latin cereus (qui ressemble a la cire) a cause des
Colonies que Bacillus cereus forme sur les géloses. Les espéces du groupe Bacillus cereus
sont caractérisées par une température optimale de croissance de 30-37°C mais elles sont
capables de croitre de 4°C a 50°C selon les especes (55°C pour certaines souches).

Ces caractéristiques les rendent particulierement  résistantes a chaleur, le froid, la
déshydratation, I'action des désinfectants et des substances bactéricides. La croissance de
Bacillus cereus est inhibée dans les aliments a activité de I'eau (aw) inférieure a 0,92 ou a
pH inférieur a 4,5. [44]

B Classification
Régne : Bacteria
Division : Firmicutes
Classe : Bacilli
Ordre : Bacillales
Famille : Bacillaceae
Genre : Bacillus
Espece : Bacillus cereus sensu stricto 4. [44]

B Habitat
Les espéces du groupe cereus sont tres répandues dans la nature et sont souvent isoléesdu sol,
de la poussiére ou de la surface de végétaux, ce qui favorise leur prolifération dans les
aliments

®  Pouvoir pathogene
Certaines espéces sont aussi capables d’infecter des mammiferes et/ou des insectes. Bacillus
cereus peut produire deux types de toxines, une toxine émétique préformée dans les aliments
et résistante a une large gamme de températures et de pH, et des toxines diarrhéiques
produites pendant la croissance dans I’intestin gréle apres ingestion de cellules végétatives ou

de spores en quantité [48]
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3.3. Proteus mirabilis

Proteus mirabilis (P. mirabilis) est une bactérie a Gram négatif et un membre de la
famille Enterobacteriaceae. Généralement trés mobile et mesure de 0,4 a 0,8 um de diameétre
sur 1 a 80umde longueur [44]

Comme les entérobactéries, P. mirabilis a un métabolisme respiratoire aérobie
anaérobie facultatif, fermente le glucose, a une catalase et dépourvu d’une oxydase. Elle ne
produit pas de I’indole mais produit de I’H,S, fermente le xylose mais pas le lactose, posséde
une nitrate réductase, une uréase et une lysine décarboxylase. [44]

b Classification
Régne : Bacteria ;
Embranchement : Poteobacteria
Classe : Gamma Proteobateria;
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Proteus
Espéce : Proteus mirabilis

P Habitat

Les bactéries du genre Proteus sont largement répandues dans I’environnement,
notamment I’eau, le sol et les eaux usées. Le principal réservoir de ces bactéries est I’homme et
I’animal, elles font partie de leur flore gastro-intestinale normale [46]

Les P. mirabilis peuvent survivre quelques jours sur les surfaces inanimées, elles sont
fréqguemment retrouvées sur des cathéters contaminés et notamment sur des sondes urinaires
[47]

» Pouvoir pathogéne

P. mirabilis est a l'origine de 90 % de toutes les infections par Proteus chez I'étre
humain.Elle est fréqguemment en cause dans les infections des voies urinaires compliquées. Les
bacilles sont habituellement observés dans les voies urinaires hautes (siége fréquent de
I'infection) et peuvent entrainer des urolithiases (formation de pierres dans le rein ou la
vessie). De rares cas de septicémie et d'infection des plaies ont été également signalés [48]
3.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, fines de 1.5 a 3 um de
long et de 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de type polaire
monotriche. P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 %
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de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le premier rang pour les infections
pulmonaires et le troisieme rang pour les infections urinaires.
b Classification
Régne Bacteria
Division Proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordre Pseudomonadales

Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
B Habitat

La bactérie est trés répandue dans I’eau et les milieux humides. Elle peut aussi
coloniserI’lhnomme.

¥ Transmission

Elle peut se faire a partir des sources environnementales, soit directement, soit par
I’intermédiaire de matériels lavés ou rincés a I’eau du réseau. Elle peut aussi étre
interhumainea partir d’un sujet colonise.

» Pouvoir pathogene

La bactérie n’est pas pathogéne pour le sujet normal, mais elle peut provoquer des
infections parfois séveres chez les sujets dont les défenses sont amoindries. Elle peut
provoquer des infections urinaires bronchiques (en particulier chez les Elle peut provoquer
des infections urinaires, bronchiques (enparticulier chez les sujets atteints de mucoviscidose),
pulmonaires (chez les immunodéprimés ou les malades ventilés), oculaires (kératite ou
endophtalmie), ostéo-articulaires.Elle peut aussi surinfecter des lésions cutanées (brilures),
des plaies traumatiques ou postopératoires, provoquer des otites externes (pouvant évoluer
demaniére invasive chez les sujets agés et diabétiques), des septicémies (en particulier chez
les neutropéniques), des endocardites (chez les toxicomanes). [48].
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1. Présentation du lieu de I’étude expérimentale
Le travail expérimental subdivisé en plusieurs étapes a été réalisé en différents lieux :

> Les extractions, Le screening, les dosages et I’activité antioxydant : a été réalisée aux
laboratoires pédagogiques de la faculté des sciences et technologie département SNV
L’université de Tissemsilt pendant la période allant de 01/03/2022 jusqu’au
01/04/2022.

> L’activité antimicrobienne, L activité anticoagulante : a Laboratoire d’analyse
médicale de L’ EPSP Mahdia wilaya de Tiaret. Service d’hématologie et bactériologie
1/04/2022 jusqu’au 20/04/2022.

Les étapes de cette étude expérimentale sont résumées dans la figure 13.

Les feuilles des deux

Rrovane + Tamisane

La macération se fait par

Méthanol 70%

Les extraits des plantes

Etude quantitatif et qualitatif Evaluation des activités
biologiques
Activité Activité Activité
anticoagul antimicrobie antioxydant
Etude Etude
qualitatif quantitatif

Figure 12 : Protocole expérimentale
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2. Matériels

2.1. Matériels végetaux
Ce travail a été effectué sur deux especes végétales, Ajuga iva, Urtica dioica, Le

matériel végétal est constitué des feuilles de deux espéces végétales, Ajuga iva, Urtica dioica
les plantes ont été achetées dans une herboristerie de Tissemsilt en 20 février 2022.
2.1.1. Choix des plantes

Le choix des plantes Ajuga iva et Urtica dioica afin d’étudier les activités biologiques
est basé sur la raison de leurs utilisations en médecine traditionnelle par macération ou

décoction dans I’eau et le manque de travaux de recherche sur ces propriétés de pouvoir

anticoagulant.

Figure 13 : L’ORTIE (Urtica dioica) Figure 14 : BUGLE (Ajuga iva)
Partie aérienne (photo originale 2022) Partie aérienne (photo originale 2022)
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2.2. Appareillage utilisé

Parmes des appareillages utilise sont :
Tableau 04 : Appareillages utilisés

= Balance de précision ( KERN)
* Autoclave ( Biobase)
* Bain Marie (Memmer)

= Agitateur a barreau
magnétique nonchauffant
(RSLAB)

» Broyeur électrique (Moulinex)

= Spectrophotométre UV-visible
(VWR)

= Balance (KERN)
= Etuve (Memmer)

* Micropipette ( Sri Krishna
Traders)

= Cuvette

= Portoir pour tubes

= entonnoir en verre labbox
» Tubes a essai (labbox)

= Pijssette

» Coagulométre MONO
MINIVOLT

Pipette Pasteur. (Labbox)
Erlenmeyer( labbox)
Verre De Montre

Cristallisoir (labbox)
Etuve : ELos

Pinces

Bec Bunsen
Rotavapeur (Butchi)

Eprouvette labbox
Spatule

Papier Filtre

Bec Bunsen

Béchers De 500 MI Labbox
Fioles De 1000 Ml labbox
ERLEN MAYER labbox

Entonnoir

Cupule
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2.3. Réactifs

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés pour cette étude, parmi lesquels

Tableau 05 : Réactifs chimiques et solvants utilisés

= Réactif De
Folin-Ciocalteu

» Fecl3 (Chlorure

Ferrique)
= Méthanol
= Ethanol

= Eau Distillée

= L’Acide Sulfurique

= Alcl3

= HCL

= L’Acide Acétique
= DPPH

» L'acide Gallique

» Eau Physiologique
Stérile

= Tromboplastin BIOLAB

2.4. Souches Microbiens Utilisées

= Catéchine Hydrate
= Quercitrine

= Acide Ascorbique
» Reéactif De Vallin

= Thromboplastine
Tissulaire

= Tube Citrate De Sodium

» Gélose Nutritive

»  Gélose Mueller Hinton

» Des Antibiotiques

= Disque De Papier Wattman
» Catéchine Hydrate

» Eau Distillée Stérile

= SINTROM 4mg

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de Référence Obtenues DE
L’AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC).

Tableau 06 : Souches Microbiennes Utilisées

Souc Co
he de
::eudomon ATCC
) 27853
aeruginosa
Acinetobac
ter ATCC
baumannii 19606
Proteus mirabilis ATCC
35659
rens ATCC
usaureu 6538
Bacillus cereus ATCC
14579

Gram Sour
ce

Négatif

Neégatif Institut
Pasteur

Négatif d"Alger

positif

positif
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2.5. Antibiotiques Utilises

Tableau 07 : Antibiotiques Utilisées

Antibiotiques Abrivation Dose
Acidefusidique FA 10
Erythromycine E 15
Tetracycline TE 30
Vancomycin VA 30
Oxacillin Ox 5
Streptomycine S 300
Piperacillin PRL30 30
Penicillin G 10
Kanamycin K 30
Tobramycin TOB 10

Ceftazidine CAZ 30
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La partie expérimentale a été réalisée en 5 étapes :

1.

2
3.
4

5.
1.

Préparation des extraits des plants
Screening (criblage) phytochimique des extraits
Dosage des composés phénoliques de ces extraits.
Evaluation des activités biologiques des plantes :
Evaluation de I’activité antibactérienne.
Evaluation de I’activité antioxydante
Evaluation de L activité anticoagulante sur plasma humain

Analyses statistiques.

Préparation des extraits

1.1. Préparation de la poudre végétale

I’obtention d’une poudre elle est suivie d’une opération importante: tamisage (250nm) afin

Les plantes ont été broyées a I’aide d’un moulin de café électrique jusqu'a

d’obtenir une poudre par granulométrie bien définie adaptée a I’'usage.

Figure 15 A. « Urtica dioica I Figure 15 B. « Ajuga iva »

Figure 15 : matériel végétale broyé en poudre (photo originale 2022)
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1.2. Extractions
L’extraction des principes actifs a été effectuée par la technique de macération a froid
1.2. Méthode de macération
Est principalement choisie car elle est simple et peu colteuse. Des extractions par

solvant ont été réalisées avec trois solvants différents, a savoir I'éthanol & 70%, le méthanola
70% et l'eau distillée. Le processus de macération a été réalisé en suivant le protocole de
Medjeldi [49], Suryavanshi [50] avec quelques modifications.,
1.2.1. Macération aqueuse

A. Le mélange de 30g du plant sec avec 300ml de I’eau distillé

B. L’agitation en une température ambiante

C. Lafiltration aprés une macération de 24h
1.2.2. Macération par méthanol

A Le melange 30g du plant sec avec 300ml de méthanol 70

B. L’agitation en une température ambiante.

C. Lafiltration apres une macération de 24
1.2.3. Macération par éthanol

A. Le mélange 30g du plant sec avec 300ml de I’éthanol 70°

B. L’agitation en une température ambiante

C. Lafiltration aprés une macération de 24h
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Matiére * Meélanger Agiter i une
Solvant g * Filtration
bien température —} # Solution

végétale

Figure 16 : Etapes de I'extraction par macération

1. 3.Evaporation
Les six solutions de I’extraction par macération ont été évaporés a l'aide d'un

évaporateur rotatif qui permet a éliminé le solvant.
— Lasolution d’extraction est placée dans le ballon d'évaporation
— L’évaporation jusqu'a la disparition compléte du solvant (T°=55°C). (méme procédurepour

les autres extraits)

Figure 17 : Evaporation Les six solutions d’extraction [49], (photo original 2022)
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Calcul du rendement de I’extraction

Rendement de I’extraction est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait et celle
de la plante séche en poudre Il est calculé selon I’équation suivante [49] :

poids de Uextrait brut

X
Rendement (%) — poids de la plante séche en poudre 100

Ou: R% =100*(m/ M)
m : la masse d'extrait aprés I'évaporation du solvant en (g).

M: la masse de la matiere végétale utilisée pour I'extraction en (g).

2. Screening photochimique
Le criblage photochimique des extraits consiste a rechercher les différents

groupements chimiques présents dans les extraits, qui peuvent étre a l'origine de l'activité
biologique des plantes. C’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition
chimique globale contenus dans nos extraits [51].

Dans notre travail, nous intéressons a I'étude quelques groupes chimiques : phénols
totaux, flavonoides, tanins condensés [52]

2.1. Screening photochimique des phénoliques totaux
Le test consiste a ajouter a 3ml de chaque extraites (AQ et Met et Eth ) ,5 gouttes de FeClI3 a

2 %. La présence de composes phénoliques est marquée par un aspect bleu-vert. [52]
2.2. Screening photochimique des Flavonoides

Le test consistait a ajouter quelques gouttes d'acide chlorhydrique (HCI) a une
concentration de 2 mg/ml, suivies de quelques comprimés de magnésium (Mg2+) & 3 ml de
chaque extrait (Aqg et Met et Eth ). L'aspect orange signifie la présence de flavonoides [52]

2.3. Screening photochimique des Tanins Condenseés (TC)

La présence de tanins a été mise en évidence par ajoutant 1 ml d'eau distillée et 2 a 3
gouttes de solution de FeCl3 a 1 % a chaque extrait. Le bleu-noir, le vert-noir indique la
présence de tanins [52]

Les résultats sont classés selon I’apparition en :

= Réaction franchement positive : +++
= Réaction positive : ++
= Réaction moyennement positive : +

= Réaction négative : -
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3. Analyses quantitatifs par spectrophotomeétrie (UV-Visible)
L’estimation des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins dans divers extraits
est déterminée a partir de I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage et est

expriméeen mg équivalents par gramme de plante séche. [49]

3.1. Dosage des polyphénols (phénols totaux)
B Principe

L’estimation de phénols totaux est évaluée par la méthode colorimétriquement de

Folin Ciocalteu avec un spectrophotometre UV [49]. Folin Ciocalteus est un réactif liquide
jaune constitué d'un mélange de deux acides, acide phosphotungstique et l'acide
phosphomolybdique(H3PM012040). En milieu alcalin, il est sur réduit lors de I'oxydation du
phénol. Forme un complexe bleu stable. La couleur de produite est proportionnelle a la
quantité de composé phénolique dans l'extrait végétal. L’absorbance était a 765 nm

B Mode opératoire

Nous avons utilisé le protocole décrit par Phong [49] avec quelques modifications.

— Introduction de 100 ul de chaque échantillon a analyser a différentes concentrations dans les
tubes
— Ajout de 500ul du réactif Folin Ciocalteu
— Puis de 400ul de la solution de bicarbonate de sodium Na2CO3 a 7,5 % (m/v).
— Agitation puis incubation a I’obscurité pendant dix minutes dans l'obscurité a température
ambiante
— Lecture des absorbances a 760 nm. ar un spectrophotometre UV.
— Le blanc est représenté donc par 100 pl d’eau distillée, additionnée de 500 ul du réactif de
Folin Ciocalteu et 400ul ml de carbonate de sodium a 7.5 %. Pour les extraits dissout dans le
méthanol et éthanol, I’eau distillée est remplacée par méthanol et éthanol.
— Le blanc est représenté donc par 100 pl d’eau distillée, additionnée de 500 pl du réactif de
Folin Ciocalteu et 400 ul ml de carbonate de sodiuma 7.5 %.

Le méme protocole est suivi pour la construction de la courbe d’étalon d’acide gallique.
Les valeurs de concentration sont déduites par extrapolation a partir de la droite d’étalonnage

établie I’aide de la solution de référence d’acide gallique.
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100 ul de de lacide 500p! du réactif

gallique N4 o~ Folin Ciocalteu

Attends Smin

Agitation puis 400ul de la solution de
incubation a l'obscurité bicarbonate de sodium
pendant dix minutes Na2C03 a 7,5 % (m/v)

10 min

Lecture des absorbances a
760 nm. aun
spectrophotométre UV.

Figure 18 : Schéma récapitulative du Protocol de dosage des polyphénols [53]

B Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (AG). Elle est exprimée en
mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g de matiére séche «

MS » selon I’équation suivante [49]:

Tpt=C.V/M

Tpt : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g d’extrait seche de la plante)
C : Concentration de I’extrait équivalente a I’acide gallique, obtenue a partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml)
V : Volume de I’extrait (ml)
M : Matiére sec de I'extrait de la plante (g)

3.2. Dosage des flavonoides
B Principe

L'estimation les flavonoides est evaluée par la methode colorimétriqguement du
trichlorured'aluminium avec un spectrophotométre U.V [49]
Le principe de la méthode est base sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure

d'aluminium et la soude, entrainant ainsi la formation d’un complexe qui absorbe a 510 nm.
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B Mode opératoire

Nous avons utilisé le protocole décrit par Phong [49] avec quelques modifications. Le

protocole du dosage consiste a

— Le mélange de 500 nul de chaque extrait a analyser avec 1500 pl de méthanol 95°,
— L’ajout de 100 pul de AICI3 10 % (m/v) avec 100 ul d'acétate de sodium 5% (m/v). et 2.8ml

d’eau distillée.

— Agiter le mélange puis incuber dans l'obscurité et a température ambiante. Pendant 30

minutes

— Pour le blanc Remplacer I'extrait par du méthanol a 95%,

— L'absorbance est mesurée a 415 nm. Spectrophotométre UV.

1500 ul 95% méthanol. 100 pl 10% (m/v)

\ / chlorure d’aluminium
AICI3,

(500 pul/mg)

100 ul d'acétate de 1 2,8 ml d'eau
sodium 1M \ / distillée.

Agitation puis incubation a
l'obscurité pendant 30 min

L'absorbance est mesurée a

415 nm. Spectrophotométre
uv

séchées en référence a la courbe d'étalonnage de Quercétine. (mg EQ/g d’extrait seche de la

plante)

Figure 19 : Schéma récapitulatif du protocole de dosage des Flavonoides [53]

Le résultat est Représenté en mg d'équivalent de quercétine / g de matiére Plantes
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La courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions que les extraits avec
la quercétine préparée a Img/ml et diluée pour avoir les différentes concentrations
B Expression des résultats
La concentration des flavonoides est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec la quercetine. Elle est exprimée en mg équivalent de
quercetine par gramme de matiére séche (mg EQ/g de matiere seche « MS ») selon I’équation
suivante : [53]

Te-C. VIM

Tt : Teneur en flavonoides (mg EQ/g d’extrait sec de la plante) ;

C : Concentration de I’extrait équivalente a la quercitine, obtenue a partir de lacourbe
d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de I’extrait (ml) ;

M : Matiére sec de I'extrait de la plante (g).

3.3. Dosage des tannins
Les tanins condensés sont estimés par la méthode a la vanilline en milieu acide décrite
par Julkunen - Titto [54]. Cette méthode repose sur la capacité de la vanilline a réagir avec
des fractions tanniques condensées en présence d acide pour produire des complexes colorés
mesurés a 500 nm.
B Mode opératoire
Nous avons utilisé le protocole décrit par Algebaly [54] avec quelques modifications.

200 ul de chaque extrait a analyser

Ajout 1000ul de réactif vanilline ; agiter le mélange,

Puis Incubé pendant 20 minutes dans I'obscurité a 30°C.

Absorption Mesuré a 500 nm avec un spectrophotometre UV

Control blanc : Remplacer I'extrait par du méthanol
Résultats sont exprimés en mg équivalent catéchol/g de matiére végétale séche ( Ect
mg/ gMS) en se référant a la courbe d’étalonnage du catéchol.
Préparation des solutions Vanilline
Le réactif de vanilline est préparé ; en mélangeant a parts égales : 8% (v/v) HCI,
Solution méthanolique de 37% (v/v) de méthanol et de 4 %vanilline (M/v). Le mélange a été

maintenua 30°C avant le dosage. [54]
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[ Extait méthanolique 1

Ajuga iva Lruca dioica L sllerbet [ BLANC ]

Rl T ﬁﬁﬁ 0

Des quantités égales de méthanol (37 %) et
[ 200 plde chaque extratt ‘ de HCI (8 %).

1000 ul de réactif vanilline

agiter le mélange, puis Incubé pendant 20
minutes dans l'obscurité a 30°C.

Absorption mesuré a 500 nm avec un
spectrophotométre UV

Figure 20 : Schéma récapitulatif du protocole de dosage des tanins condensés [54]

4. Evaluation des Activités Biologiques

4.1. Evaluation de I’activité antioxydant
Pour évaluer I’activité antioxydant, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2-

diphényl-1-picrylhydrazyl) [55]

» Principe

Le 2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle (DPPH), est un radical libre stable, violet en solution
et présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété anti
radicalaire, La méthode du DPPHe (diphenylpicryl-hydrayl) est basée sur la réduction de
I’espece Radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogene (AH),
qui Aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPHH (diphenylPicryl-
hydrazine). [55]

On peut resumer la réaction sous la forme de I’équation :
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DPPH* + (AH) n — DPPH-H + (A*) n

@gﬁ@

DPPH (radical libre). DPPHH (radical capté).

Mode opératoire

Nous avons utilisé le Protocol décrit par Srinivasan [55], avec quelques modifications.
Un volume de 50 ul de différentes concentrations de chaque extrait exprimé en g/l est ajoutéa
1,950 pl de la solution méthanoique du DPPH (0.004 g/l) fraichement préparée.

La mesure de la décoloration a 515 nm correspondant a la réduction des radicaux du
DPPHdans le milieu réactionnel est faite a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée par un
témoin positif (acide ascorbique) a différentes concentrations.

La concentration minimale nécessaire pour I’inhibition de 50% du DPPH (IC50),
utilisée pour évaluer le pouvoir antioxydant des différents extraits a été calculée a partir des
courbes de tendanceslinéaires de chaque extrait

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante des pourcentages
D’inhibitions selon [55] :

DPPH scavenging activity (%) = [ABS blanc — ABS échantillon/ABS blanc ] x 100

— ABS blanc : est I’absorbance de la réaction de control (solution DPPH)
— ABS échantillon : est I’absorbance des extraits
Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, I’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesure dans les mémes conditions que les échantillons.
L’activité antiradicalaire des extraits est alors exprimée en concentration inhibitrice de
50% de DPPH (CI50) a partir de I’équation des courbes du pourcentage d’inhibition en fonction
de la concentration de I’échantillon. Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance anti-
radicalaire [55]
ARP= 1/ IC50 [55]
ARP : Puissance anti radicalaire
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149
50 pl de différentes concentration de
chaque Extr.
\ —

AEEERNN

1950 pl de solution méthanolique du DPPH

Complétera le solvant jJusqua 3000yl

a Lobscurité a 30 min 45 & 60min

Lécture a 517

Figure 21 : Protocole d’évaluation de I’activité antioxydant DPPH [55]

4.2. Evaluation des activités antimicrobiennes
L’activité antibactérienne des extraits des plantes a été réalisée au niveau de

laboratoire de Bactériologie de EPSP Mahdia wilaya de Tiaret.

La détermination in vitro de l'activité antibactérienne est effectuée selon la méthode
de diffusion par puits [56,57].

Les extraits ont été testé contre plusieurs souches bactériennes, Gram + Gram —
Le but de ce test est la mise en évidence de I’activité antibactérienne et déterminer lequel des
extraits préparés possede la plus forte activité inhibitrice contre les bactéries
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Préparation des extraits

EPIQUAGE DES SOUCHES BACTERIENNES PAR LA METHODE DE STRIES

L»-D o 3

= 7/

préparation des pré-cultures repiquages des souchessur Gélose mueller Hinton

Incubé 37 °

préparation & standardisation des l'inoculum & utilisation de la methode
de difussion par puits

Figure 22: Schéma de protocole d’évaluation de I’activité antibactérienne [56,57].

B Principe

La présence d'activité antimicrobienne se manifeste par l'apparition d'une zone circulaire
claire autour le puits, qui correspond a l'absence de croissance. Plus le diamétre de cette
région est grand, plus elle est sensible. [57]
Croissance bactérienne diffusion en puits Croissance bactérienne

i [Rp——

Zone d’inhibition

Figure 23 : Schéma de principe de la méthode de diffusion en puits [56]
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P Mode opératoire

— Repiquage des souches bactériennes

Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
Incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de
I’inoculum [57].

— Préparation des précultures

A partir des géloses nutritives inclinées pour les souches ATCC, nous avons effectué des
repiquages des souches bacteriennes sur gelose Mueller-Hinton (MH) afin d’avoir une culture
jeune de 18h a 24h en phase exponentielle de croissance [57].
— Préparation et standardisation de I’inoculum
Des suspensions bactériennes sont préparées dans de I’eau physiologique stérile, bien
homogénéisées, Leur opacité doit étre équivalente a 0,5McFarland, qui correspond a une
concentration de 108 UFC/mI [57].

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I’inoculum.[57].
P Protocole
Des boites de Pétri contenant la gélose Mueller-Hinton :
— Etalés 100 ul de la suspension bactérienne standardisée a I’aide d’un rateau a la surface du
milieu gélosé MH.
— Sur chaque boite on réalise un puit de 06 mm de diametre, ensuite on procede a
I’enlévement de la gélose a I’aide d’une pince stérile
— Chaque puits recevra 100 uL des différents extraits, ces derniers ont été solubilisés avec
— les solvants de chaque extraites.
— Les boites ont été incubées 24h a 37°C [57].
— Chaque essai a été répété trois fois.
— Méthanol et éthanol et eau distale stérile a servi de témoin négatif.
— Le témoin positif est représenté par les différents antibiotiques standards utilisés.
Technique d’antibiogramme
Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité
— D’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou plusieurs antibiotiques [57].

— Dans notre étude les antibiotiques utilisés présente dans le tableaux
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Lecture des résultats

L’activité antibactérienne est appréciée par la mesure des diamétres des zones claires (en
millimétres) qui se forment autour des puits. [57].

— Zone claire autour du puits : présence d’une activité inhibitrice.

— Absence de zone claire autour du puits : pas d’effet inhibiteur

4.3. Evaluation des activités anticoagulante

L’activité anticoagulante de l'extrait a été évaluée in vitro par rapport a la voie de
coagulation exogéne sur plasma pauvre plaquettes ppp (plasma humain) a l'aide du chrono- test
« le taux de prothrombine » ou (temps de Quick (TQ).). La technique originale a été décrite par
quick en 1935. [58].

L’objectif est de mesurer le temps de coagulation du plasma citraté en présence d'un
exces dethromboplastine calcique [58].

b Principe

Le test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37C° d’un plasma pauvre en
plaquettes (plasma humain) en présence de facteur tissulaire et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium.

Les facteurs de la voie exogene donc sont activés et le temps qui s’écoule jusqu’a la
formation du caillot est mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du
contrble négatif explique que I’échantillon exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette
voiede coagulation. [58].

B Préparation du plasma pauvre en plaquettes

Le plasma est obtenu a partir des 10 volontaires sains non traités agés entre 20 a 36
ansdont les TP sont normaux et comparables.

Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube citrate sur
une solution anticoagulante de citrate de sodium & 3,2 % et a raison de 1 volume pour 9
volumes dusang. Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm pour obtenir

un plasma pauvre en plaquettes [59].
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centrifugé pendant 10min a 3000
rpm

"PPP" : PLASMA PAUVRE EN
PLAQUETTES

Figure 24: Schéma récapitulatif d’étapes de préparation plasma pauvre en plaquettes [59].

B Test de temps de quick :
Selon Athukorala [60]. Le test passe par étapes suivantes :

Prendre 100 pl de plasma humain normal citrate

Ajouter 10ul, 20pu1 des différents extraits

Incuber a 37 C° pendant 15 min,

Ajouter 200ul de thromboplastine calcique additionné au mélange et réincuber durant 2
min sous agitation a 37C°.
— Déterminer le temps de coagulation a I’aide d’un coagulométre (le temps qui s’écoule

jusqu’a la formation du caillot fibrineux est alors mesuré.

PLASMA
Analysés Témoin
plus 10, 20, & 37°C 100 ul DE
50 uL PLASMA
de plasma 3 i INCUBATION
@ 15 MIN l @ 2MIN
200p1 THROMBOPLASTINE

Pré-lincubé a 37°

TP (TQ) determine le taux de
prothrombine "taux de quick”

Figure 25 : Schéma récapitulatif d’étapes de test de taux de prothrombine ou (temps deQuick
(TQ).) vis-a-vis de la voie exogéne de coagulation [60].
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1. Rendement d’extraction

Le rendement de I’extraction obtenue en pourcentage (%), Est défini comme étant le
rapport entre la masse d’extrait et celle de la plante séche en poudre [45]. Le rendement de

I’extraction sont illustrés dans le tableau suivant :

Rendement%o
Especes

Extraits Extraits Extraits
Méthanolique Ethanolique Aqueux

29.81 % 26.20 % 33.06 %

Ajuga iva

22.84 % 20.2 % 29.40 %

Urtica dioica

Tableau 08 : Résultats de rendement de I’extraction (%)

Les résultats obtenus, montrent que les rendements d'extraction varient entre 33.06 %
pour Ajuga iva et 29.40 % pour Urtica dioica concernant I’extrait aqueux, et de 29.81% a
22.54 % concernant I’extrait Méthanolique, et de 26.20 % a 20.20% pour I’extrait éthanolique
respectivement.

Le rendement de [I’extrait aqueux est considéré comme étant le plus important par
rapport aux rendements obtenus par les autres extraits.

En comparant nos résultats avec d’autres recherches qui sont identiques concernant
I’extrait aqueux : 1l ressort de I’analyse des résultats que le rendement d’extraction de I’extrait
aqueux de Pteleopsis suberora a présenté un rendement plus significatif de 79,33 % (p =
0,012) ; suivide celui de Acalypha wilkesiana (56,33 %) et de Ocimum gratissimum (32,33 %).
Cela rapporte que les extraits aqueux ont présenté les meilleurs rendements comparés aux
extraits hydro- éthanolique et éthanoliques [61].

Les variations des rendements d’extraction observés dépendent a la fois du solvant
d’extraction et aussi du processus d’extraction et aux caractéristiques génétiques de la plante
ainsi qu'a l'origine géographique, aux conditions et durée de stockage, a la récolte et aux

conditions d'extraction
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Comparaison des rendements des différents
extraits
90 -
30
33,06
29,81 '
2 - 26,2 24
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DAJUGA VA OUrtica dioica

Figure 26: Résultats des rendements de I’extraction

2.1. Résultats de screening phytochimique

Les résultats du screening chimique des deux espéces Ajuga iva et Urtica dioica sont
présentes dans le Tableau 09

Les espéces Ajuga Urtica dioica
iva
Les Coloration Résultat Coloration Résultat
métabolites S S
Polyphénols bleu-vert. + bleu-vert. +
totaux + +
+
Flavonoides orange + orange +
+ +
Tannins le vert-noir + bleu-noir +

Tableau 09: Résultats de criblage phytochimique des feuilles d'Ajuga iva et d'Urtica dioica L

Réaction franchement positive : +++ Réaction positive : ++Réaction moyennement

positive:+ Reéaction negative :-
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Les résultats de criblage photochimique que nous avons obtenus montrent qu’A. iva et
Urtica dioica contient les polyphénols, les flavonoides, les tanins. Ces résultats sont similaires
que ceux trouvés dans une autre étude qui ont rapportés la présence des mémes groupes
chimiques au niveau de la partie aérienne d’A. iva [62], et Urtica dioica L. [63]
respectivement.

Cette étude a permis de dévoiler que les trois especes du genre Urtica sont
potentiellement importantes grace a ces atouts en termes de biomasse, d’abondance sur le
terrain, de richesse en métabolites secondaires (tanins, flavonoides, Stérols, triterpénes, et
saponosides) [63].

3. Résultats de I’etude quantitative

3.1. Dosage des polyphénols totaux
Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie

de la plante (lignification, régulation de la croissance...), dans les interactions des plantes avec
leur environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes), dans les criteres de qualité (couleur, qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix
de I'nomme dans sa consommation des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) [36] .

Les teneurs en composes phénoliques totaux dans les extraits des deux plantes est
détermineé par la méthode de Folin-Ciocalteu . Cette teneur a été determinée a l'aide d'une
courbe d'etalonnage représentant I'absorbance a 765 nm en fonction de la concentration en
acide gallique (mg/ml)[57]

La figure 35 suivent représente la courbe d’étalonnage de I’acide gallique -

y =0,0625x = 0,4599

0,7 Re=0,9526 ©=-"0
© ©
O
©.
©

0.4

0

0 1 2 3 4 5

Figure 27 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (AG).
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La courbe montre une linéarité de I’absorbance en fonction des concentrations. Les
quantités des polyphénols correspondantes de chaque extrait ont €té rapportées en mg
équivalent d’acide gallique /g d’extrait et déterminé par I’équation de type

Y=Ax+B
La quantité des polyphénols a été estimée par I’équation suivante :
y =0,0625x + 0,4599 R2 = 0,9526
A partir de la courbe d’étalonnage, la teneur en polyphénols totaux est présente dans le tableau

suivant :

Tpt : Teneur en polyphénols totaux (EAG/g
Ms)

SR Extraits Extraits Extraits
Meéthanolique Ethanolique Aqueux

78.4 +0.054 13.96 + 0.161

Ajuga iva 50.15 £ 0.034

Suivant
Urtica dioica 62.25+ 0.044 80.09+ 0.064 36.80 + 0.075

Tableau 10 : Résultats obtenus de Teneur en polyphénols totaux (EAG/g Ms)

Les résultats obtenus de nos études révélé la présence de charges importantes de
polyphénols, avec une certaine variabilité entre les extraits aqueux et méthanoiques et
éthanolique de méme espece. Cette différence est certainement due a la polarité de chaque
solvant pour entrainer les composés phénoliques. [57]

Selon les résultats du tableau 10, les différents extraits de I’Urtica dioica sont plus
riches en composés phénoliques par rapport a I’extrait d’Ajuga Iva, et plus précisément
I’extrait éthanolique.

Des études sur méme espéce de I’Ajuga ont rapporté des résultats similaires a nos
résultats [64].

Les résultats de dosage des polyphénols totaux que nous avons obtenus montrent

qu’A. iva Présentent des teneurs plus élevées que celles trouvées dans autre étude qui ont
trouvé que L'extrait méthanolique d’Ajuga iva était riche en polyphénols (25,26 + 0,95 pg
d'équivalent acide gallique par milligramme d'extrait) [65].

D’autre étude sur I’Ajuga iva rapporte une teneur en composés phénoliques de 44.41
+0.22 mg EAG/g pour extrait aqueux et 65.3 = 2.11 mg GAE/g extrait pour extrait

Méthanolique 90°/ ces teneurs en polyphénols totaux sont inferieures que nous avons trouvées
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de 13.96 g EAG/g pour extrait Aq et 50.15 (mg GAE/g extrait) pour extrait méthanolique.
[66].

Notre résultat de dosage quantitatif des polyphénols pour I’espece Urtica dioica a
donné une teneur tres importante par rapport de celle trouvée par d’autre études avec une
Teneur en composés phénoliques et de 2,313+0,3 mg EAG/30 g MS Urtica urens L [59] et de
56,76 mg d'AGE/g d’extrait. [67], et de 48,3 mg EAG/ g pour I'extrait de L'acétate d'éthyle
pour Urtica dioica [68].

Comparaison de la teneur en phénols
totaux dans les différents extraits

Ajugaiva M Urtica dioica
90

80
70

78,4
60
50
50,15

40
30
20
10 13,96

0

Ex Mrt Ex Eth Ex aqueux

Figure 28 : Résultats de teneur en phénols totaux dans des extraits

Plusieurs travaux effectués sur les plantes médicinales ont montrés que les conditions
climatiques, I’origine géographique et le mode d’extraction peuvent affecter la quantité et la
composition en métabolites secondaires et par conséquent les activités biologiques [69 ,70].

3.2. Dosage des flavonoides
Les flavonoides sont des composés avec un squelette a 15 carbones composé de deux

cycles aromatiques A et B, et d'un hétérocycle central C de type pyranne forme une structure
C6-C3-C6 [34].

La détermination des flavonoides a été effectuée selon la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICI3) [53], elle est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les différents
extraits.

La courbe d'étalonnage établie a partir de différentes concentrations de quercitrine a
permis d'estimer la teneur des flavonoides de chacun des extraits [53]. La concentration des
flavonoides ensuite été exprimée en milligrammes équivalent de Quercétine par gramme
d’extrait (mg QE / g d'extrait). [53]
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y=0,1788x-0,0482
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage de la quercitrine (Q)

Le teneur en des flavonoides en dans les différents extraits a été rapportée en
milligramme d’équivalent de la Quercitaine par milligramme de matiere seche de I’extrait
(mg EQ/ Mg MS.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavonoides est présentée dans

le tableau 11 :
T¢: Teneur flavonoides (mg EQ/mg Ms)
Especes Extraits Extraits Extraits
Methanolique Ethanolique Aqueux
Ajuga iva 11.23 +0.064 36.9 £ 0.074 9.74 +0.087
Urtica dioica 10.35 £ 0.094 19.5+0.054 3.2 £0.094

Tableau 11 : Résultats de Teneur en flavonoides mg EQ/g de matiere seche

Les résultats révelent pour les trois extraits meéthanolique et éthanolique et aqueux les
valeurs suivants 11,23 + 0.064mg EQ/g de matiere séche 36,9+ 0.074 mg EQ/g de matiére
seche et 9,74+ 0.087de mg EQ/g de matiere séche pour Ajuga iva (Tableau 11) et 10,35 +
0.094de mg EQ/gde matiére seche et 19.5 + 0.054mg EQ/g de matiere séche et 3,2 + 0.094 de
mg EQ/g de matiere seche pour Urtica dioica Selon ces résultats la teneur en flavonoides

dans les extraits ethanolique de notre plantes est la plus élevée.
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Teneur en flavonoides mg EQ/g
d’extrait
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Figure 30 : Résultats de Teneur en flavonoides dans des extraits

Des études sur méme espéce trouvé que le teneur en flavonoides de 132.6 mg REs/g
extract) dans Ajuga, Nos résultats sont inferieure avec une teneur en flavonoides del9.5 mg
EQ/g de matiére pour un extrait éthanolique de la partie aérienne de la méme variété. [66]. Par
contre Nos résultats sont supérieurs a des résultats des recherche qui trouvés une valeur de
1.1 mg QEs/g [62].Des études sur méme espéce de Ajuga ont rapporté des résultats similaires
a nous étude. [64]

Autre auteure ont rapporté une teneur de flavonoids (11.00 mg CE/g SN) en utilise «
eau , 96% ethanol, methylene chloride, ethyl acetate, acetone and n-hexane » comme solvant
de extraction, , ce résultat est relativement inférieur a celui de notre extrait mg 19.5 QEs/g
pour I’espece Urtica dioica [68]

Des auteures ont rapporté une teneur en flavonoides de 20,29 mg EQ/g extrait dans
feuilles d’Urtica dioica L. en utilisant I’éthanol 80 % comme solvant d’extraction, ce résultat
est comparant a notre résultat. [71]

Cette différence dans la quantification des flavonoides est probablement liée a leur
Diversité structurale [72] .

3.3. Dosage des tanins
Les tanins sont un groupe de polyphénols a haut poids moléculaire et qui existent dans

presque chaque partie de la plante. Ces composés sont des molécules fortement hydroxyléeset
peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés [35].

La mise en évidence de la teneur en tanins des extraits a été effectuée selon la méthode
réactif vanilline et la catéchine comme étalon. [54]

Les valeurs sont obtenues a partir de I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage établi par la catéchine Fig31.
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Les résultats sont exprimés en mg d'équivalents de I’étalon par g de poids sec de la
matiere végétale (mg EC/g poudre

y=0,1808x +0,0619
1.2

0,8

0,6

6] 1 2 3 4 5 6

Figure 31 : Courbes d’étalonnages catéchine (Cat)

La quantité des tanins a été rapportée en milligramme d’équivalent de catéchine par
gramme de matiére séche de I’extrait (mg eq cat/g MS). [54].A partir de la courbe
d’étalonnage, la concentration des tanins est présente dans le tableau 12 :

T+: Teneur en tanins mg éq cat/g MS d’extrait
Espéeces || Extraits Extraits Extraits
Methanolique Ethanolique Aqueux
Ajuga 7.14+ 0.074 18.2 +0.097 9.07+ 0.099
iva
Urtica 7.41+ 0.070 19.8+ 0.090 9.17+ 0.084
dioica

Tableau 12 : Résultats de Teneur en tanins mg éq cat/g MS d’extrait
Tt : Teneur en tanins en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de poids sec de
I’extrait (mg Ecat/g MS). [54]
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Figure 32 : Résultats de teneur en tanins dans des extraits

Les résultats de dosage de tannins Condensed révelent pour les extraits méthanolique
et éthanolique et aqueux les valeurs suivants 7.14+ 0.074 mg éq cat/g MS d’extrait de et 18.2
+ 0.097mg éq cat/g MS d’extrait de matiere seche et 9,74 + 0.099mg éq cat/g MS d’extrait de
matiére seche

Pour Ajuga iva en tannins et 7.41 + 0.070de mg éq cat/g MS d’extrait de matiere séche
et 19.8+0.090mg éq cat/g MS d’extrait et 9.17 + 0.084 mg éq cat/g MS d’extrait g de matiere
séche pourUrtica dioica .Selon ces résultats la teneur en tannins condense dans les extraits

éthanolique de Urtica dioica est la plus éleveée.

4. Résultats d’évaluation des activités biologiques
4.1. Résultats d’évaluation de I’activité antioxydant

La technique du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est I’'une des méthodes
la plus couramment employee. Elle est rapide, facile & mettre en ceuvre et s’effectue a
température ambiante ce qui permet I’élimination de tout risque de dégradation thermique des
molécules testées [55]
Les radicaux libres (DPPH) sont utilisés pour déterminer la capacité antioxydante.
(DPPH) est réduit en DPPH-H et son absorbance spectrophotométrie diminue.

Activité antioxydant exprimée en pourcentage d'inhibition des radicaux libres (DPPH)
AA = (absorbance initiale - absorbance d'extraction/absorbance initiale) x 100. [55]

Les résultats obtenus pour la méthode DPPH sont exprimés en termes de concentration
Inhibitrice de 50% des radicaux (1C50).
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B Calcul des IC50

L’activité antiradicalaire des extraits de la plante étudiée est déterminée par leur
capacité a Réduire le radical libre DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition. [55]

Les valeurs des IC50 et par conséquent des pourcentages d’inhibition ont été calculés
en vue de déterminer les concentrations qui réduisent 50% des radicaux libres DPPH .
Une valeur faible d’I1C50 (valeur élevée de pourcentages d’inhibition) indique une activité
antioxydant forte.

A partir des courbes des équations des régressions linéaires des pourcentages
d’inhibition

Calculés en fonction de différentes concentrations d’extraits préparés (y=ax+b)
(Annexe 1) ; Nous pouvons déterminer pour chaque extrait la concentration nécessaire pour
réduire 50%du radical libre DPPH ou IC50.
y =50% (pourcentage de réduction de DPPH).
x = 1C50 (la concentration en extrait et de I’acide ascorbique).

Les valeurs des concentrations efficaces d’IC50 (concentration inhibitrice de 50% de
DPPH,et le pourcentage d’inhibition de notre extrait sont rapportés dans le tableau suivant :
La concentration en I’acide ascorbique Vit C =1.25 mg/ml

ICs0: concentration inhibitrice de 50% de DPPH

Extraits Extraits Extraits
Meéthanolique Ethanolique Aqueux

Ajuga iva 2.11 mg/ml 2.21mg/ml 3.39 mg/ml

Especes

Urtica dioica 1.50mg/ml 0.20mg/ml 2.27mg/ml

Tableau 13 : Résultats de la concentration inhibitrice de 50% de DPPH

L activité antiradicalaire a une le pourcentage d’inhibition de 50% DPPH. L’extrait
Ethanoliques d’Ajuga iva a donné une concentration de 2.21mg/ml pour ce méme pourcentage
I’antioxydant d’Urtica dioica a une concentration de 0.2mg/ml. On constate donc que I’activité
antiradicalaire de I’extrait éthanolique d’Ajuga iva est inférieure a celle de I’extrait éthanoique
Urtica dioica

Nous résultat, montre qu’Ajuga iva est doté d’une faible activité antiradicalaire moins
importante que celle des Urtica dioica. Une valeur faible d’1C50 indique une activité
antioxydant forte.
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Les résultats indiquent que le plante étudiée Urtica dioica L. est un fort et excellent
piégeur du radical DPPH que Ajuga iva, La présence des composés phénoliques dans I’extrait
éthanoique peut étre explique la capacité de cette plante a jouer un réle majeur en tant qu’agent
antioxydant

Tous les extraits étudies ont d'activité antiradicalaire dépendant des concentrations,
I'extrait aqueux exerce moins d'activité. A partir de ce résultat, nous On peut deduire que les
métabolites secondaires semblent étre plus solubles dans le solvant que dans l'eau.

Dans notre étude, on a trouvé une différence hautement significative dans I’activité
Antioxydant dans les trois extraits étudies (F de fischer = 8.82; ddl = 2 ; Pour le groupement
Des groupes homogenes en utilisant le test de tukey nous avons trouvé deux groupes Déférentes
le groupe 1 contient I’extrait éthanolique et I’extrait méthanolique et le groupe 2 Contient
I’extrait aqueux. (Annexe 03)

a partir d'un extrait méthanolique d'A. iva, préparé par macération, récolté a Béjaia en
mars 2008 avec une 1C50 de 168 ug/ml. [73].

L'activité antioxydante testée par la méthode DPPH a montré une CI150 de 512 + 0,03
ug/mL pour l'extrait méthanolique de parties aériennes d'Ajuga iva (L). [74].

L’extrait Aqueux de I’Ajuga iva qui représente la fraction la plus faible en polyphénols,
possedel’effet scavenger le plus bas par rapport aux autres extraits.

Pour I’espece U. dioica, sur I’extrait hydroalcolique d’Urtica dioica avait donné des
IC50 de 88,33+2,88 pg/ml pour I’extrait [72]. D’autres études ont signalé une 1C50 de 31,38
+0,102pug/g entravaillant sur I’extrait éthanoique d’Urtica dioica, [71].

Les résultats obtenus montrent une corrélation directe entre la teneur totale en phénol
des différents extraits et l'activité antioxydant. Plusieurs travaux ont montré une bonne
corrélation entre les IC50 et la teneur en polyphénols et en flavonoides [75].

L’analyse des résultats a permis de démontrer que la différence de [I’activité
antioxydante des extraits de la méme plante est peut-étre due a la différence de protocole de la
méthode d’extraction utilisé et la polarité du solvant utilisé. Le potentiel réducteur des extraits
végeétaux peut étre da a la présence de molécules capables de donner des électrons qui peuvent
réagir avec les radicaux libres et les convertir en produits stables, ce qui peut expliquer le

potentiel réducteur des extraits végétaux. [77].
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4.2. Activité antimicrobienne
L’antibiogramme permet de mesurer la capacité d’un antibiotique a inhiber Ila

Croissance bactérienne [53]. A titre de comparaison, nous avons utilisés des disques
d’antibiotiqgues comme standards contenant de la kanamycine et tobramycine, acide fusidique,
gentamicine, cefalexine et peénicilline, streptomycin, vancomycine, erythromycine,
piperacillin, oxacilline,etracycline

Les résultats montrent que les souches testées ont présenté des zones d’inhibitions

varient entre 00 mm & 28 mm.

Concent Acinetoba Proteus Staphylo )
Pseudomonas Bacillus
Antibiotiques rations ) cter mirabilis coccus .
aeruginosa 3 subtilis
(ng/ml) baumannii aureus
KANAMYCINE 30 17mm 20mm 24mm 21mm 20mm
TOBRAMYCINE 10 15mm 16mm 21mm 15mm 08mm
PENICILLIN 30 05mm 00mm 00mm 00mm 00mm
Ceftazidime 30 16mm 00mm 00mm 00mm 00mm
ACIDE FUSIDIQUE 10 12mm 14mm 12mm 10mm 13mm
ERYTHROMYCINE 15 24mm 30mm 27mm 24mm 26mm
TETRACYCLINE 30 20mm 28mm 30mm 08mm 21mm
VANCOMYCINE 30 18mm 20mm 17mm 24mm 20mm
OXACILLINE 5 00mm 17mm 00mm 00mm 00mm
STREPTOMYCIN 300 30mm 32mm 36mm 30mm 30mm
PIPERACILLIN 30 21mm 12mm 30mm 25mm 10mm

Tableau 14 : Diamétres des zones d’inhibition des souches microbiennes

vis-a-vis des antibiotiques

Les résultats représentés par le tableau 14, montrent que :
STREPTOMYCIN (S) est I’antibiotique le plus actif présentant des diamétres
d’inhibitions de 36 mm pour Proteus mirabilis et 30 mm pour Bacillus cereus.
ERYTHROMYCINE (E) est aussi actif enregistrant des diamétres d’inhibition de 30 et

27 mm vis-a-vis de Acinetobacter baumannii et Proteus mirabilis respectivement.
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KANAMYCINE (K) et ACIDE FUSIDIQUE (FA) présentent une activitéantimicrobienne
modérée, enregistrant des diametres de 21 mm pour Proteus mirabilis et 20 mm pour
Acinetobacter baumannii

L’OXACILLINE (ox) et la ceftazidime (CAZ) et PENICILLIN (P) sont les moins actifs
parmi les antibiotiques utilisés. lls enregistrent des diametres 05 mm pour prnicillin contre
Pseudomonas aeruginosa. Par contre Bacillus cereus résiste a ces antibiotiques.

D’apreés nos résultats de I’antibiogramme, on peut dire que, les antibiotiques réagissent
differemment selon le type de bactérie, et chaque composeé a sa propre efficacité.

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits d’Ajuga iva et
d’Urtica dioica par la technique de diffusion en puits en utilisant le milieu gélosé solide
(Muller-Hinton) [61].

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimee en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des puits, contenant les extraits a tester vis-a-vis de cinq souches
bactériennes qui sont : S. aureus. Bacillus cereus. Acinetobacter baumannii, et Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis.

Les diametres des zones d'inhibition des extraits contre les microorganismes testés

sontprésentés dans le tableau (15).

Activité (zone d’inhibition mm)

. Ajugaiva Urtica dioica
Souches Natures Parois

|’extrait |’extrait |’extrait I’extrait I’extrait I’extrait

Mth Eth AQ Mth Eth AQ

P:Iz‘r‘ggimnggjs Gram s - 15+ 10+ 10+
Double 0,45mm 0,55mm - 0,74mm 0,45mm 0,70mm

Acinetobacte - 06 10+ 17 + 25+ 5+
r baumannii Gram Double 0,52mm 0,57mm ) 0,66mm 0,74mm 0,41mm

nﬁ)irroatgilﬁs Gram’ Double 12z 19+ - 14z 35¢ 8+
0,75mm 0,63mm 0,66mm 0,24mm 0,45mm

Staphylococ Gram™ Simple 15+ 20+ - 21+ 38+ 7+
Cus aureus 0,45mm 0,56mm 0,41mm 0,34mm 0,40mm

Bacillus Gram™ Simple 18+ 23+ - 18+ 34+ 11+
subtilis 0,41mm 0,36mm 0,34mm 0,41mm 0,44mm

- : pas de zone

Tableau 15 : Résultats de I’activité antimicrobienne de I’Ajuga iva et d’Urtica dioica par la

méthode de diffusion en puits d’agar
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L’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanoiques et éthanolique et
aqueux de | 'Ajuga iva et d’Urtica dioica sur différents germes (Gram (+) et Gram (-)) par la
méthode de diffusion en puits donne des diamétres qui varient en fonction de la souche testée.
D’aprés nos résultats, nous constatons que les deux plantes présentent un effet inhibiteur
efficace contre les cinq especes bactériennes mais avec des diamétres variables. Nous
constatons aussi que pour les deux plantes testées le diamétre d’inhibition le plus élevé est
marqué chez la bactérie Gram positif Staphylococcus aureus (38mm) ; par contre le plus
Faible est observé chez la bactérie Gram négatif Acinetobacter baumannii (6 mm).

Tous les extraits d’Urtica dioica a réagi positivement sur toutes les souches
bactériennes testées, qui confirme que cette derniére est douée de propriétés antibactériennes.
Nous remarquons que l'extrait éthanolique d’Urtica dioica un effet remarquable sur
I'ensemble des souches. Ceci peut s’expliquer par le fait que cette plante contient des
Composants antibactériens actifs extractibles par ce solvant.

Une étude similaire montre que I’extrait brut d’Urtica dioica, était actif contre plusieurs
souches bactériennes : E. coli 2, Klebsiella pneumoniae, E. coli ATTC 25922, E. coli 1 et
Staphylococcus aureus. [68]

Nos résultats semblent étre plus importants que celle apportée par d’autre étude sur
I’extrait d’Urtica dioica, qui a donné un diametre des zones d’inhibition de I’ordre de (9 mm)
vis-a-vis d’Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, E. coli 2, Klebsiella pneumoniae
respectivement [74].

L’évaluation d’activité antibactérienne des extraits d’A.iva sur les cing souches testes a
confirmé un pouvoir antibactérien de ces derniéres, par une zone d’inhibition de 23 mm pour
Bacillus cereus et une zone d’inhibition de 20 mm de diametre pour Staphylococcus aureus
concernant I’extrait éthanolique. Tandis que I’extrait aqueux d’A.iva n’a présenté aucun effet
sur les cing souches testées.

Le témoin (eau distillé) présente des résultats négatifs, ceci implique que I’activité
antibactérienne est due uniquement aux substances renfermées dans nos extraits.

Les polyphénols comme les flavonoides et les tanins sont des substances
antibactériennes importantes [75].

Les faibles niveaux de ces composés dans les extraits aqueux d'A.iva par rapport aux
extraits éthanolique de la méme plante peuvent expliquer l'inefficacité d'un extrait par rapport

a l'autre.
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Staphylococcus aureus (gram-positif) semble étre la bactérie la plus sensible par
rapport aux autres souches (gram-négatif); cela peut étre attribué aux différences structurelles
entre les bactéries gram-positives et gram-négatives [80]

On peut conclure que les composants biologiquement actifs des | 'Ajuga iva et
d’Urtica dioica pourraient représenter une nouvelle source antimicrobienne a exploiter en
médecine moderne. Néanmoins, comme cela a été signalé auparavant, d'autres études sont
nécessaires pour isoler et caractériser les principes bioactifs et ainsi contribuer au
développement de nouveaux médicaments antimicrobiens.

Sur la base de ces résultats, il apparait que la variabilité de I'activité antibactérienne peut
étre due a la présence d'une sensibilité relativement différente des bactéries et/ou de la
sélectivité aux extraits végétaux. Ceci explique pourquoi l'activité antimicrobienne varie d'une
plante a l'autre et d'une bactérie a l'autre [80]. Les composés phénoliques sont connus pour étre
toxiques et ciblent les enveloppes des micro-organismes, telles que la membrane plasmique et
la paroi cellulaire. [81]

Le mécanisme de l'activité antibactérienne des polyphénols est sans aucun doute tres
complexe. Parmi ces hypothéses, on peut citer :I'inhibition de la synthese des acides
nucléiques, L’altération de la fonction membranaire cytoplasmique, L’inhibition du

métabolisme énergétique. [82]

Figure 33: Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits (photo personnel 2022)
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4.3. Activité anticoagulante in vitro

Le pouvoir anticoagulant de extrais de Ajuga iva et d’Urtica dioica a été évalué in vitro
vis-a-Vvis la voie exogéne de la coagulation a I’aide d’un test chronométriques TQ. [58]

Le TQ normal est compris entre 12 et 13 secondes selon les réactifs utilisés et un
allongementpar rapport au contréle négatif traduit une activité anticoagulante du Matériel
testé vis-a-vis la voie exogene de la coagulation. Control positif est le SINTROM 4mg TQ =
80.5S

Capacité anticoagulante des extraits d'Ajugaiva et

d’Urtica dioica

50
40 ==
3 | T _ _ =
F = === e
10 E M A E M A 20 ul
Urtica dioica Ajugaiva
Bioul | 16,31 19,99 15,27 15,36 18,72 14,37
20ul | 27,93 38,74 20,22 17,07 24,32 16,21

Figure 34 : Résultats de Capacité anticoagulante des extraits de Ajuga iva et d’Urtica dioica
vis-a-vis de la voie exogéne de sang humain.

D’apres les résultats obtenus, il ressort que les extraits des plantes (AQ et Meth et Eth)
sont capables d’allonger de maniére significative le TQ

Le volume 10uL des extraits aqueux et méthanoiques et éthanoliques d’Urtica dioica
capable d’allonger le temps de quick avec des valeurs d’ordre de (2.27S et 6.99S et 3.21S) avec
un TQ de 15.27S et de 19,99S et 16.31S respectivement.et méme volume (10ul) des extraits
aqueux et méthanoiques et éthanoliques Ajuga iva enregistre un allongement de temps de
quickdes valeurs d’ordre de 1.37Set 5.72S et2.37S) avec un TQ de 14 .37S et de 18.74S et
15.36S respectivement.
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Cependant, le volume 20uL des extraits aqueux et méthanolique et éthanolique
d’Urtica dioica a une activité anticoagulante estimée par un TQ de 20.22S et 38.74Set 27.93S
par un allongement de 7.22S, et 15.74S et 14.9S respectivement (Figure 34 et tableaux 16).

Les extraits des deux plantes a ceux des tubes témoins, indique que nos extraits ont
allonge le temps de la coagulation plasmatique. Cette élongation des temps de coagulation du
plasma qu’elle soit exprimée en temps est dose dépendante.

Les extraites des plantes sont capable d’exercer une activité anticoagulante significative
et plus élevée estimée par un temps de coagulation de 38,74 + 0,45S pour extrait méthanoiques
D’Urtica dioica et 24,32 + 0,06S pour extrait méthanoiques de Ajuga iva donc un
allongement par 37 s et de 7.9S s. par rapport a celui du contrdle négatif (13,6+0,09S). Ces
volumes d’extraitest utilisé dans La procédure suivie I’étude par Athukorala [61].

Les résultats obtenus sont une indication intéressante en faveur d’une activité
anticoagulante des extraits (éthanolique, methanolique, aqueux) des plantes

Globalement, on peut déduire que I'extrait d’Urtica dioica et Ajuga iva exerce un effet
anticoagulant sur la voie de la coagulation exogéne de maniere dose-dépendante, et cette
activité est plus prononcée dans l'extrait methanolique d'ortie 38,74 + 0,45 S

L'extrait méthanolique (100 %) de lichen riche a montré une activité anti thrombotique
significative a la fois in vitro et in vivo [83].

Une étude récente de la fraction éthanol (70 %) du cotylédon de Rubus a montré une
activité anticoagulante trés importante, avec des temps de recalcification plasmatique de 107,8
et 166,8 S respectivement [84].

Ces résultats paraissent trés logiques puisque la teneur de ces extraits en tanins
condensés a été trouvée faible et que I’effet coagulant des tanins a été confirmé dans maintes
études. Qui montre utilisation des tanins en tant qu’aide coagulant dans le processus de
purification de I’eau et ont remarqué que ces molécules ce sont révélées plus efficaces que les
aides coagulants synthétiques. [85].

L’activité biologique des tanins est due a leur affinité aux protéines. Cependant, ces
molécules ont une affinité élevée pour certaines protéineset une affinité faible pour d’autres
[86]. L’effet anticoagulant de ces extraits peut étre expliquépar I’inactivation des enzymes
impliqués dans le processus de coagulation ou par I’inhibition de I’utilisation du calcium, lui-

méme indispensable pour cette coagulation [86].
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“

Ajuga

10 ul
E 16,31 £ 0,07 27,93 +£0,08
M 19,99 + 0,09 38,74 £0,45
A 15,27 £ 0,06 20,22 £ 0,06
E 15,36 £ 0,08 17,07 £ 0,06
M 18,72 £ 0,21 24,32 £0,09
A 17,37 £0,24 16,21 £ 0,6

Tableau 16 : Résultats de I’activité anticoagulante des extraits
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L'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie attire beaucoup d'attention ces
jours-ci. Dans la recherche biomédicale, cela devient tout aussi important. Une partie de la
raison de cet intérét est que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances et de composés naturels biologiquement actifs.

Ce travail a permis I’étude quantitative et qualitative des composés phénoliquesdes
extraits d'Ajuga iva et d'Urtica dioica (éthanol, méthanol et eau). Et I'évaluation du pouvoir
antibactérienne et de [lactivité antioxydante et activiste anticoagulante des extraits
éthanolique, méthanoique et aqueux.

Le screening photochimique basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser des
polyphénols totaux les flavonoides, les tanins condensés. Ces métabolites secondaires
possedent des valeurs thérapeutiques éminentes. Le dosage quantitatif des polyphénols a révélé
qu’Urtica dioica sont plus riches en composes polyphénols par rapport a I’Ajuga iva qui
présentent des teneurs plus faibles, I’extrait éthanolique est I’extrait le plus riche en composés
phénoliques.

Les tests du pouvoir antimicrobien des extraits éthanolique, méthanoique et aqueux,
Ajuga iva et Urtica dioica vis-a-vis les cing souches bactériennes montrent que I'effet
antimicrobien des extraits varie en fonction de I'espéce, de type d'extrait et de type de souche et
sa sensibilité ou sa résistance. Les extraits produisent des zones d'inhibition avec des diamétres
entre 5 et 38 mm, étude de I’activité antibactériennes des extraits de I’Ajuga iva et Urtica
dioica sur plusieurs souches bactériennes (Gram positive et Gram négatif) montre la
sensibilité de Staphylococcus aureus (Gram positive) vis a vis de ces extraits, les I’extrait
éthanolique sont ceux qui ont le pouvoir antimicrobien éleve.

Les résultats de I’activité antioxydante des extraits montrent que I’Ajuga iva et Urtica
dioica ont un pouvoir antioxydant importance. Aussi, les résultats obtenus confirment que les
extraits éthanolique « 2.21mg/ml Ajuga et 0.20 mg/ml Urtica » sont ceux qui piégent le plus
de radicaux libres, suivis par les extraits méthanoliques et en fin les extraits aqueux. Ainsi,
une classification spécifique des taxons relative aux.

Les résultats L’évaluation de L’activité anticoagulante des extraits de I’Ajuga iva
Urtica dioica a été évaluée in vitro par le teste (TQ ou TP) a permet d’asseoir que les extraits
exerce un effet anticoagulant sur la voie exogene coagulation. Nous avons noté que
Les extraits a partir des feuilles des plantes médicinale I’Ajuga iva, Urtica dioica procédant une

I'activité anticoagulante importante vis-a-vis la voie exogéne coagulation.
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Ces constatations confirment les pouvoirs biologiques de ces plantes. Ces plantes
recelent de substances biologiquement tres actives, ce qui confirme la nécessité de scruter ces

voies en vue de leurs utilisations en pharmacologie appliquée.
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ANNEXES - 01-
Listes des Réactifs utilisés :

a-Dichloro méthane : -Formule générale : CH2CI2 -Masse molaire : M=84,933 g/mol -Point de
fusion : -95,1 °C -Point d’ébullition : 40 °C -Densité : d =1,33 g/cm3 b-
Ethanol : -Formule générale : C2ZH60 -Masse molaire : M=46,0684 g/mole -Point de fusion :

-114 °C -Point d’¢bullition : 79 °C -Densité : d =789 kg/m3 c- Eau : -Formule générale : H20

-Masse molaire : M=18 g/mole -Point de fusion : 0 °C -Point d’ébullition : 100,02 °C - Densité: d
=1000 kg/m3 d

-Acide chlorhydrique: -Formule générale : HCl -Masse molaire : M= 36,46 g/mole -Point defusion :
-30 °C, solution a 37% -Point d’¢bullition : 48°C, 38%HCI -Densité: d = 1,19 g/cm3, solution a 37%
e

-Chlorure ferrique : -Formule générale : FeCl3 -Masse molaire : M=162,204 g/mole -Point de
fusion : 306 °C -Point d’ébullition 315 °C -Densité : d =1,4 g/ml g

h- Ammoniaque -Formule générale : NH4OH -Masse molaire : M=35,04 g/mole -Point de fusion :-
58 °C -Point d’¢bullition : 38 °C -Densité : d = 880 kg/m3 i-

acide sulfurique Formule générale : CH2 SO4 -Masse molaire : M=98,79 g/mol -Point de fusion: 10
°C -Point d’ébullition : 337 °C -Densité : d =1,38 g/cm3 k-

Liqueur de Fehling -Nom de la substance : Cuivre (II) Sulfate bentahydraté -Point d’¢bullition :
100°C -Densité : d = 1,42 g/cm3 1-

réactif de Folin constitu¢é d’un mélange de : Acide phosphotungstique - Formule générale :
H3PW12040 -Masse molaire : M=2880,2 g/mol -Point de fusion : 90°C -PH=1,8 Acide
phosphomolybdique - Formule générale : H3 PMo12040 -Masse molaire : M=1,825 g/mol - Point
de fusion : 78-98°C -Densité : d =2,52 g/cm3 m-

Carbonate de Sodium : -Formule générale : Na2CO3 -Masse molaire : M=286,1416 g/mole

-Point de fusion : 851 °C -Densité : d =1,92 g/cm3 (856°) n-

Acide gallique : -Formule molaire : C7H605 -Masse molaire : M=170,1195 g/mole -Point defusion :
210°C -Densité : d =1,694 g/cm3

o- DPPH : -Formule générale : CI8H12N506 -Masse molaire : M=394,32 g/mole -Point defusion :

135°C -Densité : d =1,4 g/cm3 p-

Acide ascorbique (vitamine C) : -Formule générale : COH806 -Masse molaire : M=176,12g/mole -
Point de fusion : 190°C -Point d’¢bullition : 553 °C -Densité : d =1,694 g/cm3
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ANNEXES - 03-

Les pourcentages de |’activité antioxydant des
extraits Urtica dioica visa-vis du radical libre
DPPH

EXT Meth EXT Eth EXT AQ

6
Titre de I'axe

Les pourcentages de I’activité antioxydant des

extraitsAjuga iva vis-a-vis du radical libre DPPH
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BIOLABO BIO-TP LI (LOW ISI) Taux de Prothrombine (TP)
a www.biolabo.fr
% FABRICANT : Pour la détermination du Taux de Prothrombine (INR) des plasmas humains
BIOLABO SAS,
BIOLABO (';g:ﬁ':')a‘:\;eTZR'V;rsn REF| 13702 R1 10x2mL R2 1x25mL
- vaizy, France REF 13704 R1 6x4mL R2 1x25mL
[REF] 13712 R1 6x12mL R2 1x80mL

SUPPORT TECHNIQUE ET COMMANDES
Tel :(33) 03 23 2515 50
Fax : (33) 03 23 256 256

|
INTERET CLINIQUE (1) (6) (7)

Le Temps de Quick (TQ) permet une exploration de la voie extrinséque
de la coagulation. Le TQ, converti en "taux de prothrombine" (TP)
permet d'évaluer I'activité des facteurs du complexe prothrombinique en
référence a un plasma normal a 100%. Le déficit de I'activité
prothrombinique est associé a diverses causes :

¢ Maladie hémorragique du nouveau-né.

e Insuffisance hépatique (cirrhoses, hépatites...).

e Avitaminose K ou administration d’antivitamines K (AVK).

e Déficits congénitaux en un des facteurs associés au complexe
prothrombinique : prothrombine vraie (facteur 1l), proaccélérine
(facteur V), proconvertine (facteur VII) et facteur Stuart (facteur X).

¢ Anticoagulants circulants.

e Fibrinolyse

e CIVD (coagulation intravasculaire disséminée)

Surveillance des traitements AVK :

La conversion du TQ en INR (International Normalised Ratio) permet de

s’affranchir de I'incidence de la thromboplastine utilisée sur la

détermination des valeurs usuelles. Un consensus international sur les
intervalles de référence en INR a été établi dans le cadre du traitement
et de la prophylaxie des thromboembolismes veineux et artériels.

L’expression sous forme d’'INR est a éviter dans le cadre du bilan pré-

opératoire ou de I'exploration hépatique.

|

PRINCIPE ()

Cette technique est basée sur les travaux de Quick et Al.

On détermine le temps de coagulation a 37°C en présence de

Thromboplastine tissulaire et de calcium. Le TQ ainsi mesuré pourra

étre converti en taux de prothrombine (TP) ou en INR.

|
REACTIFS

BIO-TP LI  Réactif Lyophilisé
Thromboplastine (Tissu cérébral de lapin)

Ce réactif n’est pas classé comme dangereux selon le réglement 1272/2008/CE

BIO-TP LI ATTENTION

Hepes, Conservateur

Skin Sens.1: H317 - Peut provoquer une allergie cutanée

P261 : éviter de respirer les aérosols, P280 : Porter des gants de protection/des vétements de
protection/un équipement de protection des yeux/du visage, P302+352: EN CAS DE
CONTACT AVEC LA PEAU: Laver abondamment a I'eau et au savon. P333+313: En cas
d'irritation ou d'éruption cutanée: Consulter un médecin, P501 : éliminer le contenu et le
récipient conformément a la reglementation sur les déchets dangereux. Substance a I'origine de
la classification : Sulfate de Nickel < 1%. Pour plus de détails, consulter la Fiche de données de
Sécurité (FDS)

Apres reconstitution: Le Réactif de travail (R1+R2) est classé comme le tampon (R2).

|
PRECAUTIONS

Les réactifs BIOLABO sont destinés a du personnel qualifié, pour un

usage in vitro (ne pas pipeter avec la bouche).

e Consulter la FDS en vigueur disponible sur demande ou sur
www.biolabo.fr

o Vérifier I'intégrité des réactifs avant leur utilisation.

e Elimination des déchets : respecter la Iégislation en vigueur.

Par mesure de sécurité, traiter tout spécimen ou réactif d’origine

biologique comme potentiellement infectieux. Respecter la législation

en vigueur.

“ 2 IVD| -'R’-

Tampon

USAGE IN VITRO

[ I [ R B )

PREPARATION DES REACTIFS

o Réactif (flacon R1)
Utiliser un objet non coupant (pointe de spatule) pour soulever la
capsule aluminium et la déchirer.

e Tampon (flacon R2) : Prét a 'emploi.

o Réactif de travail : Ajouter sans délai au contenu du flacon R1 la
quantité de tampon (flacon R2) indiquée sur I'étiquette.
Mélanger doucement jusqu’a dissolution compléte.

STABILITE ET CONSERVATION

Stocker a I’abri de la lumiére, dans le flacon d’origine bien bouché
a 2-8°C, les réactifs sont stables, s’ils sont utilisés et conservés
dans les conditions préconisées :
Avant ouverture :
e Jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette du coffret.
Apres reconstitution :
e Transvaser la quantité nécessaire, bien reboucher et stocker a 2-8°C.
o Le réactif de travail (R1+R2) est stable :

v’ 8 h a température ambiante

v 7 jours de 2 a 8°C.
Ne pas utiliser le réactif de travail aprés la date de péremption.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DU SPECIMEN (2) ()

Prélever par ponction veineuse franche.

e Anticoagulant (0,5 mL de citrate trisodique 2 H,O 0,109 M pour
4,5 mL de sang). Eviter les prélevements a la seringue qui favorisent
la formation de micro-caillots. Centrifuger 5 minutes a 2500 g.

e Exécuter le test dans les 4 heures qui suivent le prélevement en
gardant le plasma a température ambiante (15-25°C).

e Le prélevement sur tube "citrate HEPES", permet de prolonger le
délai d'exécution jusqu'a 8 heures.

LIMITES (2) (3)

Des spécimens contaminés par la thromboplastine ou hémolysés
peuvent aussi conduire a un raccourcissement du Temps de Quick.
Young D.S. a publié une liste des substances interférant avec le
dosage.

REACTIFS ET MATERIEL COMPLEMENTAIRES

1.Equipement de base du laboratoire d’analyses médicales.

2.Analyseur de coagulation automatique ou semi-automatique

3.Tampon Owren Koller pour I'établissement de la droite de Thivolle
(résultats en %) 13883 non fourni.

4.Papier millimétré.

o

MH Lot E 4 N

Fabricant Date de péremption In vitro diagnostic Température de conservation Référence Produit Consulter la notice Numéro de lot Stocker a I'abri de la lumiére Suffisant pour  diluer avec

iz &

Eau déminéralisée Risaue bioloadiaue

Made in France

Derniéere version : www.biolabo.fr

Version : 30/08/2018



|
CALIBRATION

INR a partir du MNPT et ISI (toutes méthodes) :

L’ISI du réactif est déterminé par une étude sur plasmas humains avec
cette Thromboplastine et la Thromboplastine de référence interne
tragable sur RBT16 (WHO International Reference Thromboplastin,
Rabbit plain). Les temps obtenus avec les 2 Thromboplastines sont
reportés sur un graphe (Log to Log) et la pente est calculée.

L’ISI du réactif est calculé en multipliant la pente ainsi obtenue par I'lSI
de la Thromboplastine de référence interne.

MNPT (Temps moyen d’un plasma normal) : Préparer un pool de
plasmas frais, mesurer le temps de coagulation en triplicate et calculer
la moyenne.

Déterminer les résultats en INR a partir du MNPT et de I'lSI du réactif
(Index de Sensibilité International) indiqué dans le tableau spécifique
du lot (§ CALCULS)

INR et PT% avec TP-CALSET 13965 :
e Automate SOLEA 100 : Calibrer avec le set de calibration (3 Taux)
e Technique manuelle sur Semi-automate BIO SOLEA 2, BIO

SOLEA 4 : Mesurer en triplicate le temps de coagulation de chacun
des 3 taux de TP-CALSET.

. _________________________________________________|
CONTROLE DE QUALITE

13961 | PLASMA CONTROLE Taux 1 6x1mL

13962 | PLASMA CONTROLE Taux 2 6x1mL

13963 | PLASMA CONTROLE Taux 3 6x1mL
Ou

13971 | Coatrol 1 6x1mL

13972 | Coatrol 2 6x1mL

e programme externe de contréle de la qualité.

Il est recommandé de contréler dans les cas suivants :

e Au moins un controle par série.

e Au moins un contrble par 24 heures.

e Changement de flacon de réactif.

e Aprés opération de maintenance sur I'analyseur.

Lorsqu’une valeur de contrdle se trouve en dehors des limites de
confiance recommandées, appliquer les actions correctives
suivantes :

1.Refaire une mesure en utilisant le méme contrble.

2.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, préparer un plasma
de contréle fraichement reconstitué et répéter le test.

3.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, calibrer a nouveau
en utilisant un autre flacon de réactif et répéter le test.

4.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, utiliser un plasma
de référence fraichement reconstitué pour calibrer et répéter le test.

5.Si la valeur obtenue reste en dehors des limites, contacter le service
technique BIOLABO ou le revendeur local.

I

PERFORMANCES a 37°C SUR SOLEA 100

Etudes réalisées avec plasmas normaux et pathologiques

Intra-série Inter-série
N=20 Taux1 Taux2 Taux3 N=20 Taux1 Taux2 Taux3
Moy (%) 97 32 17 Moy (%) 96 30 167
SD-(A: 187 081 041 SD-(4): 189 059 047
CV.%: 1920 253 244 CV.% 50 | 20 28

Comparaison avec réactif du commerce :
Etude sur 163 plasmas humains situés entre 14% et 123% :
Y =1,1027 X + 0,1699 r=0,9963

Interférences sur TP (sec, INR) :

Turbidité Pas d’interférence jusqu’a 0,404 abs

Hepgrme_ Bas Poids Interférence positive a partir de 0,114 |U anti Xa
Moléculaire

Bilirubine Interférence positive a partir de 238 pmol/L
Hémoglobine Interférence positive a partir de 209 ymol/L

D’autres substances peuvent interférer (voir § Limites)
Stabilité a bords : au moins 7 jours (8h par jour a bords)
Stabilité de la calibration : 6 semaines

Effectuer une nouvelle calibration en cas de changement de lot de
réactif, si les résultats des contréles sont hors criteres, et aprés
opération de maintenance

Made in France

Derniére version : www.biolabo.fr

INTERVALLES DE REFERENCE (2) (6)

Temps de Quick (TQ):
v Entre 11 et 16 secondes en général (selon le réactif utilisé).
Taux de Prothrombine :

v Entre 70 et 100 %.
v Des taux supérieurs a 100% sont considérés comme normaux.

INR : Traitement anticoagulant oraux (AVK)

Zone thérapeutique (INR) PT (%)
Indications Cible Limites Thr°g;b;‘;'iis“”e

Pré-opératoire et per opératoire :

*Chirurgie de la hanche 25 2.0-3.0 35 %

*Autres chirurgies 2.0 15-25 40 %

Prophylaxie de la thrombose veineuse 2.5 20-30 35 %

Phlébite évolutive, e;]?ggi‘fep:;ggir;zlr:fe, 30 20-4.0 27%

Prophylaxie artérielle, valve cardiaque 3.5 3.0-45 25%
artificielle

- ________________________________________________|
MODE OPERATOIRE

Méthode automatique sur SOLEA 100: Application détaillée
disponible sur demande
Méthode manuelle sur semi automate BIO SOLEA2, BIOSOLEA 4 :

Pré incuber la Thromboplastine au moins 15 min a 37° et homogénéiser.

Plasma : | 0,1 mL
Incuber 2 minutes a 37°C.
Réactif de travail homogénéisé (R1+R2) a 37°C : | 0,2 mL

Le décompte automatique du temps démarre a I'ajout du réactif de

travail et s’arréte lors de la formation du caillot.

Note :

e Performances et stabilit¢é ont été validés sur SOLEA100 et
Thrombolyzer Compact X (disponibles sur demande).

e En méthode manuelle et sur autres analyseurs de coagulation,
performances et stabilité doivent étre validés par I'utilisateur.

D’autres applications ou propositions sont disponibles

I

CALCUL ()

INR a partir du MNPT et ISI (toutes méthodes) :

ISl
Temps Patient

Calcul de INR =
Temps moyen normal

e Automate SOLEA 100 et Semi-automate BIO SOLEA 2, BIO
SOLEA 4 : Les résultats INR seront calculés automatiquement aprés
paramétrage de la méthode dans l'instrument.

e Méthode manuelle : Se référer au tableau spécifique du lot et
sélectionner la colonne correspondant au MNPT, identifier la ligne
correspondant au temps du plasma de patient et se reporter au
résultat indiqué dans la colonne % ou INR correspondante.
ou tracer la droite de Thivolle (dilutions du pool de plasmas normaux
en tampon Owren Koller 13883). Sur papier millimétré, porter
en abscisse les inverses de chaque dilution (1/d) et en ordonnée les
temps de coagulation obtenus (en sec).

INR et PT% avec TP-CALSET 13965 :

e Automate SOLEA 100 : INR et % seront calculés automatiquement
selon les courbes de calibration.

e Méthode manuelle sur Semi automate BIO SOLEA 2 et 4 :
Entrer les temps moyens trouvés de chaque taux de TP-CALSET et

les valeurs TP% correspondants dans le systéme. Les résultats %
seront calculés automatiquement d’aprés la courbe de calibration.
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ANNEXE 05

Urtica dioica

.

Identité botanique :

® Famille : Urticacae

® Genre : Urtica

® Espece : Urtica dioica |

® Identité vernaculaire :

®  Arabe: ual il

® Francais : GRANDE ORTIE

= Partie utilisée : FEUILLES

— Description :

— Taille plante : 60 cm -150 cm

— Type végétatif : annuelle

— Floraison : Juin a Septembre

— Couleur des fleurs : vert.
Utilisation

Urtica dioica est notamment utilisée pour traiter :

e les douleurs musculaires (crampes,
courbatures...) et articulaires ;

o l'eczéma;

o l'arthrite, la goutte ;

o l'anémie ;

o T'hypertrophie bénigne de la prostate ;

e les problémes urinaires ;

les piqlires d'insectes

Précautions a prendre lors de
'utilisation d'Urtica dioica

Toute automédication peut s'avérer
dangereuse et nécessite au préalable 'avis
d'un médecin.

Si vous cueillez vos orties vous-méme,
attention a ne pas les choisir dans les zones
polluées ou traitées car elles pourraient
avoir accumulé des substances nocives.

Quelques effets indésirables ont €té notés
pour l'utilisation d'Urtica dioica : rétention
d'eau, irritations de l'estomac, nausées,
diarrhée, ballonnement, modification du
cycle menstruel.




Annexe 06

Identité botanique :

Famille : Lamiaceae

Genre :Ajuga

Espéce : Ajuga iva (L.) Schreb., 1774
Identité vernaculaire :

Arabe : 5 82l ¢ 48 saall

Frangais : bugle musquée, Ivette musquée

Partie utilisée : feullies

e Description :

e Taille plante : 20-30 cm
o Type végétatif : annuel
e Floraison : Février a Juin

e Couleur des fleurs :Violettes

Utilisation de I’ Ajuga iva L

Les propriétés médicinales I’ Ajuga iva L sont trés nombreuses. Parmi celles-ci on peut citer les
propriétés suivantes

e traiter le diabéte et I’hypertension.
Elle est aussi consommée en poudre sec ou avec du miel pour surmonter son goit amer, traiter
les troubles gastro-intestinales et contre 1’ulcére de I’estomac.

e [’infusion de 20 a 30g de Chendgoura dans un litre d’eau; 2 ou 3 tasses par jour est indiquée
contre la fievre, la diarrhée et les gaz.

o L’ivette est efficace contre les maux de téte et les maux de dents (macher une feuille
fraiche).En usage externe, elle est souvent employée en applications locales contre
les rhumatismes,

e comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies.
D’autre part, la macération ou I’infusion serait utile pour débarrasser le cuir chevelu des
parasites. En plus, elle a un effet antifongique et antimicrobien. Généralement, Ajuga
iva possede toutes les propriétés de Artemisia herba

alba et Thymus vulgaris.




Résumé
L'Ajuga iva et d'Urtica dioica Sont des plantes utilisées en médecine et pharmacopée traditionnelles.

En vue de la valorisation de ces especes, nous avons tout d’abords procédé aux criblage
phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de substances ayant de grandes valeurs
thérapeutiques (des phénols totaux, flavonoides, tanins,). La quantification des composés poly
phénoliques a montré que le taux des phénols totaux est varié de 13.96 a 78.4 mg EAG/g de matiére
séche pour L'Ajuga iva et de 36.80 a 80.09 mg EAG/g de matiére séche pour L’Urtica dioica, Le
Teneur en tanins condensés est varié de 7.14 a 18.2 mg éq cat/g de matiére seche pour L'Ajuga iva, et
les 7.41 a 19.8 mg éq cat/g de matiére séche pour L’Urtica dioica.

L activité antimicrobienne des extraits éthanoliques, methanolique et aqueux des L'Ajuga lva
et L’Urtica dioica vis-a-vis de cing souches bactériennes (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 , Staphylococcus aureus ATCC 6538 ,Bacillus cereus ATCC
14579 et Proteus mirabilis ATCC 35659) montre un effet antibactérien modéré sur les bactéries.

Les diamétres d'inhibition enregistrés dépassent souvent ceux induit par les antibiotiques
commercialisés. D'autre part, le potentiel antimicrobien des extraits obtenus des feuilles des especes
étudiées varie en fonction du taxon, de l'extrait testé et du type de la souche. Parmi les especes
étudiées, Staphylococcus aureus (gram-positif) semble étre la bactérie la plus sensible par rapport aux
autres souches (gram-négatif), | extraites éthanolique de L’Urtica dioica présente le pouvoir
antimicrobien le plus élevé.

Le test de piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) montre que les
pourcentages de l'activité antioxydante des extraits éthanoliques, methanolique et aqueux obtenues des
plantes choisis varient en fonction de I'espece et du type de I'extrait testé. Les extraits éthanoliques et
methanolique enregistrent les pourcentages d'inhibition les plus élevés contrairement aux extraits
aqueux. Concernant les espéces, Les résultats montrent que les extraits de L’Urtica dioica les activités
antioxydantes les plus importantes. Les concentrations inhibitrices 50% (IC50) variant de 0,20 a 2.27
mg/ml sont plus faibles que celle enregistrée par Ajuga iva variant de 2 .11 a 3.39mg/ml

L'activité anticoagulante in vitro a été estimée en utilisant le test TQ. Nous avons utilisé les
différentes extraites des Ajuga iva et L’Urtica dioica dans du plasma humain. Les temps de
coagulation observés ont montré que les extraites avaient une activité anticoagulante efficace sur la
voie exogene. L’activité augmente en augmentant les concentrations a travers les résultats précédents
peuvent suggeérer des extraites comme une alternative naturelle a lI'anticoagulant a été estimée.

Mots clés: Ajuga iva et L’Urtica dioica, Polyphénols, Criblage phytochimique, Activité

antimicrobienne, Activité antioxydante, Activité anticoagulante.
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Abstract:

Ajuga iva and Urtica dioica are plants used in traditional medicine and pharmacopoeia.

In view of the valorization of these species, we first proceeded to phytochemical screening allowed to
highlight the presence of substances having great therapeutic values (total phenols, flavonoids,
tannins,).the quantification of polyphenolic compounds showed that the rate of total phenols is varied
from 13. 96 to 78.4 mg GAE/g dry matter for Ajuga iva and 36.80 to 80.09 mg GAE/g dry matter for
Urtica dioica, the content of condensed tannins ranged from 7.14 to 18.2 mg cat eg/g dry matter for
Ajuga iva, and 7.41 to 19.8 mg cat eg/g dry matter for Urtica dioica.

The antimicrobial activity of ethanolic, methanolic and aqueous extracts from Ajuga Iva and Urtica
dioica against five bacterial strains (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumannii
ATCC 19606, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus ATCC 14579 and Proteus mirabilis
ATCC 35659) showed a moderate antibacterial effect on bacteria.

The inhibition diameters recorded often exceed those induced by commercialized antibiotics. On the
other hand, the antimicrobial potential of the extracts obtained from the leaves of the species studied
varies according to the taxon, the extract tested and the type of strain. Among the species studied,
Staphylococcus aureus (gram-positive) seems to be the most sensitive bacterium compared to the
other strains (gram-negative), the ethanolic extract of Urtica dioica presents the highest antimicrobial
power.

The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging test shows that the percentages of
antioxidant activity of ethanolic, methanolic and aqueous extracts obtained from the selected plants
vary depending on the species and type of extract tested. The ethanolic and methanolic extracts
recorded the highest percentages of inhibition in contrast to the aqueous extracts. Concerning the
species, the results show that the extracts of Urtica dioica have the highest antioxidant activities. The
inhibitory concentrations 50% (1C50) ranging from 0.20 to 2.27 mg/ml are lower than that recorded by
Ajuga iva ranging from 2 .11 to 3.39mg/ml

The in vitro anticoagulant activity was estimated using the TQ test. We used the different extracts of
Ajuga iva and Urtica dioica in human plasma. The observed clotting times showed that the extracts
had an effective anticoagulant activity on the exogenous pathway. The activity increases by increasing
the concentrations through the previous results may suggest extracts as a natural alternative to
anticoagulant was estimated.

Key words: Ajuga iva and L'Urtica dioica, Polyphenols, Phytochemical screening, Antimicrobial

activity, Antioxidant activity, Anticoagulant activity.





