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Introduction

Ces dernieres années, plusieurs raisons ont conduit a une restauration de lusage des
plantes médicinales. Ce qui a des avantages thérapeutiques extraordinaires, car elles sont utilisées
dans le traitement de nombreuses maladies chez les étres vivants, en particulier les humains. Ces
plantes sont consommées pour leurs propriétés médicinales et nutritionnelles et utilisées comme
produits naturels et matieres premieres pour divers secteurs tels que : secteur cosmétique,
pharmaceutique, agro-alimentaire, le phytosanitaire et lindustrie (Dufaut et VVéronique, 2001).

L’Algérie par son climat trés varié sa situation géographique particulicre bénéficie d’une
flore tres riche et diversifiée répartie sur tout le territoire algérien on y trouve plus de 3000
espéces Végétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes aromatiques et médicinales qui
occupent une large place et jouent un grand rOle important dans I'économie nationale
(Bouchekrit, 2018).

Les plantes ont été employées pendant des siecles comme remédes pour les maladies
humaines grace a leurs richesses en composants des valeurs thérapeutiques. Le pouvoir de
guerison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces métabolites
interviennent dans la défense contre les parasites pathogenes. On distingue plusieurs groupes de
métabolites notamment les phénols (simples phénols, acides phénoliques, flavonoides, tanins et
coumarines) (Khadhri, 2013).

Parmi ces plantes médicinales, on trouve Ruta chalepensis qui est une plante aromatique,
appartenant a la famille des rutaceae, appelée communément par la population locale « Fidjel »
est une plante aromatiqgue et médicinale largement utilisée dans la médecine traditionnelle dans
de nombreux pays (Merghache et al, 2009).

La plante Ruta chalepensis est connue pour sa richesse en huiles essentielles, en alcaloides
et en composes phénoliques qui existent dans les différentes parties de la plante (Baba Aissa,
1999).

Dans ce contexte se présente notre travail dont T'objectif est d’extraire les huiles
essentielles de la plante médicinale Ruta Chalepensis collectée et d’évaluer leur activité
antioxydante et antibactérienne .

Notre manuscrit est devisé en deux parties :

v’ La partie bibliographique comporte trois chapitres :
e Le premier chapitre : une présentation du plante étudiée « Ruta chalepensis L ».
e Le deuxieme chapitre: le métabolisme secondaire.
e Le troisieme chapitre : les activités biologiques (antioxydant et antimicrobienne),.
v La partie expérimentale est divisée en deux chapitres :

e Le premier présent matériel et méthodes et le deuxieme expose les résultats et discussion.
Enfin une conclusion générale comporte les principaux résultats obtenus.
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Chapiter 01 présentation de la plante étudiée

|. La famille Rutacées
1.1. Généralité

Les Rutacées (latin Rutaceae) sont une famille de plantes angiospermes dicotylédones
regroupant 1500 especes de répartition cosmopolite, mais néanmoins essentiellement tropicales et
subtropicales. Celles-ci sont regroupées en 155 genres, dont les plus importants sont:
Zanthoxylum, Melicope, Agathosma, Boronia, Citrus, Ruta appartenant a l'ordre des Sapindales
(Bottineau, 2010).

Les Rutaceae se présentent sous forme d’arbres, d’arbustes parfois de lianes ligneuses ou
de plantes herbacées. Elles possédent fréquemment des aiguillons sur le tronc, les rameaux et sur
les limbes de feuilles avec des poches schizolysigenes situées dans différentes parties de la plante
(Spichiger, 1987).

Le plus caractéristique est la présence de glandes a huiles essentielles visibles sur les
feuilles sous la forme de points translucides (Guy, 1979).

I.2. Description botanique de la famille des Rutacées

Les feuilles sont généralement alternes, composées ou imparipennées ou digitées ou
simples. Les inflorescences sont trés variées : cymes, racemes, corymbes, panicules ou rarement,
fleurs isolées. Les rutacées sont majoritairement hermaphrodites, quelquefois mais rarement
dioiques. Leurs fleurs sont actinomorphes, plus rarement zygomorphes (mais tres légerement),
tétraméres ou pentaméres. Elles sont constituées d'un calice de forme campanulée a 4 ou sépales
le plus souvent imbriqués, libres ou diversement soudés, de 4 ou 5 pétales le plus souvent
imbriqués, libres ou plus rarement connés et de 4 a 20 étamines ou plus (jusqua 60), parfois
entremélées de staminodes. Le pistil, formé de 4, 5 ou plusieurs carpelles soudés, abrite un ovaire
supére ou semi-infere a 4, 5 ou plusieurs loges. Leurs fruits, quelquefois schizocarpes, sont des
capsules, des drupes, des samares ou des baies (Engler, 1931).

1.3. Habitat et Distribution de la famille Rutacées

La famille des Rutacées a une origine les régions tropicales et tempérées notamment
Afrique du sud et Australie (Gaussen et al, 1982). (Figure 01) La répartition géographique
caractérise asseye bien celles-ci : Les Ruteés, Ruta, Dictammnus sont propres a nos régions
tempérées et manquent sous les tropiques; Alors que les diosmeés sont localiseés dans les
régions désertiques de I'Afrique australe et possédent le port éricoide des plantes de cette zone ;
les Boroniées sont Australienne et ont les feuilles a limbe verticale qui caractérisent beaucoup de
plantes de ce continents (Guy, 1979).

Les Rutaceae sont presque cosmopolites mais surtouts tropicales et subtropicales (Judd et
al, 2002).
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Figure 01 : Répartition géographique de la famille de Rutacées (Gaussen et al, 1982)
I.4. Phytothérapie de Rutacees

Les plantes de famille Rutacées sont utilisees pour favoriser la menstruation, comme
contraceptif, contre I'hypertension, pour traiter lhystérie, soulager les symptémes de Hangover,
contre les maux d'oreille et maux de téte, un antiseptique pour la peau et produits anti-
moustiques, appliqué extérieurement en cataplasme contre les douleurs rhumatismales. La rutine,
un compose isolé de la rue, est un flavonoide, qui a été suggéré avoir les propriétés antioxydants
et a réduire les niveaux detriacylglycérol. Aussi les plantes de ce genre ont des propriétés
antifongiques et insecticides, et contiennent des flavonoides qui possedent une activité
antibactérienne et des effets cytotoxiques (Armando, 2005).

Il. Le genre Ruta

Le genre Ruta appartient a la famille des Rutaceae. Ce genre a été découvert par C. Von
Linné. Le Ruta est aussi connu par son nom frangais rue ou grec « Piitn » dont la signification
fait allusion a ses vertus emménagogues (Frangois et Niestlé, 2000).

Ce genre est constitu¢ d’environ 60 espéces d’arbustes, de sous arbrisseaux et de vivaces
herbacées a souche ligneuse caducs ou persistants, vivants dans les lieux secs et rocailleux, de la
région méditerranéenne, et du nord-est de I'Afrique jusqu’au sud-ouest de I’Asie (Al Sagair,
2004). Les fleurs et le feuillage aromatiques, sont le principal attrait des rues. Les feuilles sont
alternes, parfois opposees, ovales, larges, arrondies et pennatiséquées ou pennées. Les fleurs,
jaunes, fimbriées ou dentées, a quatre ou cinq pétales, s’épanouissent en cymes terminales
(Mioulane, 2004).
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Elles sont représentées en Algérie par ces espéces : R. montana L, R. chalepensis, R.
angustifolia, R. latifolia, R. graveolens (Quezel et Santa, 1963) et R. tuberculata (Ozenda,
1991).

Ces especes sont des arbustes caractérisés par des feuilles vertes grisatre, une forte odeur et
un gout amer (Tounsi et al, 2011). Les espéces du genre Ruta ne sont pas toujours définies de
maniére uniforme et les limites entre les espéces sont donc floues (Liévre, 2004).

