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Introduction

L’inflammation est une réponse de protection naturelle de 1’organisme aux Iésions tissulaires
provoquées par des traumatismes physiques, agents chimiques ou infectieux. Elle est
caractérisée par des douleurs, rougeur, chaleur, enflure et perturbations des fonctions

physiologiques (Chandra et al., 2012).

Dans la plupart des cas cette réaction est bénéfique pour 1’h6te agresse, mais une activation
excessive de celle-ci, peut provoquer des altérations importantes (Lanneau, 2010) incluant la
dénaturation de certaines protéines. Ces derniéres ayant perdu, de ce fait, leur structure
tridimensionnelle, peuvent provoquer I’apparition d’autoantigénes transformant ainsi une

réaction inflammatoire en une réaction autoimmune (Nguyen et al., 1989 in Lanneau, 2010).

Les plantes ont toujours été a I’origine des traitements utilisés par I’homme que ¢a soit en
pharmacothérapie ou en phytothérapie. Les plantes sont alors utilisées directement ou apres

extraction de molécules bioactives (huile essentielle, composés phénoliques,...).

Les plantes médicinales sont utilisées en thérapie traditionnelle pour le traitement de plusieurs
maladies, parmi elles on cite Lavandula stoecha (Melpomeni et al., 1978), Ruta chalepensis
(Daoudi et al., 2015), et Citrus paradisi (Morton et al., 1987). Elles ont fait 1’objet de
plusieurs études et recherches scientifiques. Ces derniéres ont pu mettre en évidence les
différentes activités biologiques de L. stoechas (Gilani et al., 2000 in Celik et Aslanturk,
2007), R. chalepensis (Amra et al., 1991 in Merghache et al., 2009) et C. paradisi (Morton et
al., 1987). Elles sont également introduites en industrie pharmaceutique, parfumerie et

alimentation.

Dans ce travail nous avons étudié I’activité anti inflammatoire, in vitro, des huiles essentielles
de Lavandula stoechas et Ruta chalepensis et de I’extrait phénolique des pépins de Citrus
paradisi (Pamplemousse), par 1’évaluation de leur capacité a protéger la sérumalbumine

bovine (BSA) contre la dénaturation thermique.

v
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.1 L’INFLAMMATION ET LA DENATURATION PROTEIQUE

1.1.1Inflammation

L’inflammation c’est un processus normal et complexe qui se produit en réponse a des
agressions physiques (choc thermique), chimiques ou infectieuses. Elle est accompagnée
de douleur, rougeur, chaleur, une augmentation de la perméabilité vasculaire, la
dénaturation des protéines et la destruction des membranes cellulaires (Leelaprakash et
Mohan Dass, 2011).

Le plus souvent cette réaction est bénéfique pour 1’organisme agressé. Cette réaction met
en jeu de nombreux systemes biologiques qui visent a détruire ou a éliminer la substance
étrangeére. Cependant, une activation trés prolongée peut entrainer des altérations plus ou

moins importantes (Lanneau, 2010).

Une réaction inflammatoire non immune peut conduire a une inflammation immune apres
dénaturation des protéines endogénes devenues auto-antigéniques (Clos, 2012).
L’exposition d’une cellule au choc thermique provoque: I’altération des protéines, la
réponse au choc thermique et enfin la récupération ou I’élimination des protéines altérées
(Nguyen et al., 1989 in Lanneau, 2010).

e La premiere étape (altération des protéines)

L’ albumine subit des changements structuraux avec perte de sa forme tridimensionnelle et
exposition de certains sites hydrophobes (comme le résidu cystéine 34) qui sont
inaccessibles dans le cas physiologique normal (protéine native fonctionnelle). Ces zones
hydrophobes peuvent interagir et former des agrégats qui sont déléteres pour la cellule
(Arrigo, 2005).

e La seconde étape (réponse au choc thermique)

Il y” aura I’intervention des protéines de choc thermique (HSP ou heat shock proteins) qui
vont reconnaitre les régions normalement enfouies dans la molécule (I’albumine) et qui
deviennent accessibles aprés dénaturation ou dégradation (Jacquier-sarlin et Polla, 1994).
L’interaction HSP-protéines denaturées favorise soit leur dégradation, soit leur transport
dans les différents organites et leur assemblage, (Ellis et Van Der Vies, 1991 in Jacquier-

sarlin et Polla, 1994) et I’activation des lymphocytes T aprés présentation des auto-

-
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antigenes en présence des molécules de CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) et la

différenciation des monocytes en macrophages(Jacquier-sarlin et Polla, 1994) .
e Phase d’élimination

Elle consiste a éliminer les protéines anormales et empécher la formation d’agrégats, ou
permet la renaturation des protéines si les possibilités de réparation de la cellule le
permettent (Arrigo, 2005).

1.1.2 L’albumine

L’albumine est une petite protéine globulaire de 66 k Da et la plus abondante dans le
plasma. Elle représente environ 60 % des protéines plasmatiques et possede 585 acides
aminés avec un groupement thiol au niveau de sa cystéine 34 sous forme réduite (Mira,
2008) qui joue un rdle dans 1’agrégation de I’albumine sous 1’effet de 1’augmentation de

température (Barone, 1992).

Cette protéine, synthétisée par le foie est soumise a une régulation par le statut nutritionnel,
Iinsuline, le cortisol, le glucagon ou les hormones thyroidiennes (Evans, 2002).
L’albumine est distribuée dans le sang et les organes comme la peau, le muscle, I’intestin,

les tissus sous-cutanés (Evans, 2002).

Sa demi-vie est de 15 a 20 jours. Elle est catabolisée par le systeme réticulo-endothélial
(Mira, 2008).

eRdles
L’albumine effectue plusieurs roles dans 1’organisme :
» ROle antioxydants
Les propriétés antioxydants de I’albumine sont liées a certains Sites de sa structure :

- la cystéine en position 34 dont I’action antioxydants est liée a la capture des radicaux

libres d’oxygéne et de 1’azote.

- la portion N terminale est composée de quatre acides aminés qui représentent un site de

liaison pour les métaux pro-oxydants (cuivre, fer...) (Mira, 2008).

-
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» Transport

L’albumine est ’'une des protéines plasmatiques ayant la capacité d’interagir avec une
variété de ligands y compris la fixation et le transport des médicaments, acides faibles ou
neutres et de petites molécules de tout type comme les métaux. Elle transporte et véhicule
¢galement le cholestérol, la bilirubine, le NO,...(Evans, 2002).

> Elle est responsable du maintien de la pression oncotique (Evans, 2002)
> Elle a aussi un réle anti thrombotique et anticoagulant qui peut étre dd a sa
capacité a lier le NO®(oxyde nitrique), ce qui permet de prolonger I’effet anti

agrégeant du NO sur les plaquettes (Evans, 2002).

-
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Depuis I’antiquité jusqu’a nos jours, I’lhomme a toujours eu recourt a la nature pour y puiser
sa nourriture et ses soins. En effet il est toujours a la recherche de nouvelles molécules

pharmacologiques afin de combattre I’inflammation qui est souvent a I’origine de plusieurs

maladies. Ces molécules sont souvent et essentiellement a base de plantes.

I-2 Lavandula stoechas
I-2-1 Taxonomie
Regne : Plante
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Lavandula

Espéce : Lavadulastoechas (Rao et al., 1979 in Siddiqui, 2016)

Figure 1: image de Lavandula stoechas (photographie originale)
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1.2.2 Description et répartition

L’espéce Lavandulas toechas, appelé en arabe khouzama et Amezzir enKabyle (Ouhaddad,
2016), est un arbuste de la famille des lamiaceae. Il pousse naturellement et spontanément
dans les régions méditerranéennes (Sierra et al., 2009). Sa floraison dure le long de 1’été
jusqu’au début de 1I’automne (Siddiqui, 2016) avec des fleurs violettes dégageant une odeur
forte. Elles se disposent en épi directement attaché a la tige (figure 1). Cet arbuste qui peut
atteindre 1m de hauteur (Herrera, 1997) possede des feuilles persistantes, opposées et

aromatiques de couleur gris bleuatre (Mohammedi et Atik, 2012).

La lavande est originaire de 1’ancien monde, elle est retrouvée dans les iles Canaries, au
sud de I’Europe, en Afrique du nord et de I’est, au sud-ouest de 1’Asie et en Inde. Cette

plante se trouve dans les foréts et les montagnes ayant des sols humides (Siddiqui, 2016).
1.2.3 Utilisations thérapeutique et industrielle

Depuis longtemps, lavandula stoechas est utilisée par les populations, des régions
méditerranéennes, en médecine traditionnelle contre plusieurs maladies. Ils utilisaient son
huile essentielle et I’infusion de ses feuilles comme anti spasmolytique, contre le diabéte,
les douleurs menstruelles, les calculs rénaux, 1’otite et I’hypertension (Herrera, 1997). Elle
était aussi utilisée contre les maux d’estomac, le cancer, 1’ulcére, I’asthme, les maladies
cardiovasculaires, la bronchite, le rhumatisme, I’insomnie, 1’épilepsie et les maux de téte
(Mohammedi et Atik, 2012).

Lavandulastoechas est largement cultivée a travers le monde pour ses diverses utilisations,
en industrie alimentaire comme épice ou thé (Sierra et al., 2009) tandis que ses huiles
essentielles sont utilisées pour la saveur et le gout et aussi en parfumerie et cosmétique
(Gilaniet al., 2000).

|.3 Rutachalepensis
1.3.1 Taxonomie
Regne : Plante

Classe : Mognoliopsida

-
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Ordre : Spindales
Famille : Rutaceae
Genre : Ruta

Espéce : Rutachalepensis (anonyme 1)

1.3.2 Description et répartition

Ruta chalepensis, connue sous le nom d’Awermi en berbére et Fidjel en arabe (Daoudiet
a.l, 2015), est une plante aromatique d’origine méditerranéenne (Gonzalez-Trujano, 2006
in Tounsi et al., 2011) qui pousse spontanément dans les rocailles, pelouses et coteaux secs
(Beniston, 1984 in Merghache et al., 2009). Cet arbuste appartenant a la famille des
rutaceae, peut atteindre 1 m de hauteur. 1l est caractérisé par des feuilles longues et
lancéolées de couleur bleu-vert (figure 2) (Ntalliet al., 2011) qui dégagent une odeur assez
forte (Tounsiet al., 2011). Sa floraison, de couleur jaunatre, débute en avril jusqu’au mois
de juillet (Ntalliet al., 2011).

1.3.3 Utilisations thérapeutique et industrielle

Ruta chalepensis est utilisée en médecine traditionnelle de plusieurs pays pour traiter
plusieurs maladies (lauk et al., 2004 in Tounsi et al., 2011). Elle est utilisée pour traiter le

rhumatisme, les troubles mentaux, la fievre, 1’hémorragie menstruelle, 1’arthrite, les
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maladies hépatiques et les désordres gastro-intestinaux (Gonzalez-Trujano et al., 2006 in
Abbaset al., 2013). Cette plante posséde des propriétés analgésiques, antipyrétiques,
antiinflammatoires, antifongiques, antimicrobiennes, sédatives, emménagogues et
antihelminthiques (Ntalliet al., 2011; Abbas et al., 2013). L’étude, réalisée par Mansour et
ses collaborateurs, a démontré I’activité dépressive de Ruta chalepensis, dose dépendante,

sur le systeme nerveux centrale (Al-Said et al., 1990).

Selon I’enquéte ethnobotanique, effectuée par Daoudi et ses collaborateurs au Maroc, R.
chalepensis est une plante a usage thérapeutique par excellence mais qui présente des
effets abortifs (Daoudi et al, 2016).

Bien qu’elle posséde une odeur trés forte et désagréable, cette plante est largement
exploitée pour I’extraction de ses huiles essentielles destinées a la parfumerie et 1’industrie

pharmaceutique et agroalimentaire (Amra et a.l, 1991 in Merghache et al., 2009).

1.4Citrus Paradisi

1.4.1 Taxonomie

Régne Plante

Sous regne Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Sapindales

Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espéce Paradisi (anonyme 2)

v
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Figure 3: image du fruit Citrus paradisis (photographie originale)

11.4.2 Origine et distribution

L’identification botanique des citrus est particulierement complexe du faite de leur
biologie et de leurs cultivars qui sont presque toujours des clones. Ces derniers dérivent par
hybridation ou mutation suite a la reproduction d’arbre par greffage, ou bien au phénomene
de polyembryonie (développement d’un ou plusieurs embryons nucellaires, a partir des
cellules du nucelle qui est un tissu voisin de 1’ovule a 2n chromosomes, & cOté de
I’embryon zygotique). Ces deux phénomenes se produisent chez tous les agrumes sauf
pour le Citrus maxima (Chauvet, 1980). La nomenclature scientifique du Pamplemousse a
été a lorigine de plusieurs débats scientifiques pour lui attribuer vers la fin le nom de

Citrus paradisi (Chauvet, 1980).

L’espéce Citrus paradisi est originaire des Antilles (Caraibes) elle fut introduite en Floride
au XIX siécle et aux Etats unis au début XX siecle puis en Israél, en Europe (Espagne,
Italie) et au Afrique (Chauvet, 1980).

1.4.3 Description

Le pamplemoussier est un arbre de la famille des rutacea, ayant de 5 a 6 m de hauteur et
pouvant méme atteindre 12 m avec 1’age. Ses feuilles sont persistantes, ovales et vertes

foncés a fleurs blanches et 4 pétales (Morton. 1987).
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Le fruit du pamplemoussier est de couleur jaune (Morton, 1987), de taille moyenne a
grande et de forme aplatie aux deux pbéles ou sphérique (figure 3) (Chauvet, 1980). Son
écorce est mince a moyennement épaisse. Sa chair tendre et juteuse et comprend plusieurs
graines (Chauvet, 1980).

1.4.4 Utilisations et activités étudiées

En médecine traditionnelle I’huile essenticlle, préparée a partir des fleurs de
pamplemoussier est utilisée pour le traitement d’insomnies et comme tonique. Sa pulpe est
considérée comme un acide efficace pour le traitement des troubles urinaires. L’activité
antibiotique des extraits de feuilles de Citrus paradisi a été déterminée (Morton et al.,
1987).

En industrie 1’écorce du pamplemousse est utilisée en confiserie et constitue une source
importante de pectine pour la préservation d’autres fruits. L huile de pelure est utilisée

comme arome pour la préparation de boissons (Morton et al., 1987).

Il est utilisé dans la confection de I’extrait des pépins de pamplemousse qui est un
antibiotique et un complément alimentaire. Ce dernier est constitué de plusieurs composes

dont les polyphénols (ex : quercétine) (Cordonnier, 2015).

Le fruit du pamplemoussier comprend également des effets indesirables. En effet c’est un
inhibiteur enzymatique qui augmente les effets secondaires et la toxicité de certains

médicaments, utilisés dans le traitement du cancer du sein (Chabbosseau et Derbré, 2015).

1.5 LES HUILES ESSENTIELLES

1.5.1 Définition

Les huiles essentielles sont des mixtures complexes de métabolites secondaires volatiles

qui sont isolées a partir de plantes par plusieurs techniques (kalemba et Kunicka, 2003).

Elles sont extraites a partir de différentes parties de la plante : fleurs, feuilles, pépins,
racines et fruits (Van De Braak et Leijten, 1999 in Burt, 2004). Elles sont généralement de
couleur jaune claire ou foncé mais qui peut changer chez certaines plantes (origan)
(kalemba et Cunicka, 2003).

0
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1.5.2 Composition chimique

Plusieurs parametres influencent la composition chimique des huiles essentielles : la partie
utilisée de la plante, le licu et la période de récolte, 1’age de la plante,...( Bencharet al.,
2008 ; Merghacheet al., 2011). Les composants actifs les plus importants des huiles
essentielles sont les terpénes (mono terpenes, sesquiterpénes) et les phénylpropanes. Ce
sontdes metabolites secondaires (Calsamiglia et al., 2007) conférant a la plante des

propriétés aromatiques et médicinales (Kalembaet Kunicka, 2003).
1.5.3 Utilisations et activités biologiques

En médecine, les huiles essentielles sont reconnues pour leurs activités antifongique et
antibactérienne, grace a la présence de composés terpéniques qui interagissent avec la
membrane des microorganismes et provoquent sa dégradation (Knobloch et al., 1989 in
Giordani et al., 2006). Elles possedent également des effets positifs sur les maladies
cardiovasculaires, dans les processus inflammatoires, certaines tumeurs et dans les
maladies induites par les radicaux libres (Calsamiglia et al., 2007). Les huiles essentielles
ont également des propriétés anti virales, anti protozoaires et insecticides (kalembaet
Kunicka, 2003)

Mises a part leurs activités biologiques, les huiles essentielles sont largement utilisées en
cosmeétique et parfumerie, pour la fragrance et en alimentation pour le gout, la saveur et la

préservation (Kalemba et Kunicka, 2003).

1.6 LES POLYPHENOLS

1.6.1 Définition

Le terme polyphénols est attribué a une large gamme de composés chimiques, caractérises
par la présence d’un cycle benzoique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Macheix, 1996). Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans toutes
les parties des végetaux supérieurs : tige, feuilles, fleurs, racines, fruits, pollens, graines et
bois (Boizot et Charpentier, 2006). lls sont synthétisés par deux grandes voies

métaboliques : la voie de I’acide shikimate et celle de 1’acétate (Quideau et al., 2011).

0
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1.6.2 Activites biologiques

En raison des réles importants qu’ils ont, les polyphénols ont pu acquérir une grande place
dans le monde de la recherche biologique (Macheix, 1996). lls participation dans la
structure essentielle (la lignine) et la coloration bleu, jaune ou rouge de certains tissus
végetaux (Macheix, 1996) et protegent les plantes contre les pathologies microbiennes, les
herbivores et les radiations solaires (Quideau et al., 2011).

Traditionnellement ils étaient utilisés dans le tannage de peaux (Macheix,
1996).Actuellement ils sont considérés comme molécules, a activités biologiques trés
importantes, car ce sont des anti-antioxydants participant a la réduction du stress oxydatif,
lie a plusieurs maladies chroniques (cardiovasculaires, neuro dégénératives et
cancéreuses), en diminuant le taux de radicaux libres (Quideau et al., 2011). Les
polyphénols possédent également des propriétés antiinflammatoires, antiprolifératives et
anti apoptotiques, grace a leur capacité de se lier aux protéines, ce qui peut induire
I’inhibition de certaines enzymes, la modulation de récepteurs ou méme des facteurs de
transcription. De ce fait les composés phénoliques peuvent toucher a la transduction du
signal et donc toucher a la régulation des fonctions cellulaires (Sandur et al., 2007 in
Quideau et al., 2011).

0
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11.1PREPARATION DU MATRIEL VEGETAL

Les plantes utilisées dans cette étude sont la lavande (Lavandula stoechas), la rue
(Ruta chalepensis) qui ont servi a I’extraction des huiles essentielles, et les fruits du

pamplemoussier dont les pépins ont servi a I’extraction des polyphénols.
11.1.1Récolte et identification des plantes

Lavandula stoechas et Ruta chalepensis, ont étés récoltées dans la forét de Tamridjt
a souk el tenine dans la wilaya de Bejaia au mois de mars 2017.L’identification des plantes

a été faite par le botaniste de I’université de Bejaia M' Bouadam.

Tandis que le pamplemousse a été récoltéau mois de février dans la région de Louasta a

Souk el Tenine.

11.1.2Traitement du matériel végétal

Les plantes et les pépins ont été lavés a I’eau courante (les plantes afin d’éliminer la
poussiére et les pépins pour éliminer les débris de pulpe) puis séchés a I’ombre dans un

endroit sec et aéré (les plantes séchées sont représentées dans les figures 4 et 5).

A AT
Figure 5 : image des feuilles de Lavandula
sechée (photographie originale) stoechas séchées (photographie originale)

Une fois séchés les pépins ont été mis a 1’étuve pendant une semaine a 40°C puis broyés, a
’aide d’un broyeur électrique, en poudre pas trop fine pour éviter le colmatage. La poudre

obtenue a été conservée dans un bocal en verre a 1’abri de la lumiére.
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I1.2ZMETHODES
11.2.1Extraction des huiles essentielles

e Procédé d’extraction

Les huiles essentielles de Lavandula stoechas et Ruta chalepesis ont été obtenues par la
technique d’hydrodistillation (Mohammedi et Atik, 2012). Pour cela 100g de matiere
végétale (feuilles) séchées, a température ambiante et a 1’ombre,ont été mises dans un
ballon avec 1000 ml d’eau de source le tout est macéré pendant une nuit. Le contenu du
ballon est ensuite porté a ébullition pendant 2h et la vapeur est récupérée aprés
condensation dans un autre ballon vide protégé de la lumiére avec du papier aluminium
(figure 6). Le distillat récupéré est ensuite versé dans une ampoule a décanter recouverte
avec du papier aluminium jusqu’au lendemain. Les huiles récupérées aprés décantation

sont conservées dans des petits flacons sombres a 4°C.

Figure 6 : image de I'nydrodistilateur (photographie originale)

e calcul du rendement

Le rendement en huiles essentielles a été calculé selon la formule suivante :

R (%) = (M1 / Mg)* 100

M; : la masse de I’huile essentielle récupérée en mg.

ou:

Mo : la masse de la matiere végétale seche en mg (Falleh et al., 2008 in
Mahmoudi et al., 2013).
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11.2.2Extraction des composés phénoliques
e Protocole d’extraction

Les polyphénols ont été extraits par maceration selon le protocole de Mahmoudi et al.,

(2013) suivi de lIégeres modifications.

Pour cela 30g de poudre de pépins de Pamplemousse ont été mises dans 100 ml d’éthanol a
70% pendant 48 heures avec agitation (figure 7). Ensuite la solution a été filtrée avec du
papier filtre standard (Mahmoudi et al., 2013) (figure 8)

Figure 7: image de la macération de la Figure 8 : image de la filtration de I'extrait

poudre de pépins de pamplemousse éthanolique (photographie originale)

(photographie originale)

Le solvant est ensuite évaporé (partiellement) au rotavapeur pendant 20 min et 1’extrait

obtenu est conservé a I’obscurité jusqu’a utilisation.
e calcul du rendement

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par Falleh et al :

R(%) = (M ext / M éch) * 100

M ext : la masse de ’extrait aprés évaporation du solvant en mg.

ou:
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M éch: la masse séche de I’échantillon végétal en mg (Falleh et al.,, 2008
inMahmoudi et al., 2013).

11.3 DOSAGE DES POLYPHENOLS TOTAUX

Le dosage des polyphénols a été réalisé seulement sur 1’extrait éthanolique de la poudre

des pépins de pamplemousse.
e Principe

Le dosage est basé sur la quantification colorimétrique des composées phénoliques, cette
technique qui a été décrite par Ribéreau-Gayon(1968), utilise comme réactif le Folin
ciocalteu. Ce dernier est constitué par un melange d’acide phosphotungstique (H3PW1,040)
et d’acide phosphomolybdique (H3PMO012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols,
en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968 in
Boizotet Charpentie, 2006). L’intensité de la coloration refléte la concentration de 1’extrait

en polyphénols et I’absorbance est lue entre 725nm et 750nm (Boizot et Charpentie, 2006).

e Mode opératoire

On introduit, dans des tubes & essai, 0.4 ml de solution d’extrait a différentes
concentrations (1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4mg/ml) on y ajoute 1.6 ml de carbonate de
sodium (Na,CO3) a 7% et 2 ml de Folin ciocalteu (1/10). Les tubes sont incubés pendant

2h a ’obscurité. L’absorbance est ensuite lue a 760 nm.

Le blanc est préparé dans les mémes conditions en remplagant 1’extrait par de 1’éthanol a
70 %.

e Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux, de I’extrait, sont déterminees en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant comme standard 1’acide gallique
(figure 9).
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Figure 9 : Courbe d'étalonnage avec I'acide gallique

11.4 INHIBITION DE LA DENATURATION PROTEIQUE

e Principe

Afin d’évaluer les propriétés anti-inflammatoire in vitro, des huiles essentielles des
différentes plantes étudiées et de I’extrait éthanolique des pépins de pamplemousse, le
modele de la dénaturation de 1’albumine a été choisi dans cette étude. Le principe de cette
technique est basé sur la capacité de ces extraits a réduire la dénaturation thermique de la
BSA (Bouhlali et al., 2016).

La dénaturation des protéines tissulaires est bien connue comme étant l'une des
conséquences des maladies inflammatoires et arthritiques, aboutissant a la production

d’auto-antigénes (Williams et al., 2008).

e Mode opératoire

Cette activité a été réalisée selon le protocole de Chandra et al., (2012) avecde légeres
modifications (Chandra et al., 2012) :
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Un volume de 1 ml de solution d’albumine bovine sérique a 2%, préparée dans du PBS
(phosphate-buffