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Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source dedesnsous forme de préparations
traditionnelles ou de principes actifs pufBarnsworth et al.,, 1986) Récemment,
I'organisation mondiale de la santé a rapporté wueins 75% a 95% des populations des
pays sous-développés comptent principalement sur ni@decine traditionnelle
(Prasannabalaji etal., 2012),et environ 38% des américains ont recours a la onéele
alternative en raison de la toxicité des médicameghthétiques. Il est donc indispensable
d’étudier ces plantes et donner une explicatiorured authentification scientifique aux
activités de ces plantes afin de limiter l'utilisst des meédicaments qui présentent plus

d’effets indésirables que bénéfiguégrnandes et Banu, 2012).

Ruta chalepensi&. (Rutacée) couramment appelée rue et localemevarmi, est
'une des plantes les plus utilisées a des finmggutiques a travers le mon@@&unaydin et
Savci, 2005) Elle est employée pour le traitement de nombrensdadies comme la fievre,
les désordres mentaux, les maladies inflammataioesme le rhumatisme, les ulcéres, les
maladies infectieuses, e{@l-Said et al., 1990 ; Pollio etal., 2008 ; Moazedi etl., 2010).
Elle est également utilisée dans I'assaisonnement deerdb ou des boissolShehadeh et
al., 2007 ; Moazedi etl., 2010 ; Cartas Heredia eal., 2011)

De nombreuses maladies comme les maladies inflanmasitcontre lesquelles la rue
est utilisée peuvent prendre leur origine du stoggslant résultant de I'exces de la production
des especes réactives dans I'organi@fiadri et al., 2008) et son effet thérapeutique contre
ces maladies peut étre liée en partie & son actantioxydants. La plante est également
employée dans le traitement des intoxications altaiees et de certaines mycoses causées

par des microorganismes pathogéfitlio etal., 2008).

Les plantes médicinales présentent une grandesi#&etles substances a activité
antioxydants comme les composés phénoliques, tedoales, etc. qui exercent d’autres
effets biologiques dont I'effet antimicrobi€@ai et al., 2004).Des études menées avec les
feuilles et les jeunes tiges de la rue ont conduid mise en évidence de la présence des
alcaloides, des coumarines, des acides aminést@ess, des flavonoides, et des saponines
(Mejri et al., 2010 ; Acquavivaet al., 2011 ;Cartas Heredia etal., 2011).



Introduction

L’objectif du présent travail est d’effectuer uneabyse préliminaire de la composition
chimique de trois extraits obtenus avec trois sulvade polarités croissantes (acétone,
éthanol, et eau distillée) des parties aérienrmdllds, tiges, et fleurs) de deux variétés de
Ruta chalepensid.. (sauvage et cultivée) et d'étudier leurs atdwi antioxydants et

antimicrobienne.

Ce travail comporte essentiellement trois parties :

- Une synthése bibliographique comprenant trois ¢resi dont le premier est
réservé pour la présentation de la plante étudégedeuxieme donne un apercu
général sur les métabolites secondaires, et enfthapitre réalisé sur les radicaux
libres et les antioxydants.

- Une partie expérimentale comportant les differeméghodes et le matériel utilisé
dans notre étude.

- Enfin, une partie consacrée a la présentation deésultats et leur discussion.

- Une conclusion rassemblant les différents résuliatsotre étude ainsi que les

perspectifs.
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Chapitre 1 :

Ruta chalepensis L.




Synthese bibliographique ChapitreRuta chalepensik.

I.1. Déscription de la famille des rutacées et leuntérét économique

Cette famille comporte plus de 150 genres, et 700@0 espécefeysson, 1976 ;
Guignard, 1989) Elle est essentiellement tropicale renfermant aléses et des arbustes,
incluant des genres d’importance en horticultu@tr(s), et en medecineP{locarpus,
Agathosma (Waterman, 1975) Une rutacée s’identifie avec netteté par son regipa
secreteur constitué de poches secrétrices, d'un pygpticulier dites Schizolysigene, qui ne
sont rencontrés dans aucune autre famille. Cesegosbuvent trés superficielles, sont
d’origine épidermique c’est ce qui explique quiliffit d’écraser Iégerement une partie molle
d’une rutacée pour qu’'une forte odeur d’essenae ddgag€Dupont et Guignard, 2007).

La classification des plantes appartenant a cettelle est basée sur I'organisation de

la gynécéeElle est divisée en deux principales sous-fam{@sysson, 1976) :

* Rutoidées: a ovaires plus ou moins indépendants, androogwlet plus ou moins

réduit, et fruits sec. On distingue de nombrelbusi:

-RutéesRuta, Dictamus
-GalipéesGalipeg Pilocarpus
-Diosmées Diosma Pilocarpus
-XanthxyléesXanthoxylum
* Aurantioidées :a ovaires concréscents, étamines souvent nombreuses
-ToddaliéesToddalig

-Aurantiéeslimonia, Citrus, Feronia

Les rutacées ont une tres grande valeur économi@ee. sont des plantes
fruitiéres comme le genr€itrus : oranger C.sinensiy pamplemousseC(grandi9, citronier
(C.limon), bigaradier C.auratium) (Gaussen etal., 1982) Elles fournissent également des
produits a la thérapeuteutique et a la parfumelies: jaborandisHilocarpug diurétiques et
sialogogues, renferment de nombreux alcaloides @man pilocarpine utilisée en
ophtalmologie. L'écorce d’angusturédlipea cuspariaest tonique. Par leurs essences, la rue
est abortive, et le buchiB&rosma est antiseptique des voies urinai(@seysson, 1976)

Certaines espéces sont productrices de bois coname(Gaussen eal., 1982).



Synthese bibliographique ChapitreRuta chalepensik.

l.2. Genre Ruta (rue)

Le nom Ruta vient du « Reuo », un mot grec qui signifie libéremontrant sa

réputation comme libérateur des maladq{@artas Heredia etal., 2011).

Ce genre est constitué d’environ 60 espéédsSagair, 2004).Ces especes sont des
arbustes caractérisés par des feuilles vertesmgssaine forte odeur et un godt artiBounsi
etal., 2011)Certains auteurs les considerent comme des plantggement cultivées mais il
existe des formes sauvages qui se distinguentdagt de celles cultivees par leurs feuilles
et tiges plus courtes et rugueuses, leur odeuo(@t gus fortsRutaspp, se propage par une
bouture d’'une branche ou d’autres parties de latplat rarement par les graing®llio et
al., 2008) Plusieurs especes sont assignées au doumi@parmi lesquelles figurerRuta
graveolens L., R. chalepensis L., R. chalepesmis-especangustifolia, R. montanau R.
corsica Cependant, les espéces du geRtga ne sont pas toujours définies de maniere
uniforme et les limites entre les espéces sont flones (Liévre, 2004) Elles sont réparties
dans le bassin méditerranéen. Certaines espedesrgtamiques et sont trouvées uniqguement
dans lile de Canari et la Corse et d'autres s@tem a I'Afrique, I'Asie, et ’Amérique
(Pollio etal., 2008).

|.3. Ruta chalepensis.
l. 3.1. Description botanique

La rue est une plante vivace a feuilles persistant® peu lignifiée a la base,
caractérisée par une longueur d'un metre, une gowerte grisatre (Figure 1), une odeur
désagréable et piquante, et un go(t plutét amemenaires le séchaggartas Heredia et
al., 2011).

C’est un arbuste a tiges érigées, nues, Les feudtmt alternes bi ou tripennées,
oblongues, lancéolées, jusqu’a 6mm de largeurflbliescence est lache en cyme, paniculée,
fleurs jaunes, centrales en générale 4 sépalepétalds, toutefois aussi a 5 sépales, nus
triangulaires ovoides de 2mm de long. Les pétalesgs elliptiques, a ovales, jusqu’a 4mm
de large et 6mm de long. Ovaire supere devenantapsule a 4 ou 5 pointéBayer etal.,
1990 ; lauk et al., 2000 ; Ben Bnina efal., 2010 ; Acquaviva etal., 2011).Les glandes

huileuses sont principalement localisées danslafids(Zeichen de Sa eal., 2000).
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Figure 1: Photographie dRuta chalepens L. (a) et planche de cefffdrentes partie (b):
feuilles (1),tige (2), fleur (3), et fruit (4).

1.3.2. Habitat et Distribution

Ruta chalepensik. pousse dans les pentes rochei(lauk et al., 200<; Ben Bnina
etal., 2010 ; Acquaviva etal., 2011).C’estest unéherbe native de la région méditerranés
et de l'ouest d’Asig(Al-Sagair, 2004) mais elle est largememéncontré dans plusieurs
parties du monde, da les pays tempérés et tropic (Mejri et al., 2010, en Europe et en
Asie, et fut introduite erAmérique apres la conquéte Espag (Zeichen de Sa eal., 2000 ;
Gunaydin et Savci, 2005).



Synthese bibliographique ChapitreRuta chalepensik.

[.3.3. Noms vernaculaires

Plusieurs appellations ont été attribué&uéa chalepensik. dépendant du pays et de
la langue. Elle est appelée communément Rue ou RGdaaydin et Savci, 2005;
Gonzalez-Trujano et al., 2006). En Algérie, elle est appelée Fijel ou Fidjel enbara
(Merghache etal., 2009 ; Boudjelal etal., 2013) Awarmi, Issin, ou Zent en Kabyle. Elle
est également connue sous le nhom de Shazab eneABzhidite(El-Beih et al., 1981),
Egyptian rue en Egypte, Ruta en ltalieeto et al., 2013),Ciladami en Ethiopi€Mesfin et
al., 2009).Plusieurs autres noms sont utilisés pour désignetante : Rue d’Alep, Aleppo

rue, Syrian rue, Fringed rue, Garden Rue, Herbrat&Cartas Heredia etal., 2011).

1.3.4. Systématique(Gaussen etl., 1982).

Regne :Plantae

Sous régne Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division : Spermatophyta (plantes a graine)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

Sous division :Angiospermae

Classe :Magnoliopsida (dicotylédones)

Sous classe Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéece Ruta chalepensik.

1.3.5. Composition chimique

Beaucoup d'espéces du gerRaeita constituent une source de diverses classes de
produits naturels avec diverses activités biologixgibe Feo etal.,, 2002).L’étude de la
composition chimique des parties aériennedRd&a chalepensig, a conduit a la mise en
évidence des alcaloides, des glycosides cardiatesjqdes flavonoides, des tannins, des
coumarines, des anthraquinones, des saponinescaieposés volatiles, des glycosides
cyanogenes, et des stérols/tri-terpdi@@snaydin et Savci, 2005 ; Mejri efal., 2010).
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Les acides gras insaturés (AGI) représentent céspment 79,47% et 80,74% des
acides gras totaux des feuilles Rieta chalepensik cultivée etRuta chalepensik sauvage
avec l'acide linoléique (C18 :2) et linolénique E.B) comme des composés majoritaires.
Par contre dans les tiges, les fleurs, et lessfies AGI représentent un faible pourcentage
(Tounsi etal., 2011)

1.3.5.1. Composés phénoliques

Ruta chalepensik. comporte des tannins et des flavonoides donitlae qui est un
di-glycoside de la quercétine, qui par hydrolysesdée tractus gastro-intestinal donne la
guercétine. La rutine est connue pour sa capaeitdiminuer la perméabilité et la fragilité
capillaire, et de prévenir le cancg@farborne, 1991).La rutine contribue a l'activité anti-
inflammatoire deRuta chalepensi&. par sa capacité de réduire le niveau du monexyd
d’azote (NO) in vivo en inhibant I'expression de la monoryd’'azote synthase inductible
(INOS) (Acquaviva et al., 2011 ; Khlifi et al., 2013).1l a été également démontré que la
rutine et la quercétine posseédent une capacitéesgay contre le NGAcquaviva et al.,
2011).

Les coumarines dRuta chalepensi&. sont essentiellement rencontrées sous forme
des furocoumarines linéaires qui incluent plusi@am®mposes : imperatorine, isoimperatorine,
alloimperatorine, chalepine, chalepensine, le pepeaet ses dérivés la xanthotoxine, le
bergapténe, I'isopimpinelline, et la rutamarifigray et Waterman, 1978 ;El-Beih et al.,
1981 ; Ulubelen etal., 1986 ; Olorunsogo eal., 1990).0n trouve également des coumarines
simples comme 'ombélliférongEl Sayed etal., 2000)et la rutalpinine(Ulubelen et Terem,
1988) ou a I'état dimérigue comme la rutarensibes furocoumarines sont responsables de
son activité anti-fertilisantéGunaydin et Savci, 2005)et de I'inhibition de I'agrégation des
plaquettes sanguingShehadeh etl., 2007)

La structure de la rutine (11) et celle de quelqumsnarines (12-21) sont représentées

dans la figure 2.
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1.3.5.2. Alcaloides

Plusieurs alcaloides ont été isolés a partir desepaaériennes et/ou des racines de
Ruta chalepensit. et identifiés(Mohr et al., 1982 ; Ulubelen efal., 1986 ; Ulubelen et
Terem, 1988 ; Ulubelen et Tan, 1990 ; El Sayed ., 2000) On distingue plusieurs

groupes : Furoquinoléines (skimmianine, gamma-fagar dictamnine, la 5-methoxy-

dictammine, kokusaginine, pteléine, gt¢Vaquette et al., 1976 ; Bhoga etal., 2004),
Furoquinolones (taifine, isotaifine, 8-methyltaifineMohr et al., 1982), Acridones
(rutacridone, citusamine, chaloridone; arborinitdyydroxy-N-methylacridong)Giridhar et
al., 2010), Quinazolones (arborinéfarediah et al., 1996), 4-Quinolones (graveoline,
rutamine)(Grundon et Okley, 1979 ; Megally etal., 2009),et Quinoléines(graveolinine)
(Waterman, 1975).La figure 2 donne la structure chimique de quel@lesloides (1-10).

1.3.5.3. Composeés terpéniques

Les composés terpéniques Bata chalepensif. sont généralement sous forme de
mono-terpénes, sesquiterpénes, et di-terpénes ldomhajorité sont des cétones, des
aldéhydes, des alcools, des acétates, ou des aedesntrés dans son huile essentielle
(Mejri et al.,, 2010 ; Fakhfakh etal., 2012). Ces composés représentent également les
principaux constituants de I'huile essentielleRlga graveolens. (Stashenko etal., 2000 ;
De Feo efal., 2002)et deRuta montand.. (Belkassam etal., 2011). L'odeur caractéristique
de la rue est due au methyl n-nonyl cétone (2-Ualigte) qui constitue le composé majeur
de I'huile volatile(Glunaydin et Savci, 2005)Cependant la composition de I'huile essentielle
varie selon le climat, la période de la récolts, daractéristiques du milieu géographique, la
technique d’extractionTounsi etal., 2011 ; Fakhfakh etal., 2012) etla partie de la plante
(Ben Bnina etal., 2010).Ce composé constitue le composé majoritaire del¢'fassentielle
des différentes parties deuta chalepensis. poussant spontanément en Alggi38.38%-
68.95%)(Merghache etal., 2009).

La composition de I'huile essentielle (terpénedenbe des différentes parties @

chalepensid.. (cultivée et sauvage) est représentée dansdianh
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Rutacridong1) (Junghanns efal., 1997),Chaloridong(2) (Giridhar et al., 2010),Arborinine (3), Dictamine (4) (Bhoga etal.,
2004), Skimmianine (5), Kokusaginine(6) (Vaquette etal., 1976), Taifine (7) (Gunaydin et Savci, 200%, Arborine (8)
(Farediah etal., 1996),Graveoline(9) (Grundon et Okley, 197¢), Rutamine(10) (Megally etal., 2009),Rutine (11) (Koolin
et al., 2013), Ombelliférone(Singh etal., 2010) (12) Rutalpinine(13), Rutarensing14), Chalepin: (15), Chalepensing16),
Rutamaring(17), Psoraléng18), Bergaténe ou-methoxypsoraléene 5-MOP » (19), Xanthoxine ou -méthoxypsoraléne « 8
MOP » (20), isopimpinelline ou 5,8néthxypsoraléne 5,8-MOP »(21) (Gray et Waterman, 187¢; Glnaydin et Savci,
2005).

Figure 2: Structure chimigt de quelques métabolites secondaireRudt&a chalepensiL.
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1.3.6. Activités biologiques, utilisations, et toxité

1.3.6.1. Activités biologiques

Un grand nombre d’études ont été effectuées sur ligités biologiques déRuta
chalepensid.. afin de justifier ses multiples utilisations. i@@nes de ces études ont confirmé
I'efficacité de la plante. Il a été établi quel@osséde une activité anti-inflammatoire,
antipyrétique, et dépressive du systeme nerveuwatgAl-Said et al., 1990).Elle exerce
également une activité dissuasive sur les larvesigesipyla grandella(un |épidoptere)
(Mancebo etal., 2001) larvicide et dissuasive siBpodoptera littoralis(un Iépidoptere)
(Megally et al., 2009), anti-fertilisante, abortive chez les femelles du (@esta, 1994)et
fertilisante chez les rats malésl Qarawi, 2005), inhibitrice de I'agrégation des plaquettes
sanguinegShehadeh etal., 2007), anticonvulsivante, anxiolytiquéGonzalez-Trujano et
al., 2006),antispasmodique(Moazedi etal., 2010),anti-hypertensive(azquez-Cruz etal.,
2010)anticancéreusghlifi et al., 2013) antifongique Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999 ;
lauk et al., 2000 ; Ben Bnina etl., 2010),antibactéeriennéEl Sayed efal., 2000 ; Alzoreky
et Nakahara, 2003 ; Sathiya Priya eéal., 2009 ; Ben Bnina etl., 2010 ; Haddouchi e#l.,
2013) et antioxydantéAshour etal., 2011 ; Fakhfakh etal., 2012 ; Khlifi etal., 2013)

[.3.6.2. Utilisations

La plante est considérée comme l'une des plardgesplus utilisées a des fins
thérapeutiquegZeichen de Sa efal., 2000 ; Ben Bninaet al., 2010). Elle est employée
comme anti-hypertensive, emménagogue, laxatifnghelminthique Yazquez-Cruzet al,
2010), et dans le traitement de I'épilepsie, de I'hysténiies vertiges et de l'anxiété
(Gonzalez-Trujano etal., 2006).Elle est recommandée dans le traitement de I'iméendes
troubles rénaux et autres. Son huile est fréquernondisée comme antitussif, rubéfiant, et
pour le traitement de I'eczéma, le psoria€i®st également une plante ornemen{@lartas
Heredia et al., 2011)et est appliguée comme aphrodisiagbe Sayed etal., 2000), un
tonifiant pour les cheveux, un répulsif pour leseictes, en assaisonnement des aliments et
des boissons en Jordan{8hehadeh etal., 2007). Le tableau | donne les utilisations

thérapeutiques de la plante selon les pays.
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Tableau | : Utilisations traditionnelles deuta chalepensik. dans la thérapeutique.

Pays Partie Préparation Utilisations Références
Antihelminthique, les
-Plante NI désordres mentaux,
Algérie entiere digestifs, intoxications, Pollio etal., 2008
-Partie -Infusion, Poudre Anti-hypertensif, Boudjelal etal., 2013
aérienne Antispasmodique, Eczémj
- Partie -Décoction -Analgésique, antipyrétique, Al-Said etal., 1990
aérienne rhumatisme, désordres lauk et al., 2004
Arabie mentaux, Al-Sagair, 2004
Saoudite | - Feuilles -Infusion dans le -Convulsions et autres | Acquavivaetal., 2011
vinaigre désordres mentaux Fakhfakh et al., 2012
Chine Racines Décoction Antivenimeux, abortif, Al-Said etal., 1990
lauk et al., 2004
Acquavivaetal., 2011
Névralgie, ascite, Al Qarawi, 2005
Inde NI NI rhumatisme, désordres dgs Gunaydin et Savci,
menstruations 2005
Liniment (1),
pommade (2),
cataplasme ou Antiseptique (1),
Parties lotion (3) hémorragies (2), affection
Espagne aériennes Infusion seul ou | de systéme respiratoire (3
avec d'autres vers intestinaux chez les
plantes (4), infusior enfants (4), varice,
dans une boisson hémorroides (5),
alcoolique (5)
-Rejeton NI - indigestion, nervosité,
arthrites,
Jordanie - Feuilles NI -antidiabétique, morsures )
des scorpions Pollio etal., 2008
Maroc Feuilles Utilisation topique Affection de l'oreille
Anti-
Portugal Parties Infusion hypercholestérolémique,
aérienne diarrhée, douleurs
abdominales
Tunisie Feuilles NI Abortif, antiseptique
(infection/infestation), otite
Pays de
'Amérique | Différentes Infusion Rubéole, scarlatine, maux Olorunsogo etal., 1990
centrale parties de téte

NI : Non indiqué.
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[.3.6.3. Toxicité

Les plantes comme tout médicament, peuvent provoges effets indésirables
intrinseques et/ou extrinséques, mais moins imptetgue ceux produits par les agents
synthétiquegAl Mofleh, 2011).

Des études de la toxicité des différents extragtfdta chalepensik., sont menées
sur des souris. Il a été établi que I'extrait étimue entraine une diminution de I'activité
locomotrice, et I'affaiblissement du reflex cornéegourt terme, une diminution du taux des
globules rouges, une alopécie, et une prise duspoicuement chez les males a long terme.
Par contre, I'effet spermato-toxique et mortel hjgss obten§Shah etal., 1991 ; Gonzalez-
Trujano et al., 2006).L’embryotoxicité de la plante est confirmée par éésdes menées
avec les extraits aqueux des feuilles sur les s@eichen de Sa eal., 2000 ; Gonzales et
al., 2007)

La présence des furocoumarines dans la planterg@edite son utilisation dangereuse a
cause de leur phototoxicité (photosensibilisatiaractérisée par la formation des vésicules
sur la peau)(Seigler, 1998) Les furocoumarines peuvent également inhiberaiers
enzymes comme le cytochrome P450 qui interviens dardétoxification des xénobiotiques
comme les médicaments dans le foie, ce qui peutntaieer une accumulation
potentiellement dangereuse de molécules médicamsssgiévre, 2004). L’effet inhibiteur
du chalepine et de I'impératorine sur la chain@iratoire a été démont{®lorunsogo etal.,
1990) Ainsi l'ingestion ou le contact externe prolongeec des plantes contenant des
guantités considérables de ces composés peutramtiges effets nuisibles aux organismes

non adaptés a leur détoxificati@@ray et Waterman, 1978).
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Une des singularités des végétaux est de formeouhreux composés dont le réle au
niveau de la plante est mal connu. Le fait quecoesposés ne se rencontrent pas chez toutes
les especes indigue gu'’ils n’entrent pas dans kalmésme général et qu’ils n’exercent pas
de fonction directe au niveau des activités fonddaies de I'organisme végeétal : ce sont des
meétabolites secondair¢&uignard, 2000). Ces derniers constituent un groupe de composés
gui jusqu’a une époque récente ont été considéraéme des déchés du métabolisme végétal.
Durant ces trois derniéres décennies, il a été @apute de nombreux métabolites secondaires
ont un rble écologique (défense, pollinisation,.)eteés importantRaven etal., 2000 ;
Hopkins, 2003). On distingue trois majeures classes: les compdsg®niques, les

alcaloides, et les composés phénoliqemniel, 2006).

Il.1. Terpenes, terpénoides ou isoprenoides
[1.1.1. Définition

Les terpenes constituent une famille de compogégsn#ent répandus dans le regne
végétal. Leur particularité structurale la plus artpnte est la présence dans leur squelette

d'une unité isoprénique a 5 atomes de carboselgiqFigure 3)(Lamarti et al., 1994 ;
Hopkins, 2003)

(|3H3

CHy
H C#C\ ?-ﬁ
H

Figure 3: Structure chimique de la molécule Isoprene (mbtigdiéne=2-méthyl 1,3-
butadiéne)lLamarti et al., 1994).

11.1.2. Classification

La classification des terpenes est basée sur ldbmodes molécules isoprene qu’ils
contiennent. On distingue aindies hémi-terpénes (C5), les mono-terpénes (C1GQ), le
sesquiterpenes (C15), les di-terpenes (C20), iksrpenes (C30), les tétra-terpénes (C40) et
les poly-terpénes (C5rfMatkowski, 2008) Le tableau Il présente les principales classes de

terpenes avec quelques exemples.
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Tableau Il : Principaleslasses des terpel

Classe

Généralités

Exemples

Références

(C10)

Sesquiterpénes| Mono-terpénes
(C15)

Les monoterpénes et les sesquiterpé
sont parfois appelés huiles essentielles f
gu'ils sont trés volatils et interviennent ds

le parfum ou 'essenages plantes qui le

produisent

U< Yy

a-Pinéne R-Pinéne
\rfv"\]é\/’e,]/hh @
Farnésene Farnésc

Raven etal., 2000

Di-terpenes
(C20)

Les diterpénes sont peu répandus, les
connus sont le phytol ou chlorophylle e

la gibbérelline, une hormone végé

G-

Phytol (chlorophylle)

Guignard, 1979

Stérols : ils ont pour rble dans la plar
d’augmenter la fluidité et la stabili
membranairele stigmastérol et le :ostérol

étantles plus abondants chez les végé

HE . - Le)]
oM,

CH,
CH,

Sitostérol

Hopkins, 2003

Tri-terpenes
(C30)

Glycosides cardiotonique : on distingue
les cardénolides, les plus répandus, a ¢
lactonique pentagonal, et les bufanolidt
cycle lactonigue hexagonzlls sont utilisés

en médecin@our stimuler ou ralentir le

battements du cceur. Les exemples les
connus, sont la digitaline et la digoxine

digitales Digitalis)

_CH —CO

~
] eH, —o

/"ﬁ
CH3J\
P o
T on
R
/o g

Glucides

Digitoxine (Digitalis purpured)

Cartier et Roux, 2007
Page etal., 1999

Raven etal., 2000

Saponines : les saponosides sont, soit
stéroides glycosylés, des stéroi
alcaloides glycosylés, ou des glycoside-
terpéniques. lls peuvent égalemen
trouver sous forme aglycone ou gér
appelés sapogénindks possédent ¢
nombreuses activités bioliques comme
I'activité antimicrobienne, antimutagér

etc.

0.~
He AV

»f“’,l—,g
Non

07 - \“\1/

Glucgsn
;
Hhamnoss

Saponoside stéroidique
(Melilotus sp

Sparg etal., 2004
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[1.2. Alcaloides

[1.2.1. Généralités
Les alcaloides présentent un groupe de composekédtérogenéDaniel, 2006).Plus

de 10 000 composés ont été identifieeng etal., 2012).Ce sont des composés basiques au
golUt amer(Raven etal., 2000)d’ou le terme alcaloide introduit par W. Meissner en8.81
(Paris et Hurabielle, 1980)pour désigner des substances naturelles réagissamhe des
bases, comme dedcalis (de I'arabeal Kaly, la soude et du gresidos I'aspect). Dans la
nature, les alcaloides peuvent provenir des anim@es insectes, des organismes marins, et
des plantes, mais la source la plus importante Issringiospermes dicotyléedon&ighter,
1988 ; Roberts et Wink, 1998)Chez les végétaux, ils ont pour réle essentiedgkense. lls
peuvent de plus y remplir plusieurs autres rolds :constituent une réserve protéique,
régulent la croissance, et interviennent dans letiea de I'équilibre ioniquéDaniel, 2006).
Chez le végétal, les alcaloides existent sous falengels solubles (citrates, malates, tartrates,
méconates, isobutyrates, benzoates) ou combinéss aatnins(Guignard, 2000). Leur
biosynthése se fait principalement a partir deslemciaminésmais également a partir des
composeés terpéniqué¢Raris et Hurabielle, 1980)dans des tissus en croissance (racines en

croissance, feuilles en croissance, d@yignard, 2000).

[1.2.2. Classification

Plusieurs criteres peuvent étres utilisés pour lgassification: selon leurs activités
ecologiques, leur distribution botanig(runeton, 1987),leur basicité(Roberts et Wink,
1998), leurs activités biologiquegAnizewski, 2007),et le plus souvent selon leur origine
biogéniqugCordell, 2012):

1. Dérivés de l'ornithine et de la lysine: pyrrolidines, pipéridines, pyridines,
indolizédines, quinolizidines, tropanes, indoliniek.

2. Dérivés de la phénylalanine et de la tyrosinedonnent le noyau isoquinoléine dont
le principal groupe comporte les benzylisoquin@ginmorphine, berbérines, etc.

3. Dérivés du tryptophane: indole et quinoléine. Plusieurs composés apparéiet a ce
groupe, comme I’Ajmaline, la Vindoline, etc.
Dérivés de I'histidine : imidazole.

5. Alcaloides terpéniques (et stéroidiques)

Dérivés des purines exemple la caféine.
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I1.2.3. Alcaloides chez les rutacées

La famille des rutacées renferme de nombreux godfscaloides (Figure 4), mais
les plus abondants et les plus étudiés sont lemlfimnes et les acridon€d/aterman, 1975).
Les furoquinoléines et les acridones sont excluserd rencontrés chez cette famille
(Junghanns etal., 1997 ; Stashenko atl., 2000),et se trouvent d’'une maniere concomitante

dans de nombreuses espéces de rutdbtager et al., 1990).

» 1-Benzyltetrahydroisoquinolines
Amines/Amides

Oxazoles

2-Aryl-quinazolines
2-Aryl-quinolines/ones
Carbazoles

Acide anthranilique —— 2-quinolones — Furoquinolines

Tyrosine/Phenylafanine

yYvey /

Furoquinolones

Pyranoquinolones linéaire
Pyranoquinolones angulaire

Acridones
2-Allyl-quinolines/ones
Carbazoles
v B-Indolo-quinazolines
Tryptophane » Canthinones
Histidine » Imidazoles

Figure 4: Classification biogénique des alcaloides des rets®#aterman, 1975).

11.2.3.1. Quinoléines
Ces composes représentent les alcaloides les giusiens de la famille des rutacées
(Waterman, 1975) Dans cette classe figurent les 2-Alkyl et 2-Aguinoléine, les

quinolones, et les furoquinoléines (Tableau llI).
Angustura trifoliata Eliaset Galipea officinalis Hanckconstituent la source majeure

des 2-Alkyl et 2-Aryl-quinoléineshez les rutacégdVaterman, 1975) Ces composés sont

surtout des agents anti-leishma(ftaurnet etal., 1989 ; Fournet etal., 1993)
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Les quinolones sont représentées par les 2-quiesi@t les 4-quinolones. Ces
derniéres sont largement utilisées comme agentibaatdriens pour le traitement de
nombreuses maladies infectieuses. En plus de lgivité antibactérienne, ces alcaloides
peuvent exercer des activités antiparasitéMtarques et al., 2012)et anticholinestérasique
(Cardoso-Lopes etl., 2010).

La skimmianine, la dictamine, la kokusaginine, at gamma-faragine sont les
furoquinoléines les plus abondant@d/aterman, 1975) Ces alcaloides constituent de
puissants agents antimicrobiens en se liant a I'AD$ exercent également des activités
anticancéreus¢Musiol et al., 2011) anti-cholinesterasiquéCardoso-Lopes etal., 2010)
mutagene, antivirale, cytotoxiqu@hoga etal., 2004), et antiparasitairdFournet et al.,
1993 ; Kamdem Waffo etal., 2007 ; Mwangi etal., 2010 ; Wansi etl., 2010).

11.2.3.2. Acridones

Les acridones sont des composés typiques de l#datas rutacées. Environ 40 parmi
eux ont été identifié¢Baumert et al., 1982).1ls sont retrouvés dans environ 20 genres de
cette famille(Maier et al., 1990).L’acridone est un anneau tricyclique comportanatome

azote en position 10 et un groupement cétone eatiqro8 (Giridhar et al., 2010)

Ces alcaloides sont tres intéressants en raist@udepropriétés mutagene, antivirale,
et antispasmodiqu@unghanns etal., 1997). Leur structure planaire leur permet d’intercaler
dans les brins d’ADN et d’ARN, se comportant air@@mme de puissants agents
anticancéreux. lls ont également été testés paus lpropriétés, antivirale, antifongique
(Kumari et Kumar, 2011), antibactérienne, et contre les algues microscopi{i¥ansi et
al., 2006) lls ont une importante activité antimicrobieneerl permettant d’étres utilisés en
chimiothérapie devant la résistance des germes-vis- des antibiotigues synthétiques
comme la pénicilline et les sulfamides, mais aessiaison de la facilité et le codt faible de
leur syntheséGiridhar et al., 2010).lls montrent en outre, une activité antiparasitaoetre
certains protozoairgiamdem Waffo etal., 2007 ; Mwangi etal., 2010).Plusieurs dérivés
synthétiques des acridones ont été développésecdhrpés (citrusinine ))le cancer
(glyfoline), le paludismela leishmanie, etdGiridhar et al., 2010).
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Les benzolisoquinoléine peuvent également constituer un groupe intére:
d’alcaloidces en raison de leur propriété antioxyd (Cassels efal., 199¢; Rackova etal.,
2004 ; O’Brien et al., 200¢), et antimicrobienng(Yan et al., 2008, mais elles sont
dépourvus de la diversité structurale chez les rutacéesr Hestribution est restreinte. |

sont essentiellement rencontrés dans trois esZanthoxylumPhellodendro, etToddalia.

Tableau IlI: Structure chimiqu des principaux groupes d’alcaloides des rut.

Quinoléines
5 4 5 4 .
o T 3 6 X
@g 2 (Fournet etal., 1989) > (Bhoga etal., 2004)
! 7 -
1 M N o
a A 8 1
2-Alkyl-Quinoléines Furoquinoléines

2-propyl; Me: Chimianine A Galipea longiflorg  4,7,8-OMe: Skimmianine(Ruta, Citru$
2-(Ipropenyl): Chimianine B (Galipea longiflorg 4,7-OMe: EvolitrineAngostrua, Euodia)

e ~ _
“ T W (Waterman, 1975) (Musiol et al., 2011)
7 = 2 N 0

\\é//9 \N/ |£
4Quinolones 2-quinolones
1-H; 2-nonyl Ruta graveoler) R=H840Me: Edulitine (Casimiroa eduli}
1-H; 2-tridec-8-en-1-yEvocarpin (Evodia rutaecarpp R=Me 4-OMe, 89H: Folifidine
Acridones
0 0
1 8 b 4
2 9 7 7 5 3
N g | N .
H1o LT (kumari et Kumar, 2011)
5,6,7,8-OCH: Melicopicine ou 1,2,3,4-OCH Melicopicine @Acronychia, Melicop)
3,4,7-H, 8-OM®&utacridone 3,8,9-H, 4-OMe: Rutacridorufe)

Benzylisoquinoléines

(Rackova etal., 2004) (Yan etal., 2008)

Aporphines Berbérines
1-OH, 2-OMe, 9-H, 1@Me, 1-OH: Magnoflorine R1=-CH2R3=R4=CH3: Berbérir
1-OH, 2-OMe, 9-OH, 10Me, 1-H: Laurifoline R1=0H, R2=R3=R4=0Me, -H: Jatrorhizine

(ZanthoxylumPhellodendroh
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[1.3. Polyphénols

[1.3.1. Généralités

L’appellation polyphénols ou composés phénoliquegaupe un vaste ensemble de
plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaingdadses chimiques, qui présentent toutes
un point commun : la présence dans leur structtma choins un cycle aromatique a 6
carbones, lui-méme porteur d’'un nombre variabldamhetions hydroxyles (OHjRaven et
al.,, 2000 ; Svobodova efal.,, 2003 ; Hennebelle etal., 2004 ; Tsao, 2010)lls sont
synthétisés a partir de deux voies biosynthétiqoeke de I'acide shikimique, et la voie des
poly-acétates. De plus, la diversité structurale demposés poly-phénoliques due a cette
double origine biosynthétique est encore accrue lpapossibilité d’'une participation
simultanée des deux voies dans I'élaboration depogés d’origine mixte, les flavonoides
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

11.3.2. Classification

Les polyphénols sont divisés en plusieurs classdsnsle nombre de cycles
aromatiques qu’ils contiennent et les éléments apgecycles lienfManach et al., 2004;
D’Archivio et al., 2007). Du point de vue nutritionnelle, les acides phéngdi les
flavonoides, et les tannins sont les plus imposté@wobodova efal., 2003).Le Tableau IV

représente les différentes classes des polyphénols.

Tableau IV: Différentes classes des composés phénolifidaayf et Lattanzio, 2008)

Squelette carboné Classes des composés phénoliques
C6 Phénols simples et benzoquinones

C6-C1 Acides phénoliques

C6-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques
C6-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpnepechromons
C6-C4 Naphthoquinones

C6-C1-C6 Xanthones

C6-C2-C6 Stilbénes et anthraquinones

C6-C3-C6 Flavonoides et isoflavonoides

(C6-C1)2 Tannins hydrolysables

(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides

(C6-C3) n Lignines

(C6) n Catéchols

(C6-C3-C6) n Tannins condensé
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11.3.2.1. Acides phénoliques

Cette classe de composés phénoliques comportéle®side I'acide benzoique (C6-
Cl) et les dérivés de l'acide cinnamique (C6-C3gs @erniers sont généralement des
constituants des essences vegeétales, des ligrdinesd€s), ou des polymeéres constituant des
lignines (Guignard, 1979).L’acide caféiquep-coumarique, férulique, et sinapique étant les
plus connus. lls se trouvent généralement sousefdide (glycosides ou esters de I'acide
shikimique, quinique, tartarique). L'acide chloraggfue est I'ester de I'acide caféique et de
'acide quinique(Manach et al., 2004 ; D’Archivio et al., 2007).Les dérivés de l'acide
benzoique sont peu répandus et sont représentéstiedsment par l'acide gallique,

salicylique, vanillique, syringique, et protocatigghe (Bruneton, 2009).

11.3.2.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent le plus grand graigsecomposeés phénoliques chez les
plantes(Harborne, 1991 ; Raven etl., 2000 ; Hannebelle eal., 2004).lls consistent en un
groupe de substances a faible poids molécu(&wbodova etal, 2003)comprenant deux
anneaux aromatiques A et B liés par trois carbgoesorment un hétérocycle dont la nature
est a l'origine des différentes sous-classes: fiagp flavonones, flavanols, flavonols,
isoflavonols, flavanones, anthocyanines, pro-anthoicines (Williamson et Scalbert,
2000 ; Manach etal., 2004 ; D’Archivio et al., 2007) Ces molécules dérivent de la voie
shikimique et la voie des polyacétates, ils sordlii@s de composés mixtg§&uignard,
2000).

11.3.2.3. Tannins

Les tannins sont des composés de poids molécelaveé largement distribués dans le
regne vegeétal intervenant au niveau de la plaraes ¢ta défense contre les herbivores et les
rayons ultraviolets (UV{Svobodova etal., 2003).0On distingue les tannins hydrolysables qui
sont des esters de I'acide gallique (gallo-tanninsgllagique (ellagitannins) et des composés
divers (sucres, composés phénoliques comme lahtagg@tc.), I'acide tannique étant le plus
connu (Reed, 1995 ; Cartier et Roux, 2007t les tannins condensés (appelés également
proanthocyanidines ou tannins catéchiques). Ceniedsr sont des oligomeres (2-7) de
flavanols (Flavan-3-ols). Selon le type de laskei entre les molécules des flavanols, on
distingue les proanthocyanidines de type A (liai€gt©-C; ou G-0O-Cs) et de type B (liaison
C+—Csou —Cg) (Handique et Baruah, 2002 Tsao, 2010)
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11.3.2.4. Coumarines

Le terme coumarine est appligué collectivement auoupe de composés présents
dans la nature et possédant un noyau 2H-1-benzoRyome(Gray et Waterman, 1978)lls
sont formés par la voie des phénylpropanoides parcyclisation de Il'acide ortho-
hydroxycinnamique (ou acide ortho-coumariqu&uignard, 1979). On distingue des
coumarines simples, des pyranocoumarines, et desdumarines (linéaires ou angulaires)
(Bruneton, 2009).Au niveau des rutacées ces composés se trouviectpatement (60%)
sous forme de coumarines simples, suivis par lescéwmarines, et les pyranocoumarines
(Gray et Waterman, 1978).

La structure chimique de quelques exemples de héhgls de chaque classe est

représentée dans le tableau V.

11.3.3. Activités biologiques
Les phénols en particulier les polyphénols montnemé grande variété d’actions
biologiques bénéfiques. Du point de vue, pharmaygqgle et thérapeutique, la propriété

antioxydante est la plus importante de ces compg@jésdane etal., 2006).

Les flavonoides possédent des activités antioxgdamti-inflammatoiréHeim et al.,
2002 ; Su etal., 2008) antimicrobienne, antimutagérf€os etal., 1998) et sont capables
d’'inhiber certaines enzymegsSvobodova etal.,, 2003) Les anthocyanes sont des agents
diurétiques, antiseptiques. Les tannins par lewpnpgté astringente sont des agents
cicatrisants, et anti-diarrhéiques. Les acides pligues ont des propriétés antipyrétique,
cholérétique, antiproliférative, et antimicrobienfitennebelle etal., 2004 ; Pericin etal.,
2009). Certaines coumarines simples sont des agents weigokes, immunostimulants,
broncho-dilatateuréBruneton, 2009).Les furocoumarines en particulier les furocoumarine
linéaires sont des agents photo-sensibilisantgsieorr de leur capacité a se lier a 'ADN, une
propriété utilisée en Puvathérapiaitement du psoriasis, du vitiligo, mycosis foidg,
lymphome T cutané, etqBourgaud etal., 1995 ; Seigler, 1998).
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Tableau V: Structure chimique des principaux groupes degpb@nol:

Acides phénoligues

R, R,
0
OH
Ry OH
Dérivés de 'acide benzoique Dérivés de I'acide cinnamique
R1=R2=R3= OHAcide gallique R1=R2=H, R3=R4=0H Acide caféiqu
R1=H, R2=0H, R3=0CH3: Acide vanillique R1=H, R3=0H, R2=R4=0CH3Acide cinapiqu
R2=0H, R1=R3=0CH3\cide Syringique R1=R2=R4=H, R3=0H : Ageeoumarique
D’Archivio et al., 2007
Flavonoides
- o
/ OH
Flavonols Flavanols
R1=R2= OH, R3=H: Quercétine R1=H, R2=0H : (+¢atechine
R1H, R2= OH, R3= H: kaemprol R1=0H, R2=H }-Epicatéchin
R16H, R2= OH, R3= OH: Myricetin RR,=0H; (+)-Gallocatéchin
Koolen etal., 2013
Ry
R /O\Qi;]ﬂ\@/
OH [e]
Flavanones Flavonone
R1=Eisperidose, R2=0H, R3= OMe: Neoponci R1=R2=R3=R5=R6= OMe, R4=}
R1R2=H, R3=0OH: Narigenine R1=R4=0H, R2=R3= R6=0OMe, R5:
R1Rutinose, R2= H, R3=0OMe: Isonarig R1=R2=R3=R6&Me, R4=0H, R5=H
Estrada-Reyes etl., 2010
Tannins

OH a

| OH O
HO.__ N
RO A
0-.-,20/?{0 or Hl;l E%O/C@
OH | HO. - "C/HD
| o ®
» HO ; “OH (G) Ho on
1 2
Tannins condensés Tannins hydrolysables
R1=R2=H : Procyanindine 1: Gallotannins
R1= R2=0H: Prodelphenindine(Zhang et line, 2008) 2: Ellagitannins (Handique et Baruah, 200))
Coumarines
54 uo0= B
O axX, &
RIh_ 0 s o :’: o S
o o " o fe] |
Rl RI —
Coumarines simples Furocoumarines linéaires Furocoumarines angulaire:
R1=R2=R3=R4=H Coumarin R1=R2=R3=R4=H : Psoraléne R1=0OMe, R2=}: Sphondine
R1=R3=R4=H, R2=OKmbélliféront R1=0OMe, R2=R3=R4=H : Bergaptén@l=H, R2=0OM: : Isobergapténe
R1=R4=HR2=R3=0H: Aescultin R1=R2=H, R3=R4=0OMe: Halkendin®1=R2=0OMe: Pimpirlline

Gray et Waterman, 1978
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l1l.1. Espéces réactives de I'oxygene (ERO) et ssg oxydant
L’intérét des radicaux libres produitsvivo n’est apparu que pendant les années 1970,

apres la découverte de la Superoxyde Dismutase YSiaDs les cellules d’organismes
vivants en 1968 ce qui a permis de démontrer f@opremiere fois I'existence de radicaux

libres dans les organismes viva(italliwell, 1991).

[11.1.1. Espéces réactives de I'oxygene (ERO)
[11.1.1.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atomenolécule) contenant un électron
non apparié. Cela lui confere une grande réactiloté&c une demi-vie tres courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance a remplir aditale en captant un électron pour devenir
plus stable: il va donc se réduire en oxydant uneatomposéGoudable et Favier, 1997 ;
Afonso etal., 2007).

L’oxygene est un élément essentiel a la vie aérahags a forte concentration il est
toxique. Les espéces réactives de I'oxygéne (ER®enant de I'oxygéne sont des molécules
chimiguement réactives du fait de la présence bE$réns impairgBursal et al., 2013).1ls
comprennent des espéces radicalaires et d’autresadecalaires pouvant donner naissance a
des radicaux libre¢Oktay et al., 2003) Le radical hydroxyle (OH°) est le plus réactif en
raison de sa demi-vie trés cou(iElmastas et al., 2006) D’autres radicaux peuvent dériver
du l'azote, du chloréHalliwell, 2008), du fer, du cuivre, et du souftelalliwell, 2011). En
terme de nocivité pour les tissus, les principaBOEsont respectivement le radical hydroxyle
et I'anion superoxydédMantle et al., 1998). Le tableau VI représente certaines especes

réactives.

Tableau VI : Principales espéces réactiyelennebelle etal., 2004 ; Halliwell, 2008).

Nom Formule
Anion superoxyde 5)
Radical hydroxyle OH°
. Monoxyde d’azote NO°
ragig?;fess Nitroxyde NOO®
Peroxynitrite ONOO°
Radical peroxyl ROO°
Acide hypochlorique HOCI
Espéces non Peroxyde d’hydrogéne D,
radicalaires Oxygeéne singulet 'O,
Ozone Q
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[11.1.1.2. Production

La formation des ER(et des autres espéces réactivesivo est le conséquence des
réactions biochimiques essentiellOpara, 2002).Leur formation est également iuite par
des facteurs exogéntss qu« la lumiére (UV, visible))es radiations ionisanteses agents
chimiques (letabac, certains polluants, les solvants organigidss pesticides(Mantle et
al., 1998 ; Liu et Ng, 1999 QOktay et al., 2003 ; Gulgin etal., 2004; Elmastas et al, 2006)
Dans le corps humain, le systéme immunitaire remtésla source la plus importante
especes réactivéblalliwell, 2011). lls peuvent également provenir de la respiratiormale
et les peroxysomesui constituent I'ue des principalesources des oxydants dans les cell
(Oktay et al., 2003). 1l existe deux grandes voies de formation des eadiclibres :le
transfert d’électronsatalysé par les métaux de transition (fer, cuietda voie catalysée p
les enzymeqCillard et Cillard, 2006). La figure 5représente les difféerentes réacti

conduisant a la formaticate différente espéces réactives de I'oxygestade I'azot.

Arginine, (2 m oxyegéne fondamental
biradical Ee= +1,22V

| Barriére énergétique |

N Synthétase

l Action enzymatigue
(oxydase)

Monoxyde d*azote

Eo= +0,24V

m Anion saperoxyde
mono-radical
Eo=033V

Dismutation spontande
M2 Peroxynitrite Ou via SOD
l (Es=+1,47) Fes

Ha0:2 OH? (radical
N0z Peroxyde d"hydrogéne hydroxyle)
(Ea =+ 0,667

NiD- nitrite Peroxydases

l HQ + 02
NiD3 nitrate My éloperoxydase %

v Oxygéne singunlet

(MO, OH™) non radicalaire

Acide hypochlorenx (Eo= 1,4W)

ND2Cl1 (Chlorare de nitryle)

N2, CIP (radical nitryle et chloryle)

Figure 5: Production des especes réactives de I'oxygene l&atege (Serteyn etal., 2002).
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[11.1.2. Stress oxydant et ses conséquences
[11.1.2.1. Définition du stress oxydant

Dans 'organisme humain le réle des différentsauytilants est de contréler le niveau
des especes réactives realisant ainsi un équiibtiexydants/pro-oxydants (Figure 6) qui
permet un bon fonctionnement de I'organisme toutm@émimisant les dommages oxydatifs
(Halliwell, 2008). Le stress oxydant apparait dans une cellule lorsqtiéquilibre est rompu
en faveur de I'état pro-oxydafGoudable et Favier, 1997)en raison d’'une production
excessive et prolongée des especes réactives d&gopiar plusieurs facteurs comme 'age
(Sarikurkcu et al., 2008), les maladies infectieusg$ialliwell, 1991), I'exposition aux
radiations UV, les polluants de I'environnement, flanée, les pesticides, etctAbdel-
Hameed, 2009)

l11.1.2.2. Conséquences du stress oxydant

Les especes réactives sont impliquées dans I'gimlde presque toutes les maladies.
Dans certaines de ces maladies, elles peuvent jougie fondamental comme dans le cas du
cancer et les maladies neurodégénéra(Mediwell, 2011). Des lésions d’origine radicalaire
sont en effet susceptibles de modifier la structig® lipides, des sucres, des protéines et des
acides nucléigueShone efal., 2003 ; Cai etal., 2004 ; Jang etl., 2007) Les lipoprotéines
telles que les lipoprotéines de faible densité dDL,.L riches en cholestérol et en
phospholipides sont des cibles privilégiées dedmxyydation lipidique. Les LDL oxydées
sont fortement incriminées dans l'athérogenfBeaudeux etal., 2006) De nombreuses
autres pathologies sont associées au stress oxgdamhe les maladies neurodégénératives
(Alzheimer, Parkinson, etc.), les maladies cardsoudaires, la cataracte, la toxicité aigue du
foie, le rhumatisme, la néphrite, le diabete, etdemmages de I’ADN qui peuvent stimuler la
carcinogenesgCai etal., 2004 ; Abdel-Hameed, 2009 ; Bursal etl., 2013).

25



Synthese bibliographigue Chapitre Il Espéces réactives et antioxyd:

. . upregulation Diet-derived
Arachidonic acid Peroxiredoxins ™ Pro-oxidants
metabolism Glutathionelghltathione (eg po|yphen°|s7)

peroxidase system
upregulation
Phagocytes Other sources SOD, Catalase

¥ 4 Y | o
02. -Iother Ros Aﬂtl oxidants Diet-Derived

Antioxidants

: t - (eg. polyphenols?)

Mitochondrial J
Blood

respiration Iron chelators

. components eg.
Xanthine oxidase (eg. lactofemin) A ibumin,
Caeruloplasmin,
Haemopexin,
ROS - reactive oxygen species Haptoglobin
SOD - superoxide dismutase Transferrin

Figure 6: Equilibre entre les antioxydants et les especegivéain vivo (Haliwell, 2008).

[11.2. Antioxydants

[11.2.1. Définition
Un antioxydant est un composéi, présent a une faible concentra comparée a

celle du substrat oxydablenhibe ou évite I'oxydation ¢ ce dernie (Haliwell, 1991 ;
Matkowski, 2008). Les antioxydants so également définisomme un groupe ' composés
qui permettenta survie des plantes améliorentla santé humaine par la commation de

plantes alimentairg8orchardt et al., 2008).

[11.2.2. Systemes antioxydan

Afin de limiter la concentratio des espéces réactiydss cellules sont équipées
divers systémes antioxydants qui agissent de pitssimaniéere (Carriére et al., 2006) |
s’agit notamment deystéemes enzymatiques et d’autres non enzymat(Abdel-Hameed,
2009).
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[11.2.2.1. Systemes enzymatiques

Ces systemes comportent principalement trois enzytasuperoxyde dismutase (EC
1.15.1.1), la glutathion peroxydase (EC 1.11.%9)a catalase (EC 1.11.1@amain etal.,
1996).

[11.2.2.1.1. Glutathion peroxydase (GPx)

C’est I'enzyme clé de la dégradation de la plupag hydroperoxydes (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogéne, produit par la dismutationlpeSOD de I'anion superoxydé&fonso
etal., 2007) L'activité de cette enzyme dépend de la présdecgélenium comme cofacteur,
de la glutathion réductase qui réduit le glutathioxydé en glutathion réduit (GSH) et du
NADPH provenant de la voie des pento@@amain etal., 1996).Elle élimine également les
peroxynitrites qui sont des oxydants tres puiss@ss la cellule, elle est localisée au niveau
du cytoplasme de la mitochondrie et des membradhes GPx intestinale a été identifiée. Elle

éliminerait les hydroperoxydes provenant des alisierydéqCillard et Cillard, 2006).