Figure 02 : La plante Ruta chalepensis L (Djaffar et Zenati, 2019).
I1.1. L’espéce Ruta chalepensis

Cette plante s’appelé par le mot “’ruta’, c’est un mot grec qui signific “’la libére’’ ainsi
Ruta chalepensis, appelée Rue de Chalep, est une espece de plantes a fleurs de la famille des
Rutaceae. Ruta chalepensis est une plante herbacée vivace largement diffuse dans le bassin
méditerranéen, relativement commune dans tout ['Algerie septentrionale. Poussant généralement
sur des terrains rocheux pentes (Baba aissa, 1999).
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Ruta Chalepensis est utilisé dans la médecine traditionnelle de nombreux pays pour le
traitement des une variété de maladies comme les maladies culturelles appelées « empacho »
(sorte d’indigestion), et pour les « purifications spirituelles ». Le plante est souvent utilisée pour
des conditions aussi variées que [lhystérie, I'épilepsie, vertiges, coliques, vers intestinaux,
empoisonnements, maux de téte, anxiété et probléemes oculaires. Les feuilles de cette plante
infusée au vinaigre sont administrées aux enfants pour le traitement des conwulsions et d'autres
troubles nerveux. Une décoction aqueuse de feuilles est utilisée pour le traitement de la fievre en
Afrigue (Mansour et al, 1990).

Plusieurs appellations ont été attribuées a Ruta chalepensis, dépendant du pays et de la
langue, elle est appelée communément Rue ou Ruda. En Algérie, elle est appelée « Fijel» ou
« Fidjel » en arabe (Djaffar et Zenati, 2019).

11.1.1. Nomenclateur de la plante

En arabe : Jial dasé S da (Baba aissa, 1999), en francais : Rue, en anglais : Rue, en allemand :
Raute, en italien : Ruta (Bonnier, 1999).

En espagnol : Ruda (Duke et al, 2008).

11.1.2. Position systématique de L’espéce Ruta chalepensis
Taxonomique de Ruta chalepensis (Bourouis et Merazka, 2018) :
Regne : Plantae

Sous regne : Tracheobionta (plantes vasculaires)

Super division : Spermatophyta (plantes a graine)

Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédones= Dicotylédonae)
Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta chalepensis
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11.1.3. Utilisation de la plante
» Médicinale

Ruta chalepensis est une plante médicinale encore utilisée dans la médecine traditionnelle
de nombreux pays comme laxatif, anti inflammatoire, analgésique, antispasmodique, abortif,
antiépileptique, emmeénagogue et pour le traitement de pathologies cutanées (Merghache et al,
2009). Le jus de la plante traite les maux d’estomac. La décoction de feuilles dans une infusion se
prend en cas de maux de téte, de fievre ou de simple rhume. En Afrique australe, on se frictionne
le corps avec T'huile obtenue a partir des parties aériennes en cas de douleurs d’estomac, de
coliques, d’hystérie, d’épilepsie, et on Iadministre par voie orale comme anthelminthique
(Khadhri etal, 2017).

> Culinaire

Ruta chalepensis sont traditionnellement employés depuis des siecles en tant que
condiment dans [lalimentation et les boissons alcoolisées en méditerranée, mais c’est leur
amertume et les risques de toxicité qui est & lorigine de leur déclin. Les feuilles fraiches ou
séchées peuvent étre utilisées en petites quantité entrent egalement dans la composition de la
sauce ‘“berbere” épicée au piment et les plats de viande. Une fois lavées les feuilles sont ajoutées
au latt aigre pour fabriquer un fromage local (Bilderback, 2007).

> Vétérinaire

Les feuilles séchées et écrasées constituent un insectifuge efficace, utilisé dans le
traitement de la fievre, bovine et des parasites intestinaux, la morve des cheveux, dans la
prévention de la rage, aidée a la délivrance contre météorisation chez les bovins, caprins (Duval,
1992).

» Cosmétigue

La Ruta Chalepensis était utilisé dans le domaine de la parfumerie pour son ardme
puissant. L’huile est utilisée comme substance aromatisant dans les parfums et les savons
parfumés. Les huiles, riches en méthylnonyl- kétone, servent a la préparation du méthyl-n-nonyl-
acétylaldéhyde qui est généralement employé comme parfum de synthése (Baba Aissa, 1999).

11.1.4. Composition chimique de Ruta chalepensis

Ruta chalepensis est connue pour sa richesse en substances pharmacologiques en teneur
tres élevé telle que les huiles essentielles, alcaloides, flavonoides, coumarines, phénols, tanins et
saponines, qui sont presentes dans les feuilles et les jeunes tiges (Trujano et al, 2006).

> Les huiles essentielles

Les fleurs, les feuilles et les tiges ont été analysées par GC et GC-MS. Cinquante-trois
composants ont été identifiécs dans une huile chaque membre. Les constituants volatils des
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differentes parties de la plante montrent que les fleurs possédent un seul constituant majoritaire :
Le 2-undécanone (68.95%) et que les feuills et les tiges sont riches en 2-undécanone, 2-

nonanone et le 1-décanol (Merghache et al, 2009).

» Les Alcaloides

e Les parties aériennes de Ruta chalepensis ont donné les alcaloides (0.4-1.4%) kokusaginine,
skimmianine, arborinine, vy-fagarine, graveoline et le nouvel alcaloide 3’-hydroxygraveoline
(Ulubelen et al, 1986).

e Furoquinoline  alcaloides : skimmianine, gamma-fagarine, dictamnine,  kokusaginine,
pteleine.

e Acridine alkaloids: arborinine- 2-arylguinoline, rutacridone, Gravacridiol, chaloridone [4, 5-
dioxymethylene-11-methylfuro (2, 3-c) acridin-6 (11H)-on] (Ulubelen et Terem, 1988).

e Quinazoline alcaloides : comme I'arborine.

e Quinoline alcaloides : parmi eux : graveoline, graveolineine (Waterman, 1975).

» Flavonoides

On trouve des flavonoides glycosylés appartenant en particulier aux groupes des flavones
comme la Rutine qui est largement répandue chez Ruta chalepensis (Fleming et al, 2000)
(Bonnier, 1999).

» Les Coumarines

e Hydroxy-coumarines : umbelliferone, herniarin, gravelliferon, rutacultin.

e Furo-coumarines :  bergapten, psoralen,  xanthotoxin,  chalepensin,  isopimpinellin,
isoimperatorin, rutarin, rutaretine (Charif et Allou, 2015).

» Les lignans : Savinine, helioxanthine (Fleming et al, 2000).
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. Métabolisme

Le métabolisme est défini comme lensemble des réactions chimiques au sein d'un
organisme. Ces réactions permettent la dégradation et la synthese de molécules appartenant aux
trois lignées glucidique, lipidique et protidique ainsi que l'extraction et [utilisation d'énergie a
partir de celles-ci (Alliot & Dal Gobbo, 2020).

1.1. Métabolisme secondaire

Métabolisme secondaire, qui produit des métabolites secondaires qui sont des composes
phytochimiques non directement impliqués dans les processus vitaux de bases (croissance, la
division cellulaire, la respiration, la photosynthése, reproduction) (Labbani, 2021).

Les métabolites secondaires existent chez tous les végétaux, mais leur nature chimique differe
selon le taxon on estime que chaque Vvégétal produit au moins une centaine de ces molécules
(Meyer et al, 2004).

I.1.1 Les principales fonctions des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont impliqués dans le processus de survie de I'espéce Végétale :

e La protection des plantes contre ravageurs et pathogenes.

e La symbiose plante-microbe au niveau des nodules racinaires.

e Dans une stratégie de protection contre les prédateurs, par exemple des odeurs qui repoussent
les herbivores, par une toxicité que les animaux reconnaissent et les dissuade...

e Dans une forte attirance des insectes pollinisateurs : certaines plantes (orchidées par exemple)
synthétisent des phéromones sexuelles, substances émises pour attirer les insectes males et
permettre plus facilement la fécondation des fleurs par le transport des pollens...

e Dans une action d’inhibition de Ila croissance d’autres plantes... Cette science, appelée
allelopathie, permet de comprendre par exemple le cas du noyer qui produit de la juglone, une
substance qui inhibe la croissance des autres plantes dans un rayon de plusieurs metres autour du
tronc (Labbani, 2021).

1.1.2 Classification des métabolites secondaires

On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les
VEegétaux :

a. Les alcaloides
b. Les composés phénolique ou polyphénols

c. Les composés terpéniques (Terpénoides) (Gravot, 2008).
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a. Les alcaloides

Les alcaloides font partie des métabolites secondaires, sont des substances organiques,
basiques, azotées, généralement hétérocycliques, d'origine végétale, douée de propriétés
physiologiques remarquables (toxiques ou thérapeutiques), telle que la morphine, la nicotine, la
cocaine et la quinine (Benslama, 2016).

> Classification des alcaloides

On distingue généralement trois types d’alcaloides : les alcaloides vrais, les pseudo-
alcaloides et les proto-alcaloides.

e Alcaloides vrais : leur biosynthése implique a Torigine un ou plusieurs acides aminés. Ils

comportent au moins un atome d’azote hétérocyclique, ils présentent une activit¢ biologique
méme a faible dose (Ex : nicotine du tabac).

e Pseudo-alcaloides : présentant les mémes caractéristiques que les alcaloides vrais, ils ne
dérivent toutefois pas des acides aminés, ils dérivent plutdt d’isoterpénoides ou de la voie des
acétates (Ex : coniine de la cigué).

e Proto-alcaloides : ceux-la sont des amines simples, dont I'azote n’est pas inclus dans le
systeme hétérocyclique. De caractere basique, ils sont élaborés in-vivo a partir d’acides aminés
(Ex : mescaline de peyotl) (Jaber, 2017).

/> C
= N \““c.-s.
\ .I""-'f; //‘\\
1 . L
N/ : CH, c""_‘ c

b)

a)
H-N

Figure 3 : Structure de : a) nicotine, b) coniine, c¢) mescaline (Jaber, 2017).

» ROle écologigue des alcaloides

Les alcaloides agissent comme des poisons ou des répulsifs vis-a-vis les prédateurs,
parasites et concurrents. On peut citer a titre exemples :

e La nicotine et la ryanodine exercent un effet insecticide.

e Les alcaloides stéroidiens de la pomme de terre sont répulsifs contre les coléopteres.

e Les alcaloides du Cactus senita sont toxiques pour la plupart des especes de drosophile
(Aniswezski, 2015).
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b. Les composés phénoliques
» Genéralités

Les composés phénoligues ou polyphénols forment une famille trés diversifiée de
composes allant des simples acides phénoliques aux grands polymeres complexes tels que les
tanins et les lignines (Hopkins, 2003).

L'élement structurel de base qui les caractérise est la présence d'au moins un cycle benzénique
directement lié a au moins un groupement hydroxyle, libre ou participant a une autre fonction :
éther, ester, hétéroglycoside (Bruneton, 1999).

On les trouve dans presque toutes les plantes et on sait gquelles s'accumulent dans toutes les
parties du corps (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits). Bien quil s'agisse du groupe de
métabolites secondaires le plus étudié, les fonctions de nombreux composés phénoliques restent
inconnues (Ravenetal, 2014).

» Principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le

squelette de base, ces structures peuvent étres sous forme libres ou liées a I'ester ou hétérosides
(Bruneton, 1999).

Les polyphénols peuvent étre divises en differentes classes selon leur structure chimique
de base. Peuvent s’étendre de molécules simples, tels que les acides phénoliques, les coumarines
aux composés fortement polymérisés, tels que des tannins et les lignines (Kerbouche, 2010).

b.1. Composés phénoliques simples
b.1.1. Les acides phénoliques
» Définition

Le terme d’acide —phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999).

» Propriétés physico-chimiques

e Les phénols sont en principe solubles dans les solvants organiques polaires

e lIs sont solubles dans les solutions de sodium et de carbonate sodium

e Les acides —phénols sont solubilisés par les hydrogénocarbonates

e lls sont extractibles par les solvants organiques en milieu légérement acide (Bruneton, 1999).
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Composés phénoliques

Polyphénols Composés
| phénoliques simples

Tannins Lignines Flavonoides

Acides Coumarines
phénoliques

Figure 4 : Classification des composés phénoliques (Laguna, 2019).
b.1.2. Les coumarines
» Définition
La coumarine tire son nom de “coumarine”, le nom vernaculaire de la feve tonka
(Dipterixordorota Wild, Fabaceae), a partir de laquelle la coumarine a été isolée en 1820
(Bruneton, 1999). Ce sont des dérivés d'acides hydroxycinnamiques et sont le point de départ

d'une série de composés formés par substitution aux positions 6, 7 et 8 sur le cycle aromatique
(Marouf et Reynaud, 2007).

La coumarine est un groupe lactone omniprésent produit par fermeture de cycle avec de
l'acide hydroxycinnamique (Hopkins, 2003).

» Propriétés des coumarines

e Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et dans des solvants organiques

e Les coumarines ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la nature et la
position des substituant (Bruneton, 1999).
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> Structure des coumarines

~

O O

Figure 5 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

b.2. Polyphénols
b.2.1. Les tanins
» Définition

Le terme tanin vient de l'ancienne pratique consistant a utiliser des extraits de plantes pour
tanner les peaux d'animaux, en d'autres termes, transformer les peaux brutes en cuir (Hopkins,
2003). Les composés phénoliques sont relativement élevés dans les feuilles de nombreuses
plantes ligneuses. Les tanins sont séquestrés dans des vacuoles (Raven et al, 2014). Les
composes phénoliques hydrosolubles d'un poids moléculaire compris entre 500 et 3000, outre les

réactions classiques des phénols, présentent également la propriété de précipiter les alcaloides, la
gelatine et d'autres protéines (Bruneton, 1999).

> Classification des tanins

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
differents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique :

e Les Tanins hydrolysables ;
e Les Tanins condensés (Bruneton, 1999).

b.2.2. Les lignines
» Définition

La lignine est un polymére tres complexe présent dans toutes les plantes vasculaires
(fougéres, angiospermes et gymnospermes). Il confere aux parois des cellules végétales rigidité et
imperméabilité aux tissus conducteurs (Hoffman, 2003).
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Figure 6 : Structure et numération des atomes de carbone des lignines (Beddou et al, 2015).
b.2.3. Les flavonoides
» Définition
Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus

dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Evans et Packer, 1998).

Les flavonoides sont des pigments incolores ou colorés. Ce sont des composés polyphenoliques,

largement répandus dans le régne vegétal, avec plus de 4000 structures décrites (Marouf et
Reynaud, 2007).

C’est la coloration chatoyante des pétales de fleurs, des fruits des bractées ou éventuellement des
feuilles qui attire surtout 'homme et une foule d’animaux vers les plantes (Hopkins, 2003).

2 4
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Figure 7 : Structure des flavonoides (Cowan, 1999).
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> Localisation des flavonoides

Les flavonoides sont particulierement abondants et diversifiés chez les végétaux
supérieurs, notamment dans certaines familles : Apiacées, Astéracées, Fabacées, Polygonacées et
Rutacées. Existent dans tous les organes aeériens, le contenu du métabolisme secondaire
maximalement présent dans les organes jeunes (Marouf et Reynaud, 2007). Les formes
hétrosidiques des flavonoides, hydrosolubles, s'accumulent dans les vacuoles, selon les espéces
principalement concentrées dans I'épiderme des feuilles ou réparties entre [I'épiderme et le
mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
(Bruneton, 1999). Les flavonoides (du latin flavs, jaune) sont rarement présents dans les algues,
ils sont présents dans les mousses. Chez les fougéres et les coniferes, leur diversité structurale
reste faible (Guignard, 2000).

> Propriétés biologiques des flavonoides :

La proprieté fondamentale des flavonoides est que leurs propriétés antioxydants fournissent
des fonctions biochimiques d'intérét particulier pour notre santé. Les flavonoides ont la capacité
de piéger les radicaux libres, tels que les superoxydes, les radicaux peroxyles ou les radicaux
hydroxyles, produits par transfert d'hydrogéne, sont transportés par notre corps a travers répondre
aux agressions de notre environnement (cigarettes, polluants, infections...) et favorise le
vieillissement  cellulaire. Ces composés renforcent nos défenses naturelles en protéger les
composants tissulaires (Zekri, 2017).
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> Classification des flavonoides

Tableaul : Principales classes des flavonoides (Berreghioua, 2016).

Classe Structure chimique R; Ry- Rs- Exemple
. H OH H Apigénine
OH OH H Lutéeoline
Flavones
OH OCH, H Diosmeétine
H OH H Kaempferol
Flavonols oH | oH B st
OH OH OH Myrecetine
H OH H Nanngeénmne
Flavanones OH OH H Enodictyol
OH OH H Catéchine
Flavanes
(Flavanol) OH OH OH Galocatechine
H OH OH Pelargonidine
OH OH H Cyanmidine
Anthocyanes
OH OH OH Delphemdine
Ras- Ra- Rs- Exemple
3°.5°5.7-
Chalcones OH H OH tetrahydroxy
chalcone
Rs R- ) Exemple
Isoflavones = = == —
(1zoflavonoide) OH OH Daidezine

c. Les composés terpénigues

Les terpénoides et les stéroides sont sans doute le groupe les plus importants métabolites
Végétaux secondaires connus et mécanismes constituant les odeurs usine (Bruneton, 1999).

Les stéroides sont des triterpénes tétracycligues contenant moins de 30 Atomes de
carbone, synthétisés a partir de triterpenes acycliques. Ces molécules forment les huiles
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essentielles ; ardbmes et saveurs botaniques, pigmentés (carotene), hormones et stérols (Hopkins,
2003).

c.1. Huiles essentielles
» Définition

Les huiles essentielles (=essences =huiles volatiles) sont des produits de composition
généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus
ou moins modifiés au cours de la préparation (Bruneton, 1999). On a trouvé des huiles

essentielles en quantité appréciable chez environ 2000 espéces de plantes, réparties dans 60
familles (Marouf & Reynaud, 2007).

> Localisation

Les huiles essentielles sont produites dans le protoplasme cellulaire des plantes, les parfums
représentent également des métabolites cellulaires dits « secondaires ». La synthése et
laccumulation de ces métabolites dans les organes sont liées a selon la structure histologique
particuliere de lespéce végétale, il peut y avoir des cellules sécrétions, poches, poils ou conduits
(Dorosso, 2002).

» Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et trés variables Les composants
appartiennent presque exclusivement a deux groupes caractérisés par des origines différentes Une
biogénétique unique : des terpenoides d'un c6té, des groupes composés de lautre Hydrocarbures
aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton, 1999).

» Propriétés physiques des huiles essentielles

e lIs sont solubles dans [Iéthanol, [l'éther, le chloroforme, les huiles fixes, émulsifié dans la
plupart des solvants organiques, difficilement soluble dans leau a une certaine température,
Cependant, ils transmettent leur parfum.

e Leurs points d'ébullition varient entre 160° et 240°C.

e lls sont généralement moins denses que leau, de 0,75 a 0,99 sauf (les huiles essentielles de
sassafras, de clou de girofle ou de cannelle).

e lIs ont un indice de rétention éleveé.

e llIs sont dextrogyres ou lévogyres et sont rarement inactives en lumiére polarisée.

o lls dissolvent les graisses, liode, le soufre, le phosphore et réduisent certains sels.

e Ce sont des parfums et ont une durée de conservation limitée.

e Volatils et sensibles a l'oxydation (mais ne se détériorent pas).

e Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins liquide, voire acide rétinoique,
trés aromatique et volatil.

e A température ambiante, ils sont généralement liquides, incolores ou jaune pale, Cependant, il
existe quelques exceptions, telles que : les huiles essentielles contenant de la camomille
Coloration bleue.
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e Ce sont des produits stimulants, utilisés aussi bien in vivo quin vitro, parfois purs,
genéralement dissous dans I'alcool ou un solvant approprié (Abdelouahid et al, 2010).
» Activités biologiques des huiles essentielles

Les bienfaits des huiles essentielles sont connus et utilisés depuis longtemps, mais cette
utilisation repose sur des pratiques et des applications traditionnelles sans base scientifique
précise. Aujourd'hui, leur emploi se fait sur des bases scientifiquement solides, car beaucoup
d'efforts de recherche se sont concentrés sur des activités antibactériennes et antioxydantes des
huiles essentielles vegétales aromatiques (Bouguerra, 2012).
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I. Activité antioxydante
I.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique qui peut étre soit un atome ou une molécule ayant un
ou plusieurs électrons célibataires sur leur couche externe, et capable de s’attaquer aux autres
molécules en wue de se stabiliser entrainant ainsi des dommages moléculaires et cellulaires
(Fontaine, 2007).

I.1.1. Types des radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux
secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de
la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de loxygéne par des réductions a un électron tels
l'anion superoxyde et le radical hydroxyle ou de lazote tel le monoxyde. L’ensemble des radicaux
libres est souvent appelé espéces réactives d’oxygene (ERO) (Favier, 2003).

1.1.2. Réles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres réside dans le fait que ce sont des molécules trés réactives et
dommageables tout en étant indispensables pour differents mecanismes cellulaires. En effet, en
réponse a divers stimuli, les organismes aérobiques produisent constamment une petite quantité
de radicaux libres et ce faible niveau intervient dans différentes fonctions essentielles. Par
exemple, les ERO participent a la transduction de signaux cellulaires, au fonctionnement de
certaines enzymes, a la défense immunitaire, a la destruction par apoptose de cellules tumorales,
au cycle cellulaire, a la vasodilatation des vaisseaux et a la différenciation cellulaire (Caranage,
2010).

1.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme I'incapacité de I'organisme a se défendre contre I’agression
des especes oxygénées activées (ERO), suite a un désequilibre lié, soit & une production accrue
d’ERO (espéce réactive d’oxygene), soit a une diminution de la capacité¢ de défense antioxydant
(Fetoni et al, 2019).

Le stress oxydant est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la production de
composes pro-oxydants et leur élimination (Zerargui, 2015).

1.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans I'organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule
des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de fagon constante a
cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes
de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Favier, 2003).
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1.3.1. Types des antioxydants
Il existe deux types d’antioxydants :
e Les antioxydants endogenes (enzymatiques)

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systémes de défense trés
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de
peroxydase (glutathion et ascorbate). Ces enzymes antioxydantes permettent I'élimmation des
radicaux libres primaires (Harrar, 2012).

e Les antioxydants exogéenes (non enzymatigues)

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner & nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes (Dacosta, 2003).

I1. Activité antibactérienne
11.1. Définition des bactéries
La cellule bactérienne est un microorganisme unicellulaire simple, qui se caractérise par :

e [’absence de noyau : TADN est libre dans le cytoplasme.

e Sataille :qui varie de 1a 10 pm.

e [a présence d’un seul chromosome circulaire.

e [’absence de mitochondries.

e Son mode de reproduction : par scissiparité¢ : donc il n’y a ni mitose, ni méiose (Hamadouche,
2019).

11.2. Les antibiotiques

Le terme d’antibiotique dérive de celui d’antibiose (du grec anti « Contre » et bios «la vie »),
il désigne une molécule qui détruit ou bloque la croissance des bactéries (Torche et Bensegueni,
2019).

Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des micro-organismes
(champignons et bactéries) ou de synthese chimique capable d'inhiber la multiplication ou
détruire les microorganismes (Ben Abdallah, 2019).

11.3. Description des souches bactériennes utilisée
» Escherichia coli

Est un bacille a Gram négatif aérobie-anaérobie facultatif appartenant a la famille des

entérobactéries (Enterobacteriaceae) qui colonisent le tube digestif de 'homme et des animaux
(Bidet, 2019).
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Bacille a coloration de Gram négative, oxydase négative, mesurant de 2 & 4 pum de long et
d’un diamétre d’environ 0,6 um, généralement mobile grace aux flagelles (Anses, 2019).

Figure 8 : L’espéce bactérienne Escherichia coli (Anses, 2019).

» Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie de la famille des Pseudomonadaceae en forme de
batonnet, aérobie stricte, Gram négatif, cytochrome-oxydase positive, mobile par cils polaires
produisant les pigments de fluoresceine et de pyocyanine. Les cellules de P. aeruginosa mesurent
de 05 — 1 pm x 1,5 — 4 pm. Cette bactérie métabolise une grande variété de composés
organiques et est résistante a plusieurs antibiotiques et désinfectants. P. aeruginosa est une
bactérie pathogéne opportuniste qui est trés répandue dans I’environnement. On la retrouve dans
les eaux, la végétation et le sol (OMS, 2006).
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Figure 9 : L’espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa (OMS, 2006).
» Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un coccus a coloration de Gram positive. Il mesure de 0,5 a 1
um de diamétre, ne sporule pas, est immobile, aéro-anaérobie facultatif et possede une catalase et
une coagulase. S.aureus, espece type du genre Staphylococcus, parfois appelée staphylocoque
doré, produit de nombreuses toxines. Et qui sont responsables d’épidémies liées a cette bactérie
(Anses, 2011).

Figure 10: L’espéce bactérienne Staphylococcus aureus (Anses, 2011).
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I. Matériel végétal
» ldentification de la plante

Notre identification végétale a été réalisée au Laboratoire de Biologie Végétale, Faculté
des Sciences Naturelles et de la Vie, Universitt de Mohamed Boudiaf & M’sila. Le matériel
végétal utilisé dans cette étude expérimentale est la partie aérienne (feuilles et tiges) de la plante
Ruta chalepensis L récoltée le 15 février 2023 dans la wilaya de Bordj Bou Arreridj.

Figure 31 : Photo originale de la plante Ruta chalepensis

Figure 14 : carte géographique de la wilaya de Bordj Bou Arreridj (DSA, 2021).
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> But de travail
Les buts de notre étude sont :

v’ Extraction des substances bioactives de I’espéce Ruta chalepensis par macération

v Etudes phytochimiques a la recherche de certains composés actifs, en particulier les
flavonoides et les huiles essentielles ;

v’ Activités biologiques (antioxydant et antimicrobienne).

» Reécolte de la plante

La plante Ruta chalepensis a été récolté a partir de novembre a février, dans la wilaya de Bordj
Bou Arreridj par monsieur « Belkassam Abdelouahab » Docteur a I'universit¢ de Mohamed
Boudiaf a M’sila.

Le matériel végetal (feuilles et tiges) a sécher dans lobscurité un endroit bien aéré, a
température ambiante. Le temps de séchage moyen est de 7 jours pour les différentes plantes,
ensuite les conserver dans des sacs en papier.

» Broyage des parties séches

Les organes de la plante sélectionnée a étudier sont broyés a laide d'un mortier pour obtenir
une poudre végétale tres fine préte a l'emploi

1. Caractérisation quantitatives des extraits
La méthode d’extraction par maceration dans le méthanol aqueux permet d’extraire des
composes phénoliques a partir des feuilles et tiges de la plante Ruta chalepensis.

1.1 Principe de macération

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide froid
pour en extraire les composés solubles, ou bien pour quil absorbe ce liquide afin d'en obtenir le
parfum ou la saveur, pour le conserver ou pour quil s'y décompose. Les solvants alcooliques sont
capables d’augmenter la perméabilit¢ des parois cellulaires en facilitant Iextraction d’un plus
grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible polarit¢ (Dahmani & Dahmani,
2018).

1.2 Extraction type solide/liquide (Extraction par macération dans le méthanol
aqueux) :
» Préparation des extraits

Apreés le broyage des parties seches une quantité de 50g de poudre des parties aériennes de la
plante est macéré dans une solution qui contient 80% de méthanol et 20% d’cau distillée pendant
28 a 48 heures. Cette opération est répété trois fois successive a température ambiante.
L’extrait est ensuite filtré par papier filtre puis, évaporé sous pression réduite a sec, (T= 40 C°)
par un évaporateur rotatif (BUCHI - R -120). Le résidu sec est repris par quelques millilitres de
méthanol et conservé a + 4 C° a fin de cette méthode on obtenait donc [Dextrait
hydrométhanolique brut de la plante (les parties aériennes) (EBr.pln.) (Benattia & Hellali, 2019).
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Figure 13 : étapes d’extraction par macération
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Récolte du matériel végetal

Broyage des parties seches

Extraction

Filtration Evaporation

Extrait brut =
(alcoolique)

Figure 14 : protocole de préparation des extraits

11.3 Extraction type liquide-liquide (ELL)
Cette extraction est basée sur le fait de la séparation d’un mélange liquide constitué¢ de
plusieurs composants en le traitant avec un autre liquide qu’on appelle dissolvant.

Cette étape permet d’identifier les flavonoides présents dans Iextrait alcoolique afin de
détermmner la richesse de la plante en ces composés. L’extrait alcoolique sec de la plante est
utilis¢ & une autre extraction dans les mémes conditions mais avec d’autre solvant de polarité
croissant, il utilise de Il'acétate d’éthyle et n-butanol. Les deux solvants organiques sont
spécifiques des composés phénoliques et des flavonoides.
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e Mettre I'extrait brut de la plante dans un bécher et ajouter 80 ml d’eau distillé chaude et bien
mélanger.

e Dans une ampoule a décanter placer I'extrait brut avec I'acétate d’éthyle (30 ml) et bien agiter
et laisser reposer le mélange jusqu’ a la séparation et Pobtention de deux phases, une phase
supérieure (phase organique) et une phase inférieure (phase aqueuse).

e Récupérer la phase organique dans un bécher.

e Répéter la procédure trois fois successive.

Pour le solvant n-butanol en suit les mémes étapes que Tlacétate d’éthyle. A la fin de cette
extraction on obtient deux extraits organiques qui sont :

» L’extrait d’acétate d’éthyle de la plante Ruta chalepensis
» L’extrait n-butanol de la plante Ruta chalepensis

Les extraits obtenus sont ensuite stockés a une température ambiante jusqu'a leur utilisation.

Phase organique

Phase agqueuse

Figure  15:  Bxtraction liquide- Figure 16 : Extraction liquide-
liquide par 'acétate d’éthyle liquide par n-butanol
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I1.4 Calcul du rendement des extraits

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse
d’extrait brut et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

R (%) = 100M/MO

R : est le Rendement en pourcentage (%).
M : est la masse de ’extrait brut.

MO : est la masse de la plante séche en poudre.
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4

Extraction Liquide-liquide
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Figure 17 : Méthode d’extraction des flavonoides (Ciuel, 1983).
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I1l. Extraction de I’huile essentielle de Ruta chalepensis
D’extraction des huiles essentielles se faisait par [utilisation de la méthode appelée
‘hydrodistillation’ et ceci par l'utilisation d’un appareil de type Clevenger. Il est essentiel au
départ de procéder a la récolte du matériel végétal et ensuite collecter juste les parties aériennes
de cette plante et les nettoyer de la terre et de toutes autre herbes contaminants.

I11.1 Procédé d’extraction

Avant d’employer l'appareil, i faut la nettoyer par lacétone puis I'eau distillée afin
d’éviter tout contammation.

Un échantillon de cent grammes (100g) des parties aériennes (feuilles et tiges) est mis dans

une fiole de 1000 ml remplie avec 1ltre d’eau distillée et ajoutée la fiole avec son contenu a été
mise sur le chauffe-ballon. L’ensemble est porté a ébullition jusqu’a 3h.

L’huile essentielle est alors entranée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée par le
biais de condensateur. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a
la surface qui sera par la suite séparée, et ceci aprés repos du liquide (Dahmani & Dahmani,

2018).

Figure 18: photo originale de (100g) de matiere Figure 19 : photo originale de I'appareil
Végeétale seéche d’hydrodistillation (clevenger)

-35-



V.

Chapitre 01 Materiels Et Méthodes

1.2 Conservation de ’huile essentielle de la plante Ruta chalepensis

Les huiles essentielles sont conservées a une température avoisinant les 4C°, dans un flacon
en verre hermétique bien fermé et bien enveloppé d’un papier aluminum et ceci pour la
préserver de 'air et de la lumiere (Bouchelaleg & Mechiche, 2018).

> Calcul du rendement de P’huile essentielle

Selon (Naouel, et al., 2012), le rendement d’huile essentielle est le rapport entre le poids
de Thuile extraite et le poids de la plante a traiter. Le rendement exprimé en pourcentage est
calculé par la formule suivante :

RHM : Rendement de 'huile en pourcentage.
P,: Poids de 'huile essentielle en gramme (g).

P,: Poids de la matiere vegetale seche en gramme (g).
Caractérisation qualitatives de Ruta chalepensis
» Chromatographie sur couche mince

La chromatographie est une méthode biochimique trés utilisé en biologie notamment dans
la séparation et la mise en évidence des constituants d’un mélange. Le principe de cette méthode
est basé sur la répartition sélective des constituants a séparer entre deux phases, la phase mobile
et la phase stationnaire (Males & Medic-Saric, 2001).

La chromatographie sur couche mince repose sur des phénoménes d'adsorption et la
répartition des constituants dans ce cas est en fonction :

- de la nature de la phase mobile,
- de la nature de la phase stationnaire,

Dans ce travail, la CCM a été utilisée pour la séparation et la mise en évidence des
composés phénoliques présents dans Iextraits obtenus afin de vérifier s’il y a une déférence
d’efficacité entre les différentes méthodes d’extraction.

» Principe

La chromatographic sur couche mince repose sur les phénomeénes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase
stationnaire) plongé dans un solvant (phase mobile) qui se déplace par capillarité le long de la
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phase stationnaire. La phase mobile va entrainer les composés qui migreront a une hauteur
variante en fonction de leur affinit¢é pour la phase stationnaire et la phase mobile. On peut ainsi
caractériser les composés selon leur rapport frontal Rf (Abedini, 2013).

% Mise en ceuvre pratique
» Préparation des plagues CCM

Les plaques utilisées sont des plaques en gel de silice de de type Kieselgel 60F254 de 0.25
mm d’épaisseur, déposées sur feuille d’aluminum. Ces plaques sont découpées selon les
dimensions : 2.5 cm de large, et 10 cm de long.

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques, quatre systémes ont été
essayés pour les meilleures séparations des extraits de la plante Ruta chalepensis.

Tableau 2 : les différents Systemes utilisés pour la CCM de gel de silice (Belkassam, 2009).

02 (8;2.vv) (Belkassam, 2009)
03 (3;1.vyv)
04 (1;1.vv)

Figure 20 : Appareil de I'Ultra-violet pour I'observation des couleurs de la séparation.
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> Le dépobt

Les extraits de la plante sont solubilisés dans le chloroforme ensuit, le déposé sur la
plaque a laide d’une pipete pasteur a des points reperes situés & 1 cm du bord inferieur de la
plaque, on peut effectuer plusieurs dépbts successifs du méme analyte en méme endroit, cette
pratique permet de concentrer I'analyte (Dahmani & Dahmani, 2018).

» Développement des plaques

Chaque plaque est déposée en position verticale ou légérement inclinée dans le bécher
préalablement saturé par les vapeurs du systeme solvant appropri¢, I'’échantillon a étudier sera
plus ou moins entrainé par la progression par capillaritt¢ de la phase mobile vers le haut de la
plague (Dahmani & Dahmani, 2018).

> Révélation

Une fois le développement du chromatogramme est effectué, la plaque est séchée a
température ambiante puis examinée a 'UV a la longueur d'onde 366 nm. Le comportement
d’une molécule particuliere dans un systeme donné est exprimé parson rapport frontal Rf, calculé
par la formule suivante (Aichaoui & Abeoube, 2019):

—

d : la distance parcourue par la molécule ;

D : la distance parcourue par la phase mobile (front du solvant).

V. Activité antioxydante
Beaucoup de tests sont utilisées pour évaluer lactivité antioxydant des extraits. La plupart
de ces tests sont basées sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel.
Dans notre étude nous avons utilisé : Le test DPPH.

» Test de radical libre DPPH (2,2-diphényl 1-1-picrylhydrazyl)

L’activit¢ antioxydant des extraits a ¢€t¢ mesurée i vitro par le 2,2.-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), dont le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée
photometrablea 517 nm. La réduction du radical par un donneur d’atome hydrogene conduit a la
formation de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine DPPH de coloration jaune-verte. L’intensit¢ de la
couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons (Sanchez-Moreno, 2002).
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| I
+ Antioxvdant-OH '

. + Antioxvdant-0

DIPH iviolet) DPF'HH ( jaunc )

Figure 21 : Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Molyneux,
2004).

» Mise en ceuvre pratique

-Le DPPH est solubilis¢ dans I'éthanol pour avoir une solution (4mg de DPPH avec 100ml
d’éthanol), et mélangée avec diffrents concentration des extraits de Ruta chalepensis. (10, 25,
50,100 pg/ml) ;

- Le mélange est agité, puis les sont incubés a température ambiante et a 'obscurité pendant 30

minutes ;

- La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a couleur jaune de la
solution. Toutes les lectures sont effectuées a 517nm par une spectrophotométrie.

DS 1

Tels que :
Abs control : Absorbance du control négatif a la longueur d’onde 517 nm ;
Abs test : Absorbance de I’échantillon a la longueur d’onde 517 nm.

» Calcul des concentrations inhibitrices a 50 % " IC 50"

Selon (TORRES, et al., 2006) ICs0 (Concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée
EC50 (Concentration efficace 50), est la concentration de Iéchantillon testé nécessaire pour
réduire 50% de radical DPPH. Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testées.
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Figure 22 : photo originale de l'appareil Spectrophotométrie

Evaluation de I'activité antibactérienne de Ruta chalepensis
» Principe

Le principe de cette méthode se résume en un disque de papier imprégné de I'extrait brut a
differentes concentrations, déposé directement sur la gélose, uniformément ensemencee avec le
germe a tester. La croissance du germe est inhibée a une distance du disque par rapport a sa
sensibilité¢ a Pextrait diffusé. La limite de la zone d’mhibition est détectée a I'ceil nu et s’accorde
a I'endroit ou la croissance bactérienne commence (Massiaen & Cassini, 1981).

» Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu : Muller-Hinton. Dans un bain
marie, i faut faire bouillr la gélose jusqu’a dissolution totale. Enfin couler le milieu dans les
boites de pétri et laisser refroidir (Benlahrache & Boukerzaza , 2022).

> Préparation des dilutions d’extrait de la plante Ruta chalepensis

Les extraits obtenus de la plante Ruta chalepensis ont été dissouts dans le diméthyle sulfoxyde
(DMSO), pour obtenir deux concentrations : C1=4, C2=8.

» Préparation des disques

On utilise dans cette méthode, le papier filtre découpé sous forme de disques circulaires
environ de 6 mm de diamétre, afin d’obtenir une zone d’inhibition facile a mesurer (Benlahrache
& Boukerzaza , 2022).

Tableau 3 : Les souches bactériennes utilisées

Nom de souche et Code référence

Escherichia coli ATCC 8739 Gram negatif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram négatif

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram positive
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» Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
al'aide d’une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition
et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches

e Nonsensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm

e Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm

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

e Extrémement sensible (+++) : diamétre >20 mm (Ponce, 2003).
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I. Evaluation des techniques d’extraction
Les tests phytochimiques ont été réalisés sur differents extraits préparés a partir des

parties aériennes de la plante Ruta chalepensis par la mise en place d’un ensemble de réactions de
caractérisation de différents composés chimiques. En utilisant des différents solvants a polarité
differente pour permettre de séparer des composés selon leur degré de solubilité dans le solvant
d’extraction.

La détection de ces composés chimiques par étude qualitative et quantitative (flavonoides

totaux, CCM) et en utilisant le spectrophotometre UV ainsi que différentes techniques d’analyse.

VI.1 Rendements d’extraits de la plante Ruta chalepensis

La méthode d’extraction par macération des différentes parties de Ruta chalepensis
(Feuilles, tiges) a réalisée par les solvants suivant : Méthanol, acétate d’éthyle, n-butanol. Cette
méthode a permis d’obtenir des extraits de chaque partic : I'extrait brut (EBrt), I'extrait d’acétate
d’¢éthyle (EACOE.), lextrait de n-butanol (En-BuOH.R) et les huiles essentielles.

20 19.8
15
3
-
c
]
€ 10
(]
-]
c
()
3
5
2.42
1.36
0.3
o | |
Ebrt EAcOEt En-BuOH HE
Les extraits

Figure 23 : Rendement des différents extraits de I'espeéce Ruta chalepensis

Le rendement est calculé par rapport au poids de la matiere seche de Ruta chalepensis
rendu en poudre, les résultats ont été exprimés en pourcentage.

D’aprés les résultats, (figure 25) les rendements sont variables selon le type d’extrait. Ou
le rendement d'extraction des huiles essentielles le faible rendement (0.3%), I'extrait d’acétate
d’éthyle représente (1.36%) et I'extrait butanolique (1.36%). On note aussi que le rendement de
'extrait brut alcoolique représente le rendement le plus élevé (19.8%).
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D’une étude entreprise par Daoudi et al., (2016) un rendement de (1%) des huiles
essentielles a été obtenu a partir de la partie aérienne de la plante Ruta chalepensis, C’est un
pourcentage nettement supérieur a celui obtenu dans notre cas (0.3%).

Selon une étude mener par Mansour et al., (1990) sur la méme espéce Ruta chalepensis,
ou ont réalisé I'extraction alcoolique de la partie aérienne de la plante par soxhlet, le rendement
en extrait brut est de (3.75%), rendement inférieur a celui obtenu dans notre cas (19.8%).

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants) affecte le
rendement des extraits ainsi que les conditions dans lesquelles I'extraction est effectuée affectent
tous le contenu total en flavonoides et par conséquent affecte les activités biologiques médiées
par ces métabolites (Lee et al., 2003).

Il. Analyse qualitatives des extraits de la plante Ruta chalepensis
V1.2 Chromatographie sur CCM

Pour un essai danalyse qualitative du contenu phénolique de nos differents extrait-
(EACOEt, EnBuOH, EBrt) a partir de la partie aérienne de la plante Ruta chalepensis a
I'utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) puisquelle est I'une des méthodes
habituelles pour la séparation et la purification des différents constituants d'un extrait végétal et
qui est plutot simple a mettre en ceuvre.

> Révélation (visualisation des taches)

Dans notre étude, nous avons réalisé la séparation des extraits, en utilisant quatre systemes
solvants moyennement polaires. Sous lumiere UV, les differentes taches des produits qui se
présentent sur les chromatogrammes ont été délimitées. Les couleurs des spots et leurs Rf
observés sous UV suite a une analyse par chromatographie sur couche mince. Les résultats
représentés dans les figures et les tableaux.

Figure 24 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de EBrt, EACOEt et EnBUOH de Ruta
chalepensis sous lampe UV365 nm de S1, S2, S3, S4.
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Tableau 1 : les rapports frontaux( Rf) et les couleurs des spots obtenus dans 4 systemes par CCM
dans I'extrait brut de la plante Ruta chalepensis

Ruta chalepensis
N° des Spots Couleur des spots Rf (cm)

1 Gris 0.12
2 Blanc 0.4

3 Marron 0.46
4 Rouge 0.512
5 vert 0.85
1 Bleu 0.06
2 Rouge 0.22
3 Vert 0.47
4 Mauve 0.62
5 Vert 0.66
6 Gris 0.87
7 Vert 0.88
8 Rouge 0.9

9 Gris 0.93
1 Bleu 0.38
2 Vert 0.5

3 Blanc 0.625
4 bleu 0.93
1 Bleu 0.11
2 Mauve 0.61
3 Gris 0.86
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Tableau 2 : les rapports frontaux (Rf) et les couleurs des spots obtenus dans 4 systemes par CCM
dans Pextrait d’acétate d’éthyle de la plante Ruta chalepensis

N° des
systemes de
solvants

Extrait d’acétate d’éthyle

Ruta chalepensis
N° des Spots Couleur des spots Rf (cm)
1 Blanc 0.12
2 Rouge 0.78
3 Vert 0.85
4 Jaune 0.88
5 Vert 0.93
6 rouge 0.97
1 Bleu 0.06
2 Rouge 0.23
& Vert 0.47
4 Mauve 0.62
5 Vert 0.66
6 Gris 0.87
7 Vert 0.88
8 Rouge 0.9
9 gris 0.93
1 Bleu 0.37
2 Vert 0.43
3 Bleu 0.75
4 Bleu 0.85
5) mauve 0.93
1 Marron 0.11
2 Vert 0.18
3 Marron 0.31
4 bleu 0.92
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Tableau 3: les rapports frontaux (Rf) et les couleurs des spots obtenus dans 4 systemes par CCM
dans I'extrait de n-butanol de la plante Ruta chalepensis.

Ruta chalepensis
N° des Spots Couleur des spots Rf (cm)

1 Blanc 0.18
2 Mauve 0.81
3 bleu 0.88
1 Bleu 0.125
2 Mauve 0.91
1 Bleu 0.37
2 Vert 0.45
3 Blanc 0.52
4 Bleu 0.81
5 Mauve 0.85
1 Bleu 0.15
2 Blanc 0.5

3 Mauve 0.73
4 Mauve 0.92

A partir de ces résultats présents dans les tableaux nous avons observé plusieurs taches
avec différent coloration dans les 4 systemes solvants :

Dans le systtme de solvants N°01 : I'eau /Méthanol (9/1), le nombre des spots dans la
fraction d’acétate d’éthyle sont presque semblables a la fraction d’extrait brut mais un peu
different d’extrait n-butanol avec variabilité des Rf et différents couleurs.

Dans le systeme de solvants N°02 : chloroforme/ acétate d'éthyle (8/2), le nombre des
spots dans la fraction d’acétate d’éthyle sont égales a la fraction d’extrait brut mais la fraction
d’extrait n-butanol ne contienne que deux spots avec variabilité des Rf et différents couleurs.

Dans le systeme de solvants N°03 : chloroforme /Méthanol (3/1), le nombre des spots
dans la fraction d’acétate d’éthyle sont égales a la fraction d’extrait n-butanol mais la fraction
d’extrait brut est un peu different avec variabilit¢ des Rf et différents couleurs.

Dans le systeme de solvants N°04 : chloroforme /Méthanol (1/1), le nombre des spots
dans la fraction d’acétate d’éthyle sont égales a la fraction d’extrait brut mais la fraction d’extrait
n-butanol ne contienne que trois spots avec variabilité des Rf et différents couleurs.
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Dans le systeme de solvant N°01 : Méthanol/ I’ eau, I'extrait d’acétate d’éthyle donne une
meilleure séparation des composés phénoliques ou le nombre des spots est supérieur (6 spots) par
contre dans I'extrait brut le nombre des spots est (5) mais I'extrait n-butanol donne que trois spots
qui présent les couleurs : gris, blanc et le mauve qui ne sont pas présent dans les autres extraits
avec variabilit¢ des Rf.

Dans le systtme de solvant N°02 : chloroforme/acétate d'éthyle (8/2) donne une meilleure
séparation des composée phénoliques, ou le nombre des spots est supérieur (9 spots) dans
I'extrait brut et I'acétate d’éthyle par contre dans I’extrait n-butanol donne que deux spots avec
variabilité des Rf et de différents couleurs. Nous avons trouvé dans ce systeme plusieurs couleurs
dans la partie aérienne un mélange entre les couleurs suivantes : bleu, rouge, vert, mauve, gris et
la distance de migration confiné entre un RF trés petit chez le bleu avec un RF=0,06 et un RF trés
grand (la distance de migration est plus grand) chez le gris avec un RF=0,93.

L’analyse qualitative apres CCM, révélation chimique et visualisation sous UV a 365 nm,
a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) colorees surtout en bleu, rouge,
jaune, vert et marron (colorations diverses) confirment la présence des composés phénoliques et
des flavonoides (Mamyrbekova-Bekro et al., 2012 ; Dohou et al., 2003)

Selon Markham (1982) la couleur mauve indique la présence de chalcones, isoflavones,
dihydroflavonol, Les stérols sont révélés par la coloration jaune et jaune-vert et les terpenes sont
mis en évidence en rouge par le réactif de liebermann-burchard (Kabran et al., 2011 ; Benamar
etal., 2010).

D’aprés ces résultats ont peut noter les remarques suivantes : Le nombre de taches
indique que la quantité des composés phénoliques et des flavonoides est la plus élevée.

VII. Résultats activité biologiques de la plante Ruta chalepensis
VII.1 Activité antioxydant

> Détermination de activité anti-radicalaire des extraits de Ruta chalepensis
L’activit¢ anti-radicalaire des différents extraits de la plante Ruta chalepensis a été testée

par la méthode du radical libre DPPH. Pour chaque extrait et pour chaque concentration.

Ce radial libre posséde une coloration violet foncé, lorsqu’il est réduit, la coloration
devient jaune péale (Mohammedi & Atik, 2011). C’est la maniere la plus facile et la plus rapide
pour déterminer des antioxydants par la spectrométrie. La détermination graphique d’ICso0 se fait
a partr de la courbe, qui constitue lactivit¢ antioxydant d’extrait brut (alcoolique) de Ruta
chalepensis.

> Calcul de ICs0

Il faut savoir aussi que I'ICs0 est la concentration nécessaire pour éliminer 50% des radicaux
libres, c’est le parametre utilisé pour mesurer lactivit¢ de lextrait a piéger le radical libre
(Cuvelier, et al., 1992), il est inversement lié a la capacité antioxydant d’un composé car une
faible valeur d’ICso indique une forte efficacité antioxydant de I'extrait (Babovic, et al., 2010).



Chapitre 02 Résultatset Discussions

Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH sont
représentés dans Figure (annexe) illustrent respectivement [Iefficacité de Iextrait brut
(alcoolique).

L’analyse des résultats de ICso de notre extrait brut (alcoolique) de la partie aérienne
(feuilles et tiges) présent une meilleure activité antioxydant est (IC50=58.618 pg/ml).

L’étude de (ATTOU, 2011 ; Khadhri et al., 2016) montre que I'extrait brut (alcoolique)
possédé une activité antioxydant supérieure et plus importante de ICs0 = 12 pg/ml que le résultat
de notre travail (ICs0=58.618 pg/ml).

D’aprés une autre étude de Gali et Bedjou, (2018), montre que I'extrait brut (alcoolique)
possede une activité antioxydant inferieure de 1C50=79.56 pg/ml que le résultat de notre travail

(ICs0 =58.618 pg/ml). En général, I'activité antioxydant totale de cette espéce est intéressante.

VI1.2 Activité antibactérienne

Lors de cette étude, nous avons test¢ laction de lextrait brut des parties aérienne de la
plante Ruta chalepensis avec trois souches bactériennes par la méthode de diffusion des disques
sur un milieu gélosés solide MH.

L’activit¢ antimicrobienne des extraits de plantes médicinales testées in vitro vis-a-vis Des
micro-organismes a été qualitativement et quantitativement évaluée par la présence ou I’absence
des zones d’mhibition (Hayouni et al., 2007).

Tableau 5 : Diamétre de zone d’inhibition de différente concentration de I'extrait brut de la
plante Ruta chalepensis sur la croissance de 3 Souche bactériennes

Extrait 40mg/ml | 80mg/ml |  Sensibilité
Ebrt 6 6 -
Ebrt 8 9 +
Ebrt 9 8 +

Les résultats dans le tableau au-dessous montrent que Les souches bactériennes
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa présentent une sensibilité vis-a-vis I'extrait
brut de la plante Ruta chalepensis avec un diamétre de zone d’mhibition (9mm), alors que la
souche Escherichia coli présente une résistance (non sensible) a I’extrait brut (6mm).

Les résultats de Attou (2011), montrent que la plante Ruta chalepensis exerce une bonne
activitt  antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli.

La résistance de la souche Escherichia coli dans notre cas peut étre attribuée a la
concentration faible qui n’exerce pas un pouvoir positif sur la souche.
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Conclusion

A L’issue de la présente recherche qui représente une contribution a Iétude
phytochimique des plantes médicinales de genre Ruta de la flore Algérienne représentée par
I'espéce Ruta chalepensis.

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en métabolites
secondaires, Cette identification tend a répondre a deux objectifs : D’une part étude
phytochimique des composes de type des huiles essentielles, alcaloides, les composés phénolique,
et d’autre part mettre en évidence lactivit¢ biologique des principes actifs isolées et la capacité
antibactérienne et antioxydante.

Nous obtenons de l'huile essentielle d’un aspect huileux, une forte odeur propre maticre
premiére et un gout amer. Les huiles essentielles de cette plante présentent un rendement de 0.3%
de la matiere seche de la partie aerienne de Ruta chalepensis. L’analyse physico-chimique
effectuée sur les huiles essentielles a donné des résultats proches a celle des normes et de certains
résultats de recherche.

Notre étude lactivité antioxydant DPPH des extraits de Ruta chalepensis montre qu’il y a
un effet d’une inhibition de radicale DPPH, selon les résultats obtenus lextrait présentent une
activité antioxydant ICsp = 58,618 mg/ml qui montre que la partie aérienne de la plante est
posséde une bonne activité antioxydant.

L’évaluation de Tactivit¢ antibactérienne par la méthode de diffusion nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antibactérien de differents extraits testés de Ruta chalepensis vis-a-
vis de trois bactériennes pathogenes, Ce pouvoir est relativement faible avec des zones
d’inhibition variant, selon les résultats obtenus l'extrait est inhiber la croissance bactérienne des
souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa et ne posséde aucun effet inhibitrice
sur la souche E. coli.

Enfin, Les résultats de ce travail peuvent étre exploités pour diriger la production et
I'exploitation des huiles essentielles de Ruta chalepensis en fonction des besoins des utilisateurs
en produits bien détermines a savoir I'industrie pharmaceutique.

Ces résultats restent préliminaires et peuvent fournir une base pour la recherche de
nouveaux composes et d'autres études pour mieux évaluer la composition chimique et d'autres
activités biologiques de cette espéce.
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Figure * : photo originale de I'huile essentielle extraite
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Figure ** : Représentation de I'Inhibition du radical DPPH par I'estimation des valeurs d’ICs0
des différents extraits de Ruta chalepensis
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Figure *** Révélation de plague CCM de gel de silice de EBrt, EACOEt et EnBUOH de Ruta
chalepensis sous lampe UV365 nm de S1, S2, S3, S4

pseudo

Figure **** : [effet des extraits brut de la partie aérienne de la plante Ruta chalepensis sur des
souches antibactériennes testé en présence des differentes concentrations d’extraits
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Résumé

Notre travail s'inscrit dans I'étude des plantes médicinales, ou notre étude a été menée sur l'espece
de la famille des Rutaceae, Ruta chalepensis dont les huiles essentielles et les composés phénoliques ont
été extraits avec différentes techniques, ou le rendement en huile était de 0,3% et le rendement de l'extrait
alcoolique était de 19,8%, ce qui est le pourcentage le plus élevé dans les extraits L'analyse indiquée par
chromatographie sur couche mince (CCM) La plante contient de nombreux composés phénoliques et
flavonoides, et I'évaluation de l'activité antioxydant de I'extrait alcoolique de cette plante a l'aide La racine
de DPPH a montré sa capacité a réduire les radicaux libres avec IC50 = 58,618ug/ml. L'activité
antibactérienne de l'extrait de cette plante a également été testée avec 3 souches de bactéries. (Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) D'apreés les résultats obtenus, I'extrait alcoolique
de cette plante a une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et
n'a pas d'effet inhibiteur sur la souche Escherichia coli.

Mots clés : Ruta chalepensis, activité antioxydant, activité antibactérienne, CCM.

Abstract

Our work is part of the study of medicinal plants, where our study was conducted on the species of
the Rutaceae family, Ruta chalepensis whose essential oils and phenolic compounds were extracted with
different techniques, where the yield in oil was 0.3% and the yield of alcoholic extract was 19.8%, which
is the highest percentage in the extracts Analysis indicated by thin layer chromatography (TLC) The plant
contains many phenolic and flavonoid compounds, and the evaluation of the antioxidant activity of the
alcoholic extract of this plant using DPPH root showed its ability to reduce free radicals with 1C50 =
58.618ug/ml. The antibacterial activity of the extract of this plant was also tested with 3 strains of
bacteria. (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) According to the results
obtained, the alcoholic extract of this plant has antibacterial activity against Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and has no inhibitory effect on the Escherichia coli strain.

Keys words: Ruta chalepensis, antioxidant activity, antibacterial activity, CCM.