[11.2.2.1.2. Superoxydes dismutases (SOD)

Elles transforment l'ion superoxyde Q, en peroxyde d’hydrogene {6,),
beaucoup moins dangereux. Chez I’homme, trois ise compartimentées de I'enzyme
SOD ont été caractérisées de facon biochimiqueodaulaire. La SOD1 cytosolique et la
SOD3 extracellulaire, utilisent le cuivre et le zipomme cofacteurs nécessaires a I'activité

enzymatique, alors que la SOD2, mitochondrialdéisatle manganegé\fonso etal., 2007).

[11.2.2.1.3. Catalase (CAT)

Elle catalyse la décomposition du peroxyde d’hyédrag(HO,) pour donner I'eau et
'oxygéne moléculaire(Goudable et Favier, 1997).L'inconvénient de cette enzyme est
gu’elle est localisée uniquement dans les peroxgsoeh ne peut donc pas agir dans les autres
compartiments cellulaires (cytoplasme, mitochondhesosome, noyau) ou le peroxyde
d’hydrogene est également présent. Ce derniersdiffieés facilement a travers les membranes

et peut donc agir a distance de son lieu de pramugTillard et Cillard, 2006).
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[11.2.2.2. Systemes non enzymatiques

Des molécules endogénes de faible poids molécuaigent exercer en plus de leurs
réles physiologiques dans I'organisme un role aiytiant(Matkowski, 2008). Il s’agit de la
mélatonine, I'acide uriquéTurkoglu et al., 2006 ; Borchardt etal., 2008),la bilirubine, les
composeés avec des groupements thiols (le glutatf@®H), N-acétylcystéinejHalliwell,
1991 ; Goudable et Favier, 1997t le coenzyme QCarriére et al., 2006).Cesmolécules
peuvent agir en piégeant les radicaux libres, egmamtant l'activité des enzymes
antioxydantes (la mélatoninefMarshall et al., 1996), en réparant les dommages
oxydatifs (glutathion)Carriére et al., 2006),0u encore en séquestrant les ions de transition
(les protéines telles que la transferrine, la fiee la lactalbumine sont capables de séquestrer
le fer, et la céruloplasmine, I'albumine sont cdpalile séquestrer le cuivre) empéchant ainsi
la formation des radicaux libré€illard et Cillard, 2006).

Des antioxydants exogenes peuvent étre apportéle pagime alimentaire (fruits et
légumes) et l'utilisation de certaines plantes r{fda meédicinales, aromatiques, etc.). Ces
antioxydants sont de nature trés variée. |l s'adgis composés phénoliques (acides
phénoliques, flavonoides, quinones, coumarinesatigs, stilbenes, tannins), des composés
azotés (alcaloides, amines, bétalaii@i et al., 2004 ; Erkan etal., 2008) des vitamines
(Vitamine C et E), et des caroténoides (carotemesmthophylles)(Goudable et Favier,
1997)
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|. Matériel végeétal

La partie aérienne (Feuilles, tig et fleurs) dedeux variétés daue (cultivée et
sauvagepnt été récoltées en Avril 2013 au niveau de laoreg’Adeka (situé au nord de
Bejaia: 36° 41°00 'Nord 4° 40" 00" E) (Figure 7) (Altitude 1092m).

Tizi Ouzoun Mer Méditérranée

Figure 7: Localisation géographique du site de I'échantitiage

Le cercle noir indique le site de la récolte ddsaédillons

L’identification est faite au niveau de l'univeé Abderrahmane Mira dBejaia
(UAMB). Les échantillongFigure ¢) sont nettoyés et séchés a lair libre et a l'alwila
lumiere pendant une semaine puis a I'étuve (MemnaenA0°C, puis broyés en fine pout
dansun broyeur électrique pt tamisée tamiseur Retsch) pour obtenir upoudre de 125um

qui servira auxifférentes extraction
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Figure 8: Photographies des échantillons des deux vari&tBsita chalepensis.

Il. Etude des caractéristiques fluorescentes de faoudre

L’analyse de la fluorescence de la poudre estsémlen ajoutant des réactifs : HCI
concentré, HCI concentré + eau distilléeSBy, concentre, K50, 50% + eau distillée, acide
acétique, méthanol, acétate d'éthyle, éther deleétNaOH 10% (aqueux), NaOH 1N (dans
I'éthanol), Fed (5%) suivi par I'observation a la lumiére du jour sous UV (203nm)
(Kumar et al., 2011).

lll. Préparation des extraits bruts

Les extraits acétonique et éthanolique sont obtpau®xtraction exhaustive de 20 g
de poudre de chaque variété au soxhlet (Behl-Labechnik) avec 200ml d’éthanol (96%)
ou d’'acétone X99%). L’extrait aqueux est obtenu en utilisant létmode dOktay et al.
(2003)qui consiste a mélanger 25g de poudre avec 500ml diestillée bouillante pendant

15mn. La solution est ensuite filtrée en utilisantpapier filtre.
Les solvants sont éliminés a I'étuve (Memmert WTBId&r) & 40°C. Les résidus

obtenus sont reconstitués a raison de 50mg/ml kveaéthanol (99,6%) pour les extraits
acétonique et éthanolique et avec I'eau distilléer fextrait aqueux et conservés a 4°C.
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IV. Analyse phytochimique des extraits
IV.1. Tests phytochimiques

L’analyse qualitative de la composition en métabslisecondaires des différents
extraits est réalisée par les méthodes baséessuédctions spécifiques de chaque type de

métabolites.

IV.1.1. Composés phénoliques
IV.1.1.1. Mise en évidence des flavonoides

Le test est réalisé par I'hydroxyde de sodium (Na( additionnant ce dernier a des
concentrations différentes, I'extrait montre undéocation jaune qui disparait en ajoutant un
acide. 1ml de chaque extrait est additionné de 10,8imydroxyde du sodium a des
concentrations de 0,5mg/ml, 1mg/ml, et 1,5mg/mlelQues goutes d’HCI concentré sont

ensuite ajouté€Sahu etal., 2010).
IV.1.1.2. Mise en évidence des tannins

Les tannins condensés ou catéchiques ont été néigidgence a chaud en présence de
HCI concentré : 4ml de chaque extrait sont évapdmés résidus sont repris dans 2 ml d’eau
distillée. Quelques gouttes d’HCI concentré sorsuér additionnées. Le tout est chauffé au
bain-marie bouillant. La formation d’un précipitduge indique un test positif.

La détection des tannins hydrolysables ou galligeetait par saturation avec I'acétate
de sodium du filtrat de la solution précédentéagdlit de 3gouttes d’'une solution aqueuse de
chlorure ferrique FeGI(2%). L'apparition d’'une coloration bleu-noir imge est signe de la

présence des tannins galliqyBgkéro etal., 2007).

IV.1.1.3. Mise en évidence des coumarines

2ml de chaque extrait sont mis dans deux tubesaisgguis évapores. Les résidus sont
ensuite repris avec 2 ml d’eau distillée. Le tosit éauffé au bain marie. La présence de
coumarines est révélée apres ajout dans 'un desstde 0.5ml d’ammoniaque (NBH) a
25% et observation de la fluorescence sous UV @03k/ne fluorescence intense dans le

tube ou a été ajoutée 'ammoniaque indique la psde coumaring8ouzid, 2008)
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IV.1.2. Composés terpéniques
IV.1.2.1. Mise en évidence des stérols/tri-terpenes

Les stéroides sont détectés par la réaction destridnn. 3ml de chaque extrait est
meélangé avec 3ml d’acide acétique. Le mélangeresiite chauffé puis refroidi. Quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré sont additiasn L'apparition d’'une couleur bleue-verte

indigue une réaction positif&ahu etal., 2010)
IV.1.2.2. Mise en évidence des glycosides cardiotques

La révélation de la présence des glycosides camimies est effectuée selon le test
Keller-Killiani. 2ml de chaque extrait sont évaparées résidus sont dilués dans 5ml d’eau
distillée puis, 2ml d’acide acétique glacial, coratet une goutte d'une solution Fe(3%)
sont additionnés. L’ajout de I'acide sulfurique centré conduit a la formation d’'un anneau
noir a l'interface indiquant la présence des suorgslés caractéristiques des cardénolides
Un anneau violet au dessous de I'anneau noir etnmeau bleu-vert au niveau de la phase

acétigue peuvent apparaifichan etal., 2011)
IV.1.2.3. Mise en évidence des saponosides

2ml de chaque extrait sont évaporés. Les résidusessuite additionnés de 5ml d’eau
distillée, puis agités vigoureusement. L’apparitbone mousse de plus d’lcm de hauteur

persistante durant 1heure indique la présence abtedes saponin€Békéro etal., 2007)
IV.1.3. Mise en évidence des alcaloides

3ml de chaque extrait sont évapor@sl d’'HCI dilué (37%) sont ajoutés aux résidus
obtenus puis filtrés. Quelques gouttes de réaetividyer (5 g de Kl et 1,358 g de HgCl
solubilisés dans 100 ml d'eau distillée) sont &estau filtrat. L'apparition d’'un précipité

jaune indique la présence des alcalo(@d<amali et El-amir, 2010).
IV.1.4. Mise en évidence des protéines

1ml de chaque extrait est évaporé. 1ml d8® concentré est additionné a chaque
résidu. La présence des protéines entraine I'ajgraud’'un précipité blanc qui devient jaune
par chauffage. Aprés addition d’ammoniaque {(NH), le précipité jaune devient orange
(Sahu etal., 2010).
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IV.2. Chromatographie sur couche mince CCM

La chromatographie sur couche mince est une méthodétique qui peut nous
renseigner sur le nombre et l'identité des compda#s melangeElle repose principalement
sur des phénomenes d'adsorption : la phase mailenesolvant ou un mélange de solvants,
qui progresse le long d'une phase stationnaire fsxé une plaque de verre ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminiumrespque I'échantillon ait été déposé sur la
phase stationnaire, les substances migrent a tesseiqui dépend de leur nature et de celle

du solvantBounias, 1983).

Dans ce travail la CCM est réalisée sur une plagjueerre. La phase stationnaire est
constitué d'une couche de 0,5cm d'un gel de siliéggposé sur une plaque en verre
(19,7x20x0,2 cm). L’élution est faite en utilisalels deux systemes de solvants suivants
(Abdel-Hameed, 2009)

= Systeme 1 : Dichlorométhane-Méthanol 19 :1 {ChMeOH : 19 :1).

= Systeme 2 : n-Butanol-Méthanol-Eau distillée (n-BlileOH-H,O: 5 :1 :1).

10ul de chaque extrait (50mg/ml pour le systéme 25eng/ml pour le systeme 2) et des
standards (quercétine, rutine, et acide galliquaeiconcentration de 8mg/ml) sont déposés a
une distance de 1cm de la partie inférieure deldgue. La plaque est ensuite placée en
position verticale dans la cuve contenant la plnasieile (solvant) qui se déplace le long de la
phase stationnaire (gel de slice sur la plague esre) selon le phénoméne de capillarité.
Lorsque le solvant arrive a environ 1 cm de I'erité supérieure, la plaque est retirée de la
cuve. La révélation est effectuée aprés séchagta qeaque a I'étuve (40°C/ quelques
minutes) par l'utilisation des réactifs chimiques '&V. Les rapports frontaux R;) des

différentes bandes sont déterminés selon la forsuileinteBounias, 1983)

Distance parcourue par la substance
" Distance parcourue par le front du solvant

Rf
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IV.3. Dosage colorimétrique des polyphénols
IV.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminéetiéirant la méthode adaptée par

Khlifi et al. (2013) avec quelques modifications

Le principe de la méthode repose sur la réductiorédctif Folin-Ciocaltemélange

d’acide phosphotungstique 3(IPI\/V12040) et d’acide phosphomolybdique3QPM012040) lors de

'oxydation des phénols, en un mélange doxydesusdlde tungstene et de molybdene
(Ribéreau-Gayon, 1968)

0,25ml de chaque extrait est additionné de 1,2%mitédctif Folin-Ciocalteu (0,2N).
Le mélange est laissé pendant 5mn a températurevat@bpuis 1ml de carbonate de sodium
(7,5%) est ajouté. Aprés lheure d’incubation I'abaoce est mesurée a 765nm par un
spectrophotometre visible (UNICO 1200) contre umdin réalisé de la méme maniére en
remplacant I'échantillon par le méthanol ou l'eagtitiée. Une courbe d’étalonnage est
réalisée avec l'acide gallique (Annexe lll). Lesukats sont exprimés en mg d’équivalent

acide gallique par g de la matiere seche (mg EAGZ),.

IV.3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides est estimée par la méthodwouet-Grand et al. (1994)
adapté paiGursoy et al. (2009)basée sur la formation d’un complexe jaune flavoeoi

Aluminium.

1ml de chaque extrait est mélangé avec un voluna¢ @g chlorure d’aluminium
(AICI3) dans du méthanol (2%). Le mélange est incubégmridmn, et I'absorbance est lue
a 415 contre un témoin consistant en 1ml de I'éthamet 1ml du méthanol sans AlCLes
teneurs sont exprimés en mg d’équivalent querc@iameg de matieére seche obtenues a partir

d’'une courbe d’étalonnage utilisant la quercétituengexe lll).
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IV.3.3. Dosage des flavonols

Le dosage des flavonols est réalisé selon la méthied Kumaran et Karunakaran
(2007)adapté paMbaebie et al. (2012).

Un volume de 1ml de chaque extrait est mélangé andale chlorure d’aluminium a
2% dans du méthanol et 1,5ml d’'une solution d’deétle sodium (5%). Le mélange est
incubé pendant 2.5 h & 25°C et la lecture est teiéeca 440nm. Les résultats sont exprimés
en mg d’équivalent quercétine par g de matiére esatdterminés a partir d'une courbe
d’étalonnage utilisant la quercétine. Un témoinréatisé de la méme maniere en remplacant

le chlorure d’aluminium et I'acétate de sodium gaméthanol et de I'eau distillée.
IV.3.4. Dosage des tannins condensés

La détermination de la teneur en tannins condeeseialisée par la méthode de Sun
et al. (1998)adaptée pakiu et al. (2008),basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec
les unités des tannins condensés en présence @’poitt produire un complexe coloré en
rouge mesuré a 500 nm. La réactivité de la variliavec les tannins n’implique que la

premiere unité du polymef8a etal., 2010).

500 ul de chaque extrait est mélangé avec 3nd gadilline (a 4% dans le méthanol)
et 1,5ml d'acide chlorhydrique (HCI) concentré.rhélange est laissé au repos pendant 15mn
a température ambiante. L’absorbance est mesubB8®r@m contre un témoin reéalisé de la
méme facon que pour I'échantillon en remplacanttiat par le méthanol ou I'eau distillée.
Les concentrations sont exprimées en mg d'équivalatéchine par g de la matiére seche
(mg ECat/g MS) déterminés a partir d’'une courbeatbdnage utilisant la catéchine (Annexe

).

V. Evaluation de l'activité antioxydants
V.1. Détermination de I'activité scavenger (Activié anti-radicalaire)

L’activité scavenger des radicaux libres est tnégpdrtante en raison des effets
néfastes de ces radicaux dans les aliments eydéanses biologiques. Le DPPH et L’ABTS
sont les plus utilisés en raison de la facilitdadetalisation, de la rapidité de la réaction, et d
sa sensibilit§Pourmorad etal., 2006 ; Gulgin etal., 2010a).
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V.1.1. Activité scavenger du radical DPPH®

Le DPPH (Diphenylpicrylhydrazylest largement utilisé pour déterminer la capacité
scavenger des extraitdang etal., 2007).Sa structure présente un centre azoté et possede de
caractéristiques absorptives a 517nm. Sa réduetidh1,-diphenyl-2-picrylhydrazine (Figure
9) par le don d’'un atome hydrogéne ou d’un électmatnaine un changement de la couleur de

la solution du pourpre au jauf@ayaprakasha etal., 2008, Liu etal., 2008).

uz..@%..g @%iﬁ

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (non radicalaire)
Figure 9: Forme radicalaire et réduite du DP¥olyneux, 2004).

L’effet des différents extraits des deux variétéfRdta chalepensik. sur le DPPH est
estimé selon la méthode rapportée @arsoy et al. (2009)1ml de chaque concentration de
I'extrait (20-100pug/ml) est ajouté a 1ml d’'une smo du radical DPPH (dans du méthanol
0,2mM). Le mélange est fortement agité puis la@mséepos pendant 30mn. L’absorbance est
mesurée a 517nm. L’acide ascorbique et le BHA stilisés comme des standards positifs.

L’inhibition du DPPH exprimée en termes de poutaga (Pl) est donnée par la formule
suivante :

| PI(%) = [(A¢-A1)/Ad] X 100 |

Ou Ay et A; sont 'absorbance du contrdle et de I'échantilespectivement.
Les valeurs peuvent également étre exprimées e @iCsy qui désigne la concentration de
I'échantillon inhibant 50% du radical DPPKBu etal., 2008).
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V.1.2. Activité scavenger du radical ABTS (Acide 2,2'azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonique)

L’activité scavenger du radical ABTS est détermigséton la méthode dee et al.
(1999). Le cation ABTS°+ est géneré en mélangeant 5ml dswmlation aqueuse d’ABTS
(14mM) avec 5ml de persulfate de potassiumStRg) a 4,9mM. Le mélange est ensuite
stocké a I'abri de la lumiére a température ambiaotrant 16h. La solution est diluée avec de
I'éthanol jusqu’a une absorbance de 0,7+0,02 am34n

Un volume de 2ml de la solution ABTS°+ diluée edtliionné a 20ul de chaque
extrait ou du BHA a différentes concentrations. dsarbance est mesurée aprées 6mn a

734nm. Le BHA est utilisée comme standard. Les nesssont effectuées en double.

Les pourcentages d’inhibition (PI) sont mesuréstdisant la formule suivante :

| PI(%)=[(Ac-A1)/Ag] x 100 |

Ou A et A; sont I'absorbance du contrdle et de I'échantiiespectivement.

V.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits Ruta chalepensid. est déterminé selon la
méthode delayaprakasha et al. (2001)Ce test est basé sur la réduction de I'iofi" Ffer
ferrique) du ferrocyanure en sa forme réduité’ ffer ferreux) qui sera suivie par la mesure

de la formation d’une couleur bleue a 700k et Gulgin, 2008)

Un volume de 1ml de chaque concentration de I'éxast mélangé avec 2.5ml de
tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) et 2.5ml de feamtye de fefK3Fe(CN)] (1%). Le
meélange est mis dans un bain marie (Memmert) a petdant 20mn. Apres refroidissement,
2,5ml de trichloracétique (10%) sont additionnés.nhiélange est centrifugé a 5000trs /10mn.
2,5ml du surnageant sont prélevés et sont addémme 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml de
chlorure ferrique (0,1%). L’absorbance est mesarg@0nm. L’augmentation de I'absorbance
indiqgue un fort pouvoir réducteur. Le BHA et l'aeidascorbique sont utilisés comme

standards.
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V.3. Chélation du fer

La capacité de la chélation du fer par les extradt estimée par la méthodelRiais
et al. (1994) Le test consiste a inhiber la formation d’un ctewp entre la ferrozine et 'ion
Fe’* de couleur rouge. Cette inhibition se traduit ladiminution de la couleur rouge dont

I'intensité est mesurée a 562nm.

2ml de chaque extrait a difféerentes concentratiemist mélangés avec 0,05ml de
chlorure de fer (Fe@l a 2mM. La réaction est initiee par I'ajout de rdl2de ferrozine
(5mM). Le mélange est agité vigoureusement puisséipendant 10mn a température
ambiante. L’absorbance est mesurée a 562nm. L'&tidenediaminetétraacétique (EDTA)

est utilisé comme standard. Le pourcentage delfitidn est donné par la formule suivante :

| PI(%)=(A0A)/Aox 100 |

Ou Apet A; sont I'absorbance du contréle et des échantillesgectivement.
VI. Evaluation de I'activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits dRuta chalepensid. est testée sur trois

souches bactériennes et trois souches fongiquesseyées dans le tableau VII.

Tableau VIl : Souches microbiennes testées

Souches bactériennes Souches fongiques
Gram- Gram+ Levure Moisissures
Escherichia coli Aspergillus niger
(N.A.R) Staphylococcus aureu| Candida albicans (939N)
Pseudomonas aeruginosa  (ATCC6538) (ATCC1024) | Aspergillus flavus
(ATCC27853) (2CA936)

ATCC: Americain Type Culture Collection ;
N.A.R: Nalidixic Acid Resistant;
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VI.1. Préparation de la suspension microbienne

Les souches bactériennes et fongiques sont imitelé revivifiées par culture dans le
bouillon nutritif, a partir duquel une culture jeude 18h est réalisée sur des milieux sélectifs
pour Staphylococcus aureust Escherichia coli(milieu gélosé Chapman et milieu gélosé
Hektoen respectivement) et sur le milieu gélosé &dant agar (PCA) pouPseudomonas
aeruginosaa 37°C et sur le milieu gélosé Sabouraud Dexteo88°C pour la levure et les
moisissures. Une suspension de chaque microorganesh réalisée par le transfert de
guelques colonies bien isolées de chaque culturs da I'eau physiologique stérile (0,9%).
La suspension est ensuite ajustée & une absorbar;68-0,14= 625nm (18 UFC/mI) pour
les bactéries, de 0.12-0.15¢ 530nm (18 UFC/mI) pourCandida albicanset 16 spores/ml
(Transmittance= 68-82%f% 530 nm) pour les moisissur@3faller et al., 1998)

VI.2. Test de sensibilité

L’activité antimicrobienne est réalisée selon lahmée de diffusion en milieu solide.
15ml du milieu Muller Hinton et de Sabouraud Deg&@n fusion (40-45°C) sont coulés dans
des boites de Pétri (9cm) stérilés1ml de la suspension microbienne correspondastte e
étalée sur la surface des milieux gélosés se semtiamrateau étaleyKelen et Tepe, 2008)

Des spots de 20ul de chaque extrait a differerdasentrations (10, 30, et 50mg/ml
soit 0,1, 0,3, et 0,5mg/20ul) sont appliqués auidase des milieux gélosés préalablement
ensemenceés. Les boites sont ensuite conservée€ peffdant 3h pour une pré-diffusion
(Bansemir etal., 2006)puis incubées a 37°C/24h pour les bactéries, 2atCpour la levure,
et 30°/48h pour les moisissur@$addouchi etal., 2013).

Le méthanol est utilisé comme témoin négatif. Lan@micine (1mg/ml soit
0,01mg/20ul) est utilisée comme antibiotique dénegice, et le Fluconazole (1, 3, et 5mg/ml
soit 0,01, 0,03 et 0,05mg/20ul) comme antifongidaeeéférence. Tous les tests sont effectués
en double. L’activité antimicrobienne est évaluég [a mesure du diametre de la zone

d’inhibition en mm.
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VII. Analyse statistique

Toutes les mesures sont réalisées en double. ke#tats des dosages et des tests
biologiques (activité antioxydants et antimicrolsieh sont exprimés en moyennes * écart
type. L'analyse de la variance ANOVA, suivie dutt€akey est employée pour déterminer le
taux de signification en utilisant le logiciel On&ro (version 8.6E). La différence est
considérée significative ag®,05. Les corrélations entre I'activité antioxydast les teneurs
en polyphénols sont réalisées par le calcul duficomit de corrélation Pearsonr«
(p<0,05) et par régression linéaire sur le programn¥ElE Les valeurs d’IC50 sont

déterminées en employant le logiciel OriginPro 8.6.
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|. Caractéristiques fluorescentes de la poudre dexchantillons

Cette analyse constitue surtout un moyen permeladistinction entre les plantes qui
présentent des caractéristiques botaniques prettips différent par leur composition chimique
comme c'est le cas des especes de Ruta. Certanssitaants ont tendance a montrer une
fluorescence dans le visible a la lumiere du joleutres présentent des florescences sous UV
comme certains alcaloides, et certains d’autrde sent qu’aprés leur transformation en dérivés
fluorescents en appliguant des réactifs appropfi@snar et al., 2011) Les résultats de

'analyse du comportement fluorescent de la posdreg présentés dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Caractéristiques fluorescentes de la poudieuda chalepensik.

Composés
Traitement Lumiere visible | UV (302nm) | probablement décelés Référence
La poudre telle quelle eq Vert clair Vert clair - -

HCI concentré Bleu-vert Pourpre Tri-terpénes Khan etal., 2011
HCI concentré + eau Beige Jaune Acridones Junghanns etal.,
distillée 1997

H,SO, concentré Brun noir Violet - -
H,SO, 50% + eau Rouge-brunatre Bleu - -
distillée
Acide acétique Vert foncé Violet Tri-terpénes Khan etal., 2011
Méthanol Vert-jaune Violet - -
Acétate d'éthyle Beige Orange-rosatre - -
Ether de pétrole Vert Rouge - -
NaOH 10% (aqueux) Jaune Vert
NaOH 1IN (dans Jaune Jaune Flavonoides Sahu etal., 2010
I'éthanol)
FeCk (5%) Vert-noir Violet Polyphénols Meot-Duros et
Magné, 2009

L’ajout des différents réactifs conduit a I'appinit de plusieurs couleurs et fluorescences
résultant de la réaction des réactifs utilisés descconstituants de la poudre. Les différentes
réactions ont conduit a la mise en évidence deaiosrtconstituants dRuta chalepensis.
comme les acridones (alcaloides) qui présentenfluokescence jaune et sont décelés par I'HCI
+ I'eau distillée(Junghanns etal., 1997).De méme/'ajout des acides concentrés (HCI, et acide
acétique) conduit a I'apparition d’'une couleur lelexerte caractéristique des tri-terpenes qui
apparaissaient en pourpre ou en violet sous (KIWan et al., 2011) La couleur jaune est

observée en utilisant le NaOH indiquant la préseteseflavonoideéSahu etal., 2010)
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Il. Rendement d’extraction
Les rendements d’extraction obtenus ales troissolvants utilisés nt représentés dans

la figure 10.

m Cultivée ®mSauvage

20
18
16
14
12
10

Rendement d'extraction en%

OoON A~ O O®

Acétone Ethanol Eau distillée

Figure 10: Rendementd’extraction ds deux variétés deuta chalepens L. suivant le solvant.

D’aprés ces résultgtée rendement d’extraicin est influencé par le type solvant.
L’acétonedonne le rendement le plus faible (9,% et 9,49%)par contre I'éthancet I'eau
distillée donnentles rendements procl (16,7-17,057% et 17,071/8,17% respectiveme). Un
rendement d’extraction élevé (39¢est obtenu avec le méthanol tampoi(80% méthanol et
20% de tampon phosphai@)izoreky et Nataha, 2003’ Au contraire au type ( solvant, le taux

d’extraction varie peu entftes deux variéte¢ deRuta chalepensi&ultivée et sauvay).

Les rendemest d’extractiol obtenus par I'éthanol (16,784%057%)sont proches de
ceux rapportés paFakhfakh et al. (2012 utilisant I'extraction parle soxhlet 14,86% et
18,06%). Par contre na@ésultats obtenus avl’eau distillée sonsupérieus (17,077-18,17%) a
ceux rapportés par ce der (9,27-11,85% De méme, un rendement d’extraction de 4%
obtenu parAlzoreky et Nakahara (2003 en utilisant I'acétone comme solvant. (résultats
pourraient étre attribuéesla différence dla méthode d’extraction qudeut influencer le tat
d’extraction (Turkmen et al., 2006 ; Hayouni etal.,, 2007) En outre, es rendements
d’extraction de 3,5% etG® obtenus avec I'éthanol 96% 95% en utilisant le soxhlet ont ¢
rapportés pafl-Said et al. (1990 et Acquaviva et al. (2011yespectivemenCes variations de
rendement pourraieidtre attribuées a certains facteurs comme le voldumsolvant utilisé et |

durée d’extractiofTurkmen et al., 2006)
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lll. Analyse phytochimique des extraits bruts
l1l.1. Résultats des tests phytochimiques

Les propriétés pharmacologiques BReta chalepensid. sont surtout attribuées a la
présence des alcaloides, des flavonoides, desnsardes furocoumarines, des glycosides, des
acides aminés, et des saponi(&sn Bnina etal., 2010 ; Acquaviva etal., 2011) Les résultats

des tests phytochimiques des extraits sont repsdans le tableau IX.

Tableau IX: Résultats des tests phytochimiques des extraiRuth chalepensis.

Variété cultivée Variété sauvage

Composés Acétone  Ethanol Eau distillée Atone Ethanol Eau distillée
-Flavonoides + + + + ++ +
-Tannins + + + + + +
catéchiques
-Tannins + + + + + +
galliques
-Coumarines + ++ + +++ + +
-Stérols/ ++ + - + + B}

tri-terpénes
-Glycosides - - - - - -
cardiotoniques
-Saponosides + + +++ + + +++
-Alcaloides +++ +++ - + + .
-Protéines - - - - - -

+ : réaction faiblement positive, ++ : réaction raogement positive, +++ : réaction franchement pasit

- . réaction négative (symbole mis en basant stehsité de la couleur).

La présence ou l'absence de certains composeés warextrait est fonction de leur
solubilité dans le solvant d’extraction. D’apressnwesultats, les flavonoides, les tannins
(catéchiques et galliques), et les coumarines paoggents dans tous les extraits, mais a des
proportions différentes, par contre les alcaloiddsles stérols sont présents dans les extraits
éthanoliques et acétoniques et absents dans lesesgueux. Les alcaloides sont généralement
insolubles dans I'eau ou faiblement solul{leaniel, 2006)ce qui explique leur absence dans les
extraits aqueux. Les saponosides des propriétés détergentes qui permettentriadiion de la
mousse. lIs sont présents en abondance dans tageagueux et sont faiblement présents dans
les autres extraits cela pourrait étre du au iaét ges composeés sont essentiellement sous forme
glycosylée (les sapogénines ne comportent pas arge pglucidique) ce qui les rend
hydrosolublegHopkins, 2003) Les glycosides cardiotoniques et les protéines albsents dans

tous les extraits.
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Une analyse phytochimique de l'extrait éthanoliqies parties aériennes dRuta
chalepensisL. effectuée parAl-Said et al. (1990)a révélé la présence des tannins, des
flavonoides, des coumarines, des alcaloides, dedstri-terpénes, des saponines ce qui est en
accord avec nos résultats obtenus avec l'extrh@néique. De méme, les coumarines, les
flavonoides, les stérols, et les alcaloides ontrésés en évidence dans I'extrait aqueux et/ou sa

fraction méthanoliquévazquez-Cruz etal., 2010)

l1l.2. Analyse chromatographique (CCM)

L’observation des plaques est réalisée a la lundar@ur sans ou avec réactifs et sous
UV (302nm). Le FeGl (5%) et I'acide sulfurique 40% dans le méthanoitaatilisés comme
réactifs chimiques pour la révélation des compgaemoliques et terpéniques respectivement
(Abdel-Hameed, 2009).

Le Systeme n-Butanol-Méthanol-Eau distillée donnleaBdes visibles a la lumiere du
jour dans les extraits acétoniques et éthanoli¢figsire 11A). Le Tableau X donne les rapports
frontaux des trois bandes et des standards. Lai@rermande R= 0,64) de couleur jaune a le
méme rapport frontal que la ruting=£ 0,64) et présente la méme couleur. A I'observaties
plaques sous UV ces bandes prennent une couleloreaa méme pour la rutine (Figure 11B)
confirmant qu’il s’agit bien de la rutine. La qudication de la rutine dans I'extrait éthanolique
de Ruta chalepensik. par HPLC réalisée pacquaviva et al. (2011)a donné un pourcentage
de 3,5%

La quercétine de couleur jaune présente un rafyporial (R= 0,89) identique a celle de
la troisieme bande de couleur jaune-verte (Figdws) fiui peut contenir ce flavonoide.

Apres pulvérisation avec une solution de RBelCb%, les standards et les bandeB1 (
=0,64) et 3 R = 0,89) (observation dans le visible) prennent coeleur noir en raison de la
présence des polyphénols avec plus de deux groupermgdroxyleqMeot-Duros et Magné
2009).

Les bandes 1 fluorescenteR: £ 0,08-0,17) de systeme n- Butanol-Méthanol-Eau
distillée pourraient correspondre aux furocoumar{karborne, 1992).
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“«— +— — <

EtC EtS EDC EDS

Quercétine
.

Rutine

Acide gallique

Figure 11: Chromatogramir du systeme n-Butanol-Méthangiu distillé: 5:1:1.

A: observation dans le visit. B : observation sous UV a 203nm.: Extrait é¢thanolique Ac: Extrait
Acétonique ED: Extrait aqueuxC: Variété cultivéeS: Variétésauvage
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Tableau X: Rapports frontauxR) des bandes obtenues dans le systeme n-ButanbbN#t

Eau distillée : 5:1 :1.
Observation dans le visible
Variété cultivée Variété sauvage
Bandes/Extrait Ac Et ED Ac Et ED
1** 0,64 0,64 - 0,64 0,64 -
2* 0,89 0,89 - 0,89 0,89 -
3 0,75 - - 0,75 - -
Observation sous UV (203nm)
1 0,08 0,17 0,17 0,08 0,11 0,16
2 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
3 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
4** 0,64 0,64 - 0,64 0,64 -
5* 0,89 0,89 - 0,89 0,89 -
Standards (observation dans le visible et sous UV)
Quercétine* Rutine** Acide gallique
0,89 0,64 0,45

Ac: Extrait AcétoniqueEt: Extrait EthanoliqueED: Extrait Aqueux. * : la quercétine est probableimprésente
dans les extraits éthanoliques et acétoniqueslartutine est présente dans les extraits étharesdigt acétoniques.

L’analyse chromatographique est également réaligge utilisant le systéeme
Dichlorométhane-Méthanol: 19:1 qui a fournit lesazhatogrammes représentés dans la figure

12. Les rapports frontaux des bandes obtenueseomndésentés dans le tableau XI.

L’'observation dans le visible a permet de viswealigois bandes au niveau des extraits
acétoniques et uniqguement deux bandes au niveaextests éthanoliques (figure 12A). Par
contre, aucune bande n’est observée au niveauwtteg®aqueux. Les standards utilisés (rutine,

guercétine, et acide gallique) n’ont pas migreé.

L’'observation sous UV (203nm) permet de constatasieurs bandes de couleurs ou

fluorescences différentes (figure 12B) correspotslardifférents composes.
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(A)

Figure 12: Chromatogramme du systé Dichlorométhane-Méthanol9:1. A : Observation

dans le visibleB : Observation sous UV (203nr Ac: Extrait acétoniqueEt: extrait éthanoliqueED:
Extrait aqueuxC et S désignent la variétéultivée et sauvage respectiven.
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Apres pulvérisation avec l'acide sulfurique a 40#nsl le méthanol les bandes N° 1
(R=0,17-0,18) prennent une couleur bleu-verte aallague qu’elles peuvent correspondre aux
tri-terpenegKhan et al., 2011) Sous UV ces bandes apparaissent en rouge-rasatab dans

les extraits aqueux.

Les bandes présentant une fluorescence jaBpe((56-0,57) pourraient correspondre
aux furocoumarines et celles avec une fluorescbleeee R=0,74-0,78) pourraient correspondre
aux coumarinefHarborne, 1992).

On constate également I'absence de la bande R220(4-0,44) (observation sous UV)
dans les extraits deuta chalepensisultivée ce qui peut constituer une caractérigtiguimique

permettant de distinguer les deux variétés.

Tableau XI: Rapports frontauxR) des bandes obtenues dans le systeme Dichlorongétha
Méthanol : 19 :1.

Observation dans la visible
Variété cultivée Variété sauvage

Bande/Extrait Ac Et ED Ac Et ED

1 0,17 0,18 - 0,17 0,18 -

2 0,6 - - 0,6 - -

3 0,88 0,9 - 0,9 0,9 -

Observation sous UV

1 0,2 0,23 - 0,21 0,16 -

2 - - - 0,43 0,4 0,44

3 0,57 0,56 0,57 0,57 0,56 0,57

4 0,69 0,65 0,65 0,69 0,65 0,65

5 0,73 - - 073 - -

6 0,78 0,74 0,76 0,76 0,74 0,76

7 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85

8 0,95 0,96 - 0,96 0,96 -

Ac: Extrait AétoniqueEt: Extrait EthanoliqueED: Extrait Aqueux.
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[11.3. Teneurs en composés phénoliqur

Les polyphénols, etn particulier les flavonoides, les acides phénebget les tannir
condensés sont considérés comme des agents aglaatibxydant important et qui exercent
plus une activité antimicrobienr(Heim et al., 2002 ; Zhanget Line, 2009). La figure 13 ci-
apres donne les teneurs en polyph¢ totaux, en flavonoidessn flavonols,et en tannins

condensés des extraits desRiga chalepens L.

80

70 H Acétone

H Ethano
i Eau distillés

60

50

40
30
20
10

Teneur en composés phénoliques

Cultivéé Cultivéé Cultivée Sauvage Cultivée

Sauvag Sauvage Sauvage

Polyphénols totaux (m| Flavonoides (mg EQ/¢Flavonols (mg EQ/g M$) Tannins condnsés (n
EAG/g MS MS) ECat/g MS)

Les barres verticales indiquent les écarts tyles barreportant les mémes lettres indiquent une différermesignificative
a p<0,05.

Figure 13: Résultats du dgage des différentes classe polyphénols danles deux variétés de

Ruta chalepensik.

La teneur en polyphénols totaux varie 26,095+0,94 &2,085:1,944 mg EAG/g MS
correspondant respectivement a I'extrait acétonet éthanolique dRuta chalepens sauvage.
On constate que la teneest tres variable sel le solvant d’extractiomtilisé (existence d’'une
différence significative g0,05) et peu variable selon la variété (absence d'une diffée

significative (=0,05)).

L’éthanol donne lesaleus les plus élevee$5,34 + 2,73 et 72,08+ 1,94 mg EAG/g
MS respectivement pour haariéte cultivée et la variété sauvageles teneurs les plus faibl
sont enregistrés avec l'acétc(26,095 + 0,94 et 27,245 + 1,21 |84 G/g MS).
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La teneur en flavonoides exprimée en mg équivajeeatcétine/g de la matiére seche (mg
EQ/g MS) présente une différence selon les solvatilisés et la variété. Les extraits aqueux et
éthanolique deRuta chalepensissauvage donnent les valeurs minimale et maximale
respectivement (1,96 = 0,13 et 31,9 £ 2,12 mg B@%). L’éthanol donne toujours les teneurs
les plus élevées (31,9 £ 2,12 et 22,535 + 0,57HQgg MS respectivement pour la variété
sauvage et cultivée). L'extrait agueux comportetéeurs les plus faibles en flavonoides (1,96
+ 0,13 mg EQ/ g MS pour la variété sauvage et 624579 mg EQ/ g MS pour la variété
cultivée). L’'analyse statistique montre l'existend&ne différence significative entre les

solvants et entre les deux variétés de la plardt®,(Qb).

La teneur la plus élevée en flavonols a été ertrégisvec I'extrait éthanolique @Ruta
chalepensisauvage (13,22 + 0,86mg EQ/g MS). Les teneurplies faibles ont été obtenues
avec les extraits aqueux des deux variétés dedep(2,29 + 0,49 et 3,005 + 0,25 mg EQ/g MS)
et I'extrait acétonique de la variété sauvage (3,226 mg EQ /g MS) qui ne présentent pas une
différence significative (g0,05), alors que la teneur de I'extrait acétonideda variété cultivee
(5,46+0,46 mg EQ/g MS) ne présente aucune différesignificative avec celle de I'extrait
éthanolique de la méme variété (5,29+0,08 mg EQ&).M

Les tannins condensés présentent une distribuiimiiase a celle des polyphénols
totaux ; les deux variétés (cultivée et sauvageyrasentent pas une différence significative, par
contre la teneur en tannins condensés varie sighifement selon le solvant. Les extraits
éthanoliques en sont les plus riches (6,81 + 0143,555 + 0,2 mg ECat/g MS polRuta
chalepensissauvage et cultivée respectivement) et les est@i€toniques en sont les plus
pauvres (1,350,014 et 2,74 + 0,04 mg ECat/g.NM&s extraits aqueux donnent des teneurs de
2,74 + 0,04 & 3,15 + 0,014 ECat/ g MS).

Les teneurs en composés phénoliques de I'extiadnétique et méthanolique dRuta
chalepensid.. poussant en Tunisie ont été rapportéedpiathfakh et al. (2012)etKhlifi et al.
(2013):

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonotss extraits éthanoliques &aita
chalepensid.. récoltée en deux sites différents de Tunisiet sespectivement de 8.04+1.42-
12.14+2.75 mg EAG/g MS et 51,61+ 7,95-67,67+ 553 BQ/ g MS et celles des extraits
aqueux sont de 14.02+4,9-17,67+4,93 mg EAG/g M§,@1+3,22-71, 8,51+4,97 mg EQ/g MS
(Fakhfakh et al., 2012) Les teneurs en polyphénols totaux de nos exsaits plus élevées que

celles rapportées par ce dernier. Ceci pourrastdtribué a la différence de la période de récolte
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et le climat qui peuvent influencer la compositidnmique des vegétaufMiliauskas et al.,
2004).De plus, l'utilisation de I'eau distillée bouillantlans notre travail peut étre a I'origine de
la teneur élevée en polyphénols totaux (39,32 *8&%81+0,22 EAG/g MS) par rapport a celles
obtenues paFakhfakh et al. (2012)ce qui est en accord avec I'étudeKhalinic et al. (2006)
qui ont démontré 'augmentation de la teneur eygiw#nols totaux de I'extrait aqueux ainsi que

son activité antioxydants avec I'élévation de lapérature (20°C et 98°C).

La teneur en polyphénols totaux, en flavonoides, t@nnins condensés, et en
anthocyanines de I'extrait méthanolique, obtenueepdraction au soxhlet ont été également
rapportées. La teneur en polyphénols est de 58.43+8g EAG/g MS, celle des flavonoides est
de 12.78 £ 0.08 mg EQ/ g MS, les tannins condeasésine teneur de 4.73 + 0.14 mg ECat/g
MS, et les anthocyanines possédent un tauxdb®29 + 3.40 mg Equivalent cyanidin-3-
glucoside (EC3G)/ Kg M&hlifi et al., 2013).

Des teneurs en polyphénols &eita montanal. et Ruta graveolend.. poussant en
Algérie ont été rapportées. L'extrait éthanolique Ruta montana.. montre une teneur en
polyphénols totaux de 3,13+0,3 mg EAG/g MS et wmeetr en flavonoides de 1,62+0,4 mg
d’équivalent rutine par g de la matiere seche (BR8) (Djeridane et al., 2006).La teneur en
polyphénols totaux de I'extrait méthanoliqueRigta graveolens. est estimée a 4,18 mg EAG/
g MS et celle des flavonoides a 2 mg ER/ g (Bferidane etal., 2010).Ces résultats sont plus
faibles que ceux obtenus dans notre étude. En, édfgtrocédé d’extraction effectué dans ces
deux travaux, a conduit a I'élimination d'une grarghrtie de composés pouvant interférer avec
le dosage des polyphénols en raison de manque sfgtaficité du réactif Folin-Ciocalteu qui
peut étre réduit par d’autres substances que lgphpnols(Wong etal., 2006) Cela pourrait
étre a l'origine de cette différence en plus deifférence de I'espéce.

IV. Activité antioxydants
L’activité antioxydants des composeés est attriblu@ivers mécanismes d’action, parmi

eux, la capacité réductrice, la fixation des ionétaiiques de transition (catalyseurs), la
décomposition des peroxydes, et I'activité scavefi@élcin et al., 2004).De plus,la capacité
antioxydante des extraits végétaux est largemdeimcée par la composition des extraits et les
conditions de la réalisation du test. Pour cettsor il est nécessaire d’effectuer plus d’'une
mesure de l'activité antioxydants afin de prendnecensidération les différents mécanismes
d’action (Li et al., 2008).Dans ce travail, trois mécanismes d’action ontégtéliés ; I'activité

scavenger du DPPH° et de I’ABTSle pouvoir réducteur, et la chélation du fer.
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IV.1. Activité scavenger(Activité anti-radicalaire)
IV.1.1. Activité scavenger di radical DPPH®

Le radical organique CPH° est largement utilisé pour la détermination detivagté anti-
radicalairedes composeés isolés ou des extr(Katalinic et al., 2006) Ce test détermine la
capacité des extraits a piéger I'électimpair dece radical qui se traduit par transformation

de la couleur pourpre en jau(Jayaprashka etal., 2008).

La capaci des extraits des deux varit deRuta chalepensik. et ces standards a piéger
ce radical est représentéeus forme de courbedu pourcentage d’inhibitioi(Figure 14) qui
montre que l'inhibition du radical DPPH® est prajpmmnelle a la concentration de I'ext..
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Figure 14: Inhibition du radical DPP* par les difféents extraits des deux varié deRuta

chalepensid.. et les standar(. A.Asc: Acide ascorbiqueBHA : Butylhydroxyanisc, Ac: Extrait acétonique,
Et: Extrait éthanoliqu&D: Extrail aqueux. Les lettreS et S désignent les dewariétés cultivée et sauvage

respectivement.

L’acide ascorbique (A.Asc) et le ButylhydroxyanigBHA) présentent des pourceges
d’inhibition tres importantpar rapport aux extraitL’extrait éthanolique de la vari¢ sauvage
(EtS) montre Il'activité antradicalaire la plus prononc qui présenteavec un pourcentage
d’inhibition de 73,62%0,29% a 100ug/r.
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La classification des échantillons suivant leur npeatage d’inhibition a 100pg/ml est
comme suit: A.AseBHA>EtSSEtCxAcS>AcC>EDS>EDC avec des pourcentages
d’inhibition de 97,92+0,056%, 95,92+0,06%, 73,6228%, 56,42+0,34%, 54,435+1,47%,
42,625+0,29%, 37,345+0,49%, 29,38+0,15% ou le syebe indique l'absence d'une
différence significative (g 0,05).

L’activité scavenger du radical DPPH° expriméetemes d’'IC50 donne les résultats
présentés dans le tableau Xll. L'IC50 ou la conegiun inhibitrice a 50% désigne la
concentration d’'un extrait ou d’'un composé pernmétta diminution de I'absorbance ou de la
concentration de la solution de DPPH?° a la moiééd valeur initial€Erkan et al., 2008) Plus

I'IC50 est faible plus I'extrait ou le composé efficace.

Tableau XllI: Valeurs d’'IC50 des extraits et des
standards obtenues awéxHPH

Echantillon IC50 (pg/ml)
A.Asc 4,24+0,028
BHA 5,69+0,27
AcC >100
AcS 83,95 + 3,15
EtC 79,54+0,78
EtS 51,18+1,14
EDC >100
EDS >100

Ledeuars portantes des lettres identiques ne monpast
unéélience significative et celles portantes desdstt
difédites sont significativement différentes(p05).

D’aprés le tableau XllI, les standards sont pluga@fes possédant des IC50 plus faibles
(4,240,028 pg/ml pour l'acide ascorbique et 569,22 pg/ml pour la BHA) que celles des
extraits deRuta chalepensik. On constate que les extraits de la variété agenexercent une
activité scavenger vis-a-vis du DPPH® plus impddague les extraits correspondants de la
variété cultivée. Les extraits éthanoliqgues étast plus puissants parmi les autres extraits
(51,18+1,14 et 79,54:0,78 pg/ml). Ces valeurs sont proches de celléegtrdit méthanolique
obtenu parKhlifi et al. (2013) (70,01+. 2,11) et plus faibles de celle de I'extethanolique
rapportée paFakhfakh et al. (2012)(220ug/ml). Les extraits aqueux ont des IC50 sapgss a
100pg/ml qui montrent des pourcentages d’inhibitidérieurs a 50% a cette concentration.
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IV.1.2. Activité scavenger du radical ABTS"

L’activité scavenger des extre es également étudiée en utilisant TABTS. Ce der
réagit avec le persulfate de potassium pour dolenmadical ABTS". La génération du radic
avant l'ajout des extraits est nécessaire afin igBév'interférence des compo: dans la
formation du radical ce qa@ondui a une surestimation de la capacité antioxyd(Katalinic et
al., 2006).

L’ajout des extraits et IBHA entraine une déelorisation de la solution d’ABT"
indiquant I'existence d’unactivité scavenger des échantilloL’inhibition de 'ABTS* par les

extraits et le BHAest présentée dans la fig 15.
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Figure 15: Courbes d’inhibition de 'ABT* par les extraits dRuta chalepens L. et par le
BHA. BHA: Butylhydroxyanisgl Ac: Extrait acétoniquekt: Extrait éthanoliqu&D: Extrail aqueux. Les lettreS

et Sdésignent les deux varié cultivée et sauvage respectivem

Les résultats obtenus different Iégerement de a#hienusavec e DPPH. L'activité
scavenger du radical ABTSpar les extraits est inférieure a celleBIHA. Les pourcentages
d’inhibition a la conentration de 5mg/r sont par ordreroissant comme si: 44,94t0,68%=
44,205+3,92% < 57,45-1,03% ~ 59,645-1,48% ~ 62,4 1,04% =~ 63,71%2,42% <
87,59+0,1% correspalant respectivement aiéchantillons EDS, EDC, AcC, EtC, EtS, /S, et
BHA.
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Les valeurs d’'IC50 figurées dans le tableau Xllhtsseulement déterminées pour les
extraits acétoniques et éthanoliqgues qui présemtesmtinhibitions supérieures a 50%. L’extrait
éthanolique de la variété sauvage est le plusaeHicet réduit la concentration du radical
ABTS°+ de 50% a une concentration de 3,13 + 0,0021h Par contre les IC50 de I'extrait

éthanolique de la variété cultivée et les extra@sdtoniques ne sont pas différentes (différence

non significative a g0,05).

Tableau XlIValeurs d’'IC50 des extraits et
du BHA obtrss avec 'ABTS.

Echantillon IC50 (mg/ml)
BHA 0,55 +0,42
AcC 3,95+0,14
AcS 3,840,468
EtC 3,78+0,f

EtS 3,13+ 0,002
EDC >5
EDS >5

Les valeurs portantes des lettres ideatique présentent
aucune différence significative, et cetigs portent des
lettres différentes sont significativemdiftérentes (g£0,05)

IV.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est généralement utilisé conintcateur de la donation des
électrons(Shon etal., 2003 ; Wang etal., 2008) qui constitue un mécanisme important des
antioxydants permettant la réduction des composéglés. Cette réduction permet la

régénération des antioxydants oxy@esouri et al., 2009).

La capacité de nos extraits et des standards aeddder ferrique du ferrocyanure du fer
est représentée dans les figures 16 et 17. L’ahsoeba 700nm augmente avec la concentration

des extraits indiquant I'existence de composéshiapale donner des électrons.
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Figure 16. Pouvoir réducteur deextraits deRuta chalepensik. Ac: Extrait acétoniqu, Et: Extrait
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Figure 17: Pouvoir réducteur des standz : BHA : Butylhydroxyanisol A.Asc : Acide

ascorbique.

Le pouvoir réducteur exercé par les standardslestimportant que celui des extrait:
des concentrations dix fois plus faiblL’acide ascorbique présente le pouvoir réducteynus
puissant correspondantuae absorbance de 10,03 a la concentratiotie 0,1mg/ml. Le BHA
est moins pusant que I'acide ascorbiqu¢ présente une absorbance de 1+0,04 a la méme

concentration.
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Les absorbances des extraits a la concentrationiinsgnt classés par ordre décroissant
suivant : 0,805+0,120,67+0,009-0,604+0,018>0,494+0,001>0,335t0,03~0,314+0,001
correspondant respectivement aux extrais EtS, &tS, AcC, EDC, EDS.

Les extraits éthanoligues montrent le pouvoir réelurcle plus important parmi les autres
extraits. Ces derniers ont donné les teneurs les plevées en polyphénols totaux, en
flavonoides et en tannins condensés qui peuverstinoer des agents réducteurs. D’autre part,
les extraits acétoniques exercent également ungiordducteur important supérieur a celui des
extraits aqueux. Ces derniers ont donné des termurpolyphénols totaux et en tannins
condensés supérieures a celles des extraits agpéésnimais des teneurs en flavonoides plus
faibles de ces derniers. On peut conclure de crdtags que I'existence des autres composés
dans les extraits acétoniques peut intervenir dardon des électrons, et que les flavonoides
pourraient étre les composés phénoliques qui asslargrande partie de leur pouvoir réducteur.

IV.3. Chélation du fer
La chélation de Pé&est importante en retardant I'oxydation, limitamiperoxydation des
lipides, et protégeant contre les dommages oxydatifisés par le radical OH°® généré via la

réaction de Fenton dont leF¢oue un role de catalyse(®dlcin et al., 2010b).

Le pouvoir chélateur des extraits et de 'EDTA egprimé en % d’inhibition de la
formation d’'un complexe entre la ferrozine et le ferreux de chlorure de fer (FellLes

courbes d’inhibition sont représentées dans ladid3.

Les résultats obtenus indiquent la présence danextraits de composeés qui séquestrent
le F€" se traduisant par I'apparition d’'une couleur rouygns intense par rapport au controle
sans échantillon. Cette diminution est proportidiereela concentration des échantillons.
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Figure 18: Pouvoir chélateur des extraits Ruta chalepensis. et 'TEDTA. EDTA :

Ethylénediaminetétraacétique, Aextrait acétoniq, Et: Extrait éthanolique, ED: Extrait aqueux. Ledres C et

S désignent lvariété cultivée et sauvage respectivement.

La figure 18montre que les extraiont des taux d’inhibition trés faibles par rappau
standard EDTA qui présentm pourcentage d’inhibition de 89,88L’extrait éthanolique de |
variété sauvage montre umehibition tres forte par rapport auautres extraits, ar contre

I'extrait aqueux de la variétultivée exerce le pouvoir chélateler plus faible

L’'EDTA présente une IC5de 24, 83ufml, alors que tous les extraits montrent
inhibition inférieure a 50%Les extraits peuvent étrelassés par ordre croissant selon
pourcentage dhhibition a la concentration de 0,5mg/mcomme su: EDCs=AcS=
EDS<EtC=AcC<EtS avec des pourcentages d’inhibiticde 6,035+1,0969, 10,18+3,09,
14,93+0,077, 22,03+£0,75%5+1,89%, 47,1+2,05% respectivement.

La présence des différents composés dans les sxteait étre a I'origine de ces résu.
On constate que les résultats sont trés proches lpoplupart des extraits (absence d’
différence significative a $0,05). L’extrait éthanolique de la variégauvage a donné des
teneurs élevées en polyphénitotaux et est le plus riche en flavonols qui consnt de
puissants agents chélateyRerron et Brumaghim, 2009. Les flavones comme lrutine
présente dans les extraits acétonique et étharddignt également considérés comme des a

chélateurgCillard et Cillard, 2006).
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V. Corrélations entre les teneurs en composés phénalies et I'activité antioxydants

Les polyphénols constituent la classe la plus mambe d’antioxydants naturels présents
dans les plantes et exercent une activité antioxXgdaelon plusieurs mécanismes, incluant
l'activité scavenger des especes réactives de demxg, et la chélation des ions de transition
(Kannat et al., 2007 ; Gulcin etal., 2010a).

Les extraits des deux variétés Rata chalepensi&. contiennent non seulement des
polyphénols, mais également des composeés terpénejuaes alcaloides. L'établissement d’'une
corrélation entre les teneurs en composés phémalig I'activité antioxydants permet de
déduire si cette derniére est due seulement aup@sés phénoliques ou a la présence des autres

COMpOSES.

Les coefficients de corrélation de Pearson»«entre les teneurs en polyphénols et

I'activité antioxydante sont donnés dans le tabMAU

Tableau XIV: Coefficients de corrélation entre les teneurscemposés phénoliques
et I'activité antioxydants

Composés Coefficient de corréiah de Pearson « »
phénoliques DPPH BAS PR PC
Polyphénols 0,65 0,25 40, 0,66
Totaux

Flavonoides 0,95 0,91 0,94 8D,
Flavonols 0,85 0,57 0,79 0,87
Tannins

Condensés 0,5 0,17 20 0,51

PR : Pouvoir réducteuPC: Pouvoir chélateur.

D’aprés le tableau XIV, les polyphénols contribugiiis ou moins dans l'activité

antioxydants dépendant du mécanisme exercé.

Selon le tableau XIV la corrélation entre les tesean polyphénols totaux et I'activité
antioxydants déterminée par le DPPH, I'ABTS, le ymuréducteur, et la chélation du fer est
non significative (g£0,05) ce qui indique la contribution d’autres cdnsints des extraits dans

cette activité.
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Tous les tests antioxydants présentent des camffgide corrélation significatifs
(p<0,05) avec les teneurs en flavonoides. Ces ders@grisconnus pour leur puissante activité
anti-radicalaire contre un grand nombre des radiddares comme le peroxynitrite, I'anion
superoxyde, et le radical hydroxyle. lls sont etreaapables de séquestrer les ions de transition
(Cos etal., 1998 ; Svobodova eal., 2003 ; Wong etal., 2006, et de réduire les radicaux de
I'a-tocophérol (Heim et al.,, 2002). Les flavanols, les flavonols, les flavones, et les
anthocyanines sont les flavonoides qui possedeativité antioxydants la plus puissante
(Matkowski, 2008). La figure 19 montre la corrélation entre les teseen flavonoides et
I'activité antioxydants réalisée par régressiogdine sur EXEL

Une corrélation significative §0,05) est obtenue entre les flavonols et le DP9, (
87) et le pouvoir chélater=0,85), et non significative §0,05) entre les teneurs en flavonols
et 'ABTS (r=0,57) et le pouvoir réducteur=0,79). L'analyse chromatographique (CCM) des
extraits deRuta chalepensid. a mis en évidence la présence de la rutinevdfia) et
probablement de la quercétine (flavonol) au nivdas extraits acétonique et éthanolique. La
rutine est un puissant agent anti-radicalgd¥gveldt et al.,, 2004) qui montre une activité
scavenger puissante contre un certains nombredieatx libres(Mbaebie etal., 2012) La
quercétine et la rutine sont également capabldsrdeer des complexes avec le’Feais avec
des proportions différentes : la quercétine ché@afeé” avec une proportion 1:2 et une formule
[Fex(Q)(H20)g]Cl, par contre la rutine chélate le fer avec une prigor2 :3 et une formule
[Fes(Rut)(H20).2Cl, (Perron et Brumaghim, 2009).

La corrélation entre I'activité antioxydants et teseurs en tannins condensés n’est pas
significative (p£0,05) indiquant leur faible contribution a I'act&iantioxydante. Les tannins
hydrolysables (tannins galliques) sont égalemeégents dans les extraits et contribuent ainsi a
I'activité antioxydants. Il a été établi que I'aeitannique présente un fort pouvoir chélateur de
Fe?* avec un pourcentage d'inhibition de 66,8+6,2% & concentration de 15ug/rGulcin et
al, 2010b).
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VI. Activité antimicrobienne
VI.1. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne a été testée avec |&rdnts extraits des deux variétés de
Ruta chalepensik. Les résultats de I'activité antibactérienneenlis avec les différents extraits

et I'antibiotique de référence (Gentamicine) seprésentés dans le tableau XV.

Tableau XV: Activité antibactérienne des extraitsileta chalepensik. et de la Gentamicine.

Diametre des zones d’inhibition en mm
g | Conoenaton Extraits Antibiotique
5 des extraits Variété cultivée Variété sauvage Gentamicine
Acétone Ethanol ED Acétone | Ethanol ED (1mg/ml)
10mg/mi 00 7,00+1,41 00 00 7,00+00 00
§ 30mg/ml 10,00+00 8,50+0,7 00 8,00+0,00 | 11,00+00 00 27,00
wi
50mg/ml | 105%0,7 | 800:00 | 00 | 7,000,00| 11,5¢0,7| 00
| 1omg/mi | 14,0000 00 00 | 9,50%0,7 | 9,0000 | 00
[%2]
(]
S | 30omg/iml | 11,50£0,7 | 8,00:1,41| 00 |13,00+1,41] 9,00:00 | 00 33.00
I}
g 50mg/ml 15,00+00 11,50+0,7 00 13,00+00 | 9,50+0,7 00
10mg/mi 00 8,50+0,7 00 8,00+1,41 | 8,50+0,7 00
(%]
qg 30mg/ml 12,00+00 5,50+0,7 00 11,00+00 | 9,00+00 00 40,00
©
@ 50mg/ml 15,00+1,41 9,00+00 00 10,5+0,7 9,00+00 00

E.coli: Escherichia coliP.aeruginosa PseudomonaaeruginosasS.aureus Staphylococcus aureuBD : Extrait
aqueux.

D’aprés les résultats représentés dans le tabldjutoutes les souches bactériennes
testées sont sensibles aux extraits éthanoliquestebniques tandis que les extraits aqueux sont
inactifs. Dans la médecine traditionnelle, I'eatiggnéralement utilisée pour les infusions, mais
les extraits obtenus en utilisant les solvants riggees montrent une activité antimicrobienne
plus importante que les extraits aquéBarekh etal., 2005 ; Parekh et Chandra, 2007)De
plus, parmi les solvants organiques les plus éslipour I'étude de l'activité antimicrobienne,
I'acétone s’est montré le meilleur dans plusietiusl€s et cela est lié a la nature des composés
extraits(Ncube etal., 2008)
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L’extrait acétonique de la variété cultivée montes zones d’inhibition supérieures a
celles de l'extrait éthanolique contiescherichia colia des concentrations de 30mg/ml et
50mg/ml, par contre il est inactif a la concentmatde 10mg/ml, alors que I'extrait éthanolique
présente une zone d’inhibition de 7mm a cette qunagon. A la concentration de 10mg/ml
'extrait acétonique de la variété sauvage esttihaontre E.coli et présente des zones
d’inhibition de 8mm a 30mg/ml et de 7mm a 50mg/bxtrait éthanolique présente des zones

d’inhibition de 11mm a 30mg/ml et de 11,5mm & 50migkt contrairement & I'extrait

acétonique, ce dernier inhikecolia 10mg/ml avec une zone d’inhibition de 7mm.

L’effet antibactérien des extraits sRraeruginosaliffere d’'un solvant a un autre et d’'une
variété a l'autre. L'extrait acétonique de la foroudtivée montre une zone d’inhibition de 14mm
a 10mg/ml et 15mm a 50mg/ml. Les extraits éthamekgsont moins actifs que les extraits
acétoniques et les extraits de la variété culta@® plus actifs que ceux de la variété sauvage.
L'extrait éthanolique de la variété cultivée eshdtif a 10mg/ml, par contre a la méme
concentration lI'extrait éthanolique de la variégnsage inhibeP.aeruginosaavec une zone
d’inhibition de 9mm. Ce dernier montre des zoneshibition de 9mm et 9,5mm a 30mg/ml et
50mg/ml respectivement. Des zones d’inhibition den§ 13mm, et 13mm sont obtenues avec

I'extrait acétonique de la variété sauvage.

L’inhibition de Staphylococcus auresemble étre similaire a celle BeaeruginosalLes
extraits acetoniques sont plus actifs contre cbtetérie que les extraits éthanoliques. A
10mg/ml I'extrait acétonique de la variété cultivest inactif. En augmentant la concentration,
des zones d’inhibition de 12mm et 15+1,41mm a 3@mhgt & 50mg/ml respectivement ont été
enregistrées. L'extrait acétonique de la variéidvage est moins actif que celui de la variété
cultivée aux concentrations 30mg/ml et 50mg/ml, sarikiprésente une inhibition a 10mg/ml
(8mm). Les extraits éthanoliques présentent unwitgéciproche, la zone d’inhibition la plus

grande étant de 9mm.

La Gentamicine montre des zones d’inhibition supégs a celles des extraits a une
concentration faible (Img/mliptaphylococcus aurewst la plus sensible a cet antibiotique dont

une zone d'inhibition de 40mm a été enregistrée.
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Des zones d’inhibition de 12-17mm ont été rappasrideec I'extrait acétonique duta
chalepensid.. a 10mg/ml contreStaphylococcus aureu€et extrait s'est avéré inactif contre
Escherichia colia la méme concentratiqAlzoreky et Nakahara, 2003).Dansnotre étude, les
extraits acétoniques sont également inactifs cdatrelia 10mg/ml, par contre c’est uniquement
I'extrait acétonique de la variété sauvage qui meouohe activité contr8.aureusavec une zone

d’inhibition de 8mm.

La littérature montre que I'extrait des feuilles Rleta chalepensik. obtenu en utilisant
le méthanol tamponné présente des zones d’inhibit@ 12-17mm vis-a-vis detaphylococcus
aureus, par contre il est inactif contr&scherichia colia une concentration de 10mg/ml
(Alzoreky et Nakahara, 2003).Des zones d’inhibition de 11mm et 9mm sont obterawes
I'extrait méthanolique des parties aériennesRdéa chalepensik. contre Escherichia coli, et
Staphylococcus aureusspectivementt 2mg/ml. Par contréseudomonas aeruginosaest

montréerésistante a la méme concentraiiathiya Priya etal., 2009).

L’activité antibactérienne dRuta chalepensi&. varie également selon les espéces du
méme genre. L'extrait méthanolique des partieseagds deRuta chalepensi&. s’est avéré
actif contreKlebsiella oxytocoaavec une zone d’inhibition de 13mm, alors qu’il esctif
contreKlebsiella pneumoniaa la méme concentratid®athiya Priya etal., 2009) De méme,
I'extrait des feuilles ddRuta chalepensik. obtenu en utilisant le méthanol tamponné prigsen
des zones d’inhibition de 12-17mm vis-a-vis $kaphylococcus aureugndis qu’il est inactif

contreStaphylococcus infantégs 10mg/mi(Alzoreky et Nakahara, 2003).

SelonBansemir et al. (2006)I'activité antibactérienne est considérée comtaatdorte
pour des zones d’inhibition de diametre > 15mm, énéd pour des zones d’inhibition dont le
diameétre est compris entre 8 et 15mm, et comme é&i#rie pour des zones d’inhibition de
diametre allant de 1 a 8mm. D’apres nos résullatdiametre des zones d’inhibition obtenues
avec différents extraits a différentes concentratiest compris entre 8 et 15mm (sauf pour
'extrait éthanolique de la variété cultivée a 10miget I'extrait éthanolique de la variété
cultivée a 30mg/ml) ce qui nous permet de dire Buéa chalepensi&. exerce une activité

antibactérienne modérée.
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L’absence d’'une activité antibactérienne au nivéegiextraits aqueux pourrait étre due a
'absence des alcaloides, des stérols/tri-terpedes,la rutine, et la faible présence des
coumarines par rapport aux extraits acétoniqueéhemnélique. En effet, la plupart des composés
antimicrobiens actifs identifiés sont apolaireneblubles dans I'ea(Ncube etal., 2008) Dans
Ruta chalepensik., ce sont les coumarines, certains flavonoilsstannins, les tri-terpenes, et
les quinones qui constituent les composés antimiens actifs(Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib,
1999)et sont extraits par les solvants organiques (éthetracétone).

Les alcaloides dRuta chalepensik (en particulier les quinoléines et les acridgremt
également de puissants agents antimicrob{&igsdhar et al., 2010 ; Musiol etal., 2011 ;
Marques etal., 2012).1l a été rapporté que la ptéléine (furoquinoléieeRdita chalepensik)
inhibe S.aureusavec une concentration minimale inhibitrice (CMB 50ug/ml, par contre la
skimmianine et la dictamine montrent une activaéble (CMI= 100ug/ml)El Sayed etal.,
2000). L’effet antimicrobien des furoquinoléines est exepar leur capacité a se lier a 'ADN
(Musiol et al., 2011).

Les extraits éthanoliques ont donné les teneursples importantes en composeés
phénoliques (Flavonoides, flavonols, et tanninsdeosés) qui peuvent contribuer a leur effet

antibactérien.

L’effet antibactérien des tannins a été rapport#redscherichia coliet Staphylococcus
aureus Les tannins condensés montrent une activité @rbimienne plus importante que celle
des tannins galliqugin et al., 2008) Les tannins exercent une action antimicrobierarelg
privation en fer, et surtout par leur capacité dieseaux protéines. Cette propriété conduit a
l'inactivation de certaines protéines vitales comie® enzymes, et les protéines de transport
(Karou et al., 2005 ; Akinpelu etal., 2008).

Les flavonoides sont également des agents antinigr® qui agissent en se liant a des
protéines extracellulaires ou solubles, ou ensnfisur la paroi cellulaire en la déstabilisant
(Cowan, 1990) Les flavonones (Narigenine, et néopocricine))est flavonoides glycosylés
(rutine) sont les flavonoides actifs Baeta chalepensik. (Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999).

La rutine est présente au niveau des extraits éligae et acétonique, et contribue ainsi a leur

activité antimicrobienne.
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VI.2. Activité antifongique

Ruta chalepensid. est également I'une des plantes utilisées dansaitement de
certaines mycoses causées par la proliférationed@ias champignons sur la peau ou des
muqueuse$Ali-Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999 ; Pollio etl., 2008).Les résultats de l'activité
antifongique des extraits deuta chalepensit. et du Fluconazole sont représentés dans le
tableau XVI.

Tableau XVI: Activité antifongique des extraits Ruta chalepensik. et du Fluconazole.

. _ Diametre des zones d’inhibition en mm
5 Cg;‘:’::’;” _ Extraits _ Antifongique
3 Variété cultivée Variété sauvage Fluconazole
Acétone | Ethanol ED Acétone Ethanol ED Con Zl
o 10mg/ml | 7,00+00 | 9,00+1,41 00 6,00+00 5,00+1,41 04 1mg/ml | 20,50+3,53
E 30mg/ml | 8,00+00 | 10,00+00 00 8,00+00 8,00+00 00 3mg/ml | 31,00+1,41
8 50mg/ml | 8,50+0,7| 10,00+00 00 9,00+00 8,50+0,7 00 5mg/ml | 35,00+2,83
10mg/ml 00 00 00 00 00 00 1mg/ml 00
é 30mg/ml 00 00 00 00 00 00 3mg/ml 00
< 50mg/ml 00 00 00 00 00 00 5mg/ml 00
_ 10mg/ml 00 00 00 00 00 00 1mg/ml 00
qg)’ 30mg/ml 00 00 00 00 00 00 3mg/mi 00
< 50mg/ml 00 00 00 00 00 00 5mg/ml 00

C.albicans Candida albicangA. flavus Aspergillus flavusA.niger: Aspergillus nigerED: Extrait aqueuxCon: Concentration,

Zl : Zone d’inhibition.

D’aprés les résultats obtenus, les extraitfkdea chalepensik. sont uniquement actifs
contre la levureCandida albicanset sont inactifs contre les souches filamentedsgergillus
niger et Aspergillus flavusCes derniéres sont également résistantes ddagiijue de référence
utilisé (Fluconazole) qui est un agent employé peuraitement des candidoses (mycoses) et

certains d’autres affections a champignons.

Les extraits aqueux n’ont montré aucune activit&fargique contre les souches testées
dans ce travail. Au contraire, dans I'étude mendsc d'extrait aqueux de la partie aérienne
effectuée paAli-Shtayeh et Abu Ghdeib. (1999})esté sur certains dermatophytes a montré des
pourcentages d’inhibition de 94,8+2,75%, 61,7+12,684,3+9,77% contrllicrosporum canis,
Trichophyton mentagrophytest, Trichophyton violaceurmrespectivement a une concentration de

25ug/ml. Cela pourrait étre d a la différence stmsches testées et/ou a la méthode utilisée.
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Les extraits actifs montrent des zones d’inhibiti@s proches. Les zones d’inhibition les
plus larges sont enregistrées avec l'extrait étlgum de la variété cultivée (10mm) a 30mg/ml
et 50mg/ml, et la plus étroite est obtenue avedrbé éthanolique de la variété sauvage a une

concentration de 10mg/ml (5mm).

L’extrait éthanolique de la variété cultivée menties zones d’inhibition plus importantes
gue l'extrait acétonique de la méme variété a twuks concentrations. Alors que, I'extrait
acétonique de la variété sauvage est plus actif'exiteait éthanolique de la méme variété de la

plante a la concentration de 10mg/ml et 50mg/ml.

Dans le travail effectué pdauk et al. (2000) sur certaines dermatophytes, I'extrait
éthanolique exerce une activité modérée cowspergillus fumigatusAspergillus terreus
Scopulariopsis brevicauligt Paecilomyces lilacinyset une activité élevée contviicrosporum

caniset une activité faible contrerichophyton mentagrophytebrichophyton rubrum.

Le Fluconazole s’est montré plus efficace que gis deRuta chalepensik. contre
C.albicansqui présente des zones d'inhibition tres largedea concentrations 10 fois plus
faibles.

La présence des différents métabolites second@iaes les extraits éthanolique et
acétonique peut étre a l'origine de leur activiiéa été montré que certains furoquinoléines
isolées deRuta chalepensisnontre une activité antifongique cont&albicans (CMI= 50-
100ug/ml) (ElI Sayed etal., 2000). Les coumarines présentes en abondance dans itextra
acétonique de la variété sauvage, et I'extraitraihique de la variété cultivée peuvent également
étres considérées comme des agents antifongiqussbc@ant a I'activité des extraits deuta
chalepensisL. (lauk et al., 2000). Des études menées sur l'activité antifongiqiliane
coumarine (daphnorétine) et d’'une furoquinoléirméss de la rue contre certains champignons
pathogenes pour les plantes ont montré une foréition (81,4-80,8% et 65,07-75,4%
respectivement a 20pg/mlEmam et al., 2010) En effet, une élévation de la production des
coumarines surtout des furocoumarines linéairescesstatée durant I'infection des plantes

comme le céleri par la moisissuBelerotinia sclerotiorunfSeigler, 1998).
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Conclusion

Ruta chalepensik. est une plante présentant une composition chienigtéressante
caractérisée par la présence des alcaloides, degosés phénoligues incluant les
coumarines, et des composés terpéniques qui pewdtsrg mis en évidence par leurs
propriétés physicochimiques. De nombreuses étuddsété menées sur les activités
biologiques des extraits ou des composeés isolds géante afin de justifier ses multiples
utilisations ou dans le but de chercher une sodeceouvelles substances bioactives d’origine

naturelle.

L’étude du comportement fluorescent de la poudperanis d’y mettre en évidence la
présence de certains groupes phytochimiques. lEetktn a été effectuée en utilisant
'acétone, I'éthanol et I'eau distillée comme soitea Ce dernier a donné les rendements les
plus élevés (17,077-18,17%) proches de ceux obteaund’éthanol (16,7-17,057%), par
contre I'acétone donne les rendements les pluefa(®,311% et 9,49%).

L’analyse de la composition chimique des extrads ges tests phytochimiques et la
CCM a montré la présence des composés phénoliffaesnoides dont la rutine, tannins, et
coumarines), des alcaloides, des composés tergSniqui peuvent jouer un rble dans
l'activité biologique de I'extrait. Le dosage desngipaux groupes de polyphénols montrent
la richesse de la plante en polyphénols. Les astahanoliques constituent les extraits les
plus riches en polyphénols totaux tandis que l&ésix acétoniques en sont les plus pauvres.
Cette derniere varie de 26,095+0,94 a 72,085+1.84g EAG/g MS correspondant
respectivement a I'extrait acétonique et éthanelida la variété sauvage. Les deux variétés
ne montrent pas une différence significative tandige le type de solvant influence
significativement la teneur en polyphénols totales extraits ont montré des teneurs
importantes en flavonoides qui varient selon leadl utilisé et selon la variété. Des valeurs
allant de 31,9 £ 2,12 mg EQ/ g MS et 22,535 + Gy EQ/g MS ont été obtenues avec les
extraits éthanoliques qui constituent les extrgissplus riches alors que les extraits aqueux
contiennent les teneurs les plus faibles (1,9618 ng EQ/ g MS et 6,245+ 0,79 mg EQ/ g
MS). L'extrait éthanolique de la variété sauvagaraola valeur la plus élevée du dosage des
flavonols (13,22 + 0,86mg EQ/g MS), tandis quedgBaits aqueux et I'extrait acétonique de
la variété sauvage ont donné les valeurs les m@iles. Des teneurs faibles en tannins
condensés ont été enregistrés au niveau des sxcgtoniques (1,350,014 et 2,74+0,04 mg

ECat/g MS), alors que les extraits éthanoliquestiient toujours les extraits les plus riches.
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Conclusion

La mesure de l'activité antioxydants effectuée [marest du DPPH, I'ABTS, le
pouvoir réducteur, et la chélation du fer a morgue I'extrait éthanolique de la variété
sauvage est le plus efficace avec une IC50 de 5111B4pg/ml avec le DPPH, 3,13+0,002
mg/ml avec I'ABTS, une absorbance de 0,805+0,12Gu#/ml dans le pouvoir réducteur, et
un pourcentage d’inhibition de la formation d'unmgalexe entre le Fé et la ferrozine de
47,1+2,05%. Les extraits acétoniqgues exercent gmgale une activité antioxydants
importante. L'étude de la corrélation révele unentdbution moyenne des polyphénols
totaux, les flavonoides exercent la quasi-totalg€leur activité antioxydants. Les flavonols
présentent une corrélation significative avec lePHP le pouvoir chélateur et non

significative avec 'ABTS et le pouvoir réducteur.

Les extraits deRuta chalepensit. exercent une activité antimicrobienne modérée.
Les extraits éthanolique et acétonique sont less satifs contre les souches testées. Les
extraits deRuta chalepensik. sont actifs contre toutes les souches bactéetestées tandis
gue l'effet antifongique de la plante est uniquetraserveé contr€andida albicansL effet
antibactérien le plus important a été obtenu atedrait acétonique de la variété cultivée
contre Pseudomonas aeruginos&t Staphylococcus aureugdiamétre de la zone
d’inhibition=15mm a 50mg/ml). Cet effet pourrairétattribué a la présence des stérols/tri-

terpenes présents en abondance dans cet extrait.

D’aprés les résultats du présent trav@dijta chalepensid. exerce une activité
antioxydants appréciable et antimicrobienne modérée qui explique son utilisation
traditionnelle pour le traitement des maladiesidioe oxydative et les maladies infectieuses.
Néanmoins, I'étude de ces activités est insuffesgoiur authentifier son utilisation. De plus, a
cause de sa composition chimique intéressantdatdeppeut exercer d’autres activités. Il est

donc nécessaire de:

- Effectuer d’autres tests d’activité antioxydants.

- Procéder a la séparation des différents composgsiafconnaitre les composés les
plus actifs.

- Tester I'activité anticancéreuse des difféerents posés de la plante.

- Procéder a des tests d’évaluation de la toxicitéedecomposés.

- La connaissance de tous ces parametres est ingiépena la mise au point de
molécules douées d’'une activité thérapeutique mbuidues de toxicité.
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Annexe |l : Résultats des tests phytochimigues

Flavonoides Tannins catéchies
Tannins galliques Coumarines
. u
Stérols Saponosides

Alcaloides



Annexe Il : Courbes d’'étalonnage
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Glossaire botanique

Alterne : Se dit des feuilles situées de chaque coté d'uge riais pas I'une en face de
l'autre.

Androcée :Etamines d’une fleur.

Bouture : Fragment prélevée d’'une plante qui placée em,tprend racine.

Cyme : Mode d’inflorescence constitué par un axe princgpéextrémité duquel se trouve
une fleur et qui porte également un ou plusieurssaatéraux se ramifiant de la méme
maniere.

Gynécée Ensemble des carpelles d’une fleur qui constitysdgl.

Horticulture : Science et art de la culture des fruits, des légrdes fleurs, et des arbres
fruitiers ou ornementaux.

Lancéolé :Qui a la forme d'un fer de lance.

Paniculé : Qui a des fleurs disposées en forme de panictdpig de forme conique).

Penné :Se dit des feuilles dont les nervures sont disgsémme les barbes d’une plume.
Pétale :Chacune des parties dont est composée la cototie fleur.

Schizolysigéne Type particulier de poche a essence qui donne smectirrégulier a la peau
d’orange.

Sépale :Chacune des pieces, des folioles du calice d'wne:.fl

Vivace : Plante dont les racines vivent plus de deux atestaje se renouvelle chaque année.



Glossaire médicale

Abortif : Substance provoquant I'avortement.

Alopécie : Chute des cheveux.

Alzheimer : Maladie chronique du cerveau altérant les facultégnitives de facon
irréversible.

Analgésique :Qui rend insensible a la douleur.

Anticholinestérasique : Substance qui inhibe l'acétylcholinestérase, emzyd&gradant
'acétylcholine, un neurotransmetteur du systéenmreenex parasympathique.
Antihelminthique (ou vermifuge) : Remede qui a la propriété d’expulser les vers fimasx.
Anti-hypertensif : Substance capable de diminuer la tension artriell

Anti-inflammatoire : Produit permettant de lutter contre I'inflammation

Antipyrétique (fébrifuge) : Substance qui combat la température du corps etechévre.
Antiseptique : Agent capable de détruire les microbes et préviafgction.
Antispasmodique :Qui sert contre les spasmes (contraction involont@dés muscles).
Antivenimeux : Qui sert a combattre contre les effets du venin.

Anxiolytique : Remeéde destinée a calmer I'anxiété et I'émotivite.

Aphrodisiagque : Substance qui excite le désir sexuel.

Arthrite : Inflammation douloureuse des articulations.

Ascite : Accumulation d’eau dans le péritoine (membranestapit la cavité abdominale).
Athérogenése Formation de la plaque de I'athérome.

Cancer : Prolifération incontrolée et anarchique des ceiubnormales qui ont la capacité.
d’envahir des tissus sains et peuvent se dissémare I'organisme.

Cataplasme :Compresse aux propriétés calmantes, utilisée glicapon sur la peau.
Cataracte : Opacité du cristallin entrainant une baisse pregive de la vue qui peut évoluer
vers la cécité.

Cholérétique : Substance qui stimule la sécrétion de la bile.

Convulsions :Contraction involontaire et saccadée des muscles.

Cytotoxique : Qui a un pouvoir destructeur envers les cellules.

Diurétique : Substance qui augmente la secrition de 'urine.

Eczéma : Maladie inflammatoire de la peau chronique et nontagieuse, causée par des
allergies et par une hypersensibilite.

Emmeénagogue Substance qui favorise I'écoulement des menstrue

Epilepsie : Maladie cérébrale caractérisée par des convulsions

Hémorroide : Varice des veines de I'anus.

Herpeés : Eruption cutanée douloureuse provoquée par ls tAanpes simplex

Hystérie : Maladie nerveuse caractérisée par |'exagérationl'epression affective et
intellectuelle qui peut se manifester sous forngaoique ou psychique.

Immunostimulant : Produit qui stimule les réactions immunitaires.

Insomnie : Trouble caractérisée par la difficulté de troueesommeil.

Larvicide : Caractéristique d’'un produit capable de détruisddeves des insectes.

Laxatif : Substance qui facilite le transit intestinal.

Liniment : Médicament onctueux pour faire des frictions.

Lymphome T: Tumeur cancéreuse des lymphocytes T.

Mutagéne : Agent chimique, physique, ou biologique susceetid# provoquer une mutation.



Mycosis fongoide Maladie chronique de la peau caractérisée paprunt intense, des
éruptions, des plagues rouges, puis la formatisrtueurs.

Néphrite : Inflammation du rein.

Nervosité : Etat d’énervement.

Névralgie : Douleur vive sur le trajet des nerfs.

Otite : Inflammation de l'oreille.

Parkinson : Maladie du systeme nerveux caractérisé par unbtesnment des mains et une
rigidité musculaire qui donne une attitude figee.

Photosensibilisation :Hypersensibilité de la peau aux rayonnements reslajui entrainent
une réaction allergique.

Psoriasis: Dermatose caractérisée par I'apparition de plagoeges ; luisantes, recouvertes
de squames séches, brillantes et blanches.

Puvathérapie : Méthode thérapeutique utilisant les rayonnements @Vles psoralénes.
Rhumatisme : Maladie aigué ou chronique caractérisée par dededs au niveau des
articulations et des muscles.

Rubéfiant : Substance dont I'application sur la peau provoquerougeur passagere.
Rubéole : Maladie virale contagieuse de courte durée, cangée par une éruption de
boutons rosés, quelquefois accompagnés par un eeiievte, un mal de gorge et une
inflammation des ganglions lymphatiques derrieseoeilles.

Scarlatine : Maladie contagieuse caractérisée par des plaqueges sur la peau. Elle est
provoquée par la diffusion dans I'organisme desntex secrétées par les streptocoques de
groupe A.

Sialogogue Substance qui augmente la production de la salive.

Ulcere : Plaie caractérisée par une perte des substancgssu recouvrant la surface du ou
les muqueuses de l'organisme.

Varice : Dilatation anormale des veines.

Veinotonique : Molécule qui augmente la tonicité des parois vweses.

Vertiges : Etat dans lequel tout semble tourne autour de soi.

Vitiligo : Trouble de la pigmentation de la peau qui préseaseplaques décolorés.



Résumé Le but du présent travail est d’évaluer la contpos chimique des extraits dRuta
chalepensid.. cultivée et sauvage obtenus par trois solvdatpolarités différentes (acétone, éthanol,
et eau distillée) et d’étudier leurs activités axydants et antimicrobienne. Les extraits éthaneloet
acétonigues montrent la présence des flavonoidsstashnins, des coumarines, des saponines, des
alcaloides, et des stérols/tri-terpénes. Ces dsrréent absents dans les extraits aqueux qui
contiennent les saponines en abondance. Les ex@tianoliques contiennent les teneurs les plus
élevées en polyphénols totaux (65,34 + 2,73 et8R2#01,94 mg EAG/g MS) et en tannins condensés
(6,81 + 0,44 et 3,155 + 0,2 mg ECat/g MS). La tersu flavonoides la plus élevée est enregistrée
avec l'extrait éthanolique de la variété sauvage98,12 mg EQ/g MS) qui constitue également
I'extrait le plus riche en flavonols (13,22 + 0,8§rEQ/g MS). Les extraits montrent une activité
antioxydants remarquable, les extraits éthanolicgteacétoniques en sont les plus puissants. Une
corrélation non significative est obtenue entretiaté antioxydants et les teneurs en polyphénols
totaux ainsi que les teneurs en tannins condensss.flavonoides exercent la quasi-totalité de
I'activité antioxydants des polyphénols qui présentune corrélation significative avec tous lesstes
antioxydants. Les extraits éthanolique et acétanigont les extraits actifs contre les souches
bactériennes testées, I'extrait acétonique de Higteacultivée est le plus actifi.niger et A.flavusse
sont montrées résistantes et uniquen@zalbicanss’est montrée sensible aux extraits.

Mots clés: Ruta chalepensisL., Métabolites secondaires, Analyse phytochimjquetivité
antioxydants, Activité antimicrobienne.

Abstract: The aim of the present work is to set a phytatbal screening of the cultivated and wild
growing Ruta chalepensid.. extracts obtained by three solvents of différpolarities (acetone,
ethanol, and distilled water), and to study theitiaxidant and antimicrobial activities. Ethanoldan
acetone extracts showed the presence of flavontéasiins, coumarins, saponins, alkaloids and
sterols/triterpenes. The last compounds were ahlisetite aqueous extracts which contain more
saponins. The ethanol extracts had the highedtgb&nolic content (65,34 + 2,73 and 72,085 + 1,94
mg GAE/g DW) and condensed tannins (6,81 = 0,44 3485 + 0,2 mg CE/g DW). The highest
flavonoids content was recorded with the ethantiaex of the wild growing one (31,9+2,12 mg QE/g
DW) which is also the richest one in flavonols @23;+ 0,86mg QE/g DW). The extracts showed a
moderate antioxidant activity. Ethanol and acetertracts were the most strong that showed the
highest antioxidant capacity. The phenolic and emsdd tannins content do not correlate
significantly with antioxidant activity. Howeverhe last correlate significantly with flavonoids
content which assured the biggest part of phermimpounds antioxidant activity. Ethanol and
acetone extracts were the most active againsaatehal strains tested in this work of which, aoet
extract of the cultivate®uta chalepensik. were the most activé\.nigerand A.flavuswere resistant

to the extracts and on{y.albicanswas sensitive.

Keywords: Ruta chalepensid.., Secondary metabolites, Phytochemical screenfugtioxidant
activity, Antimicrobial activity.
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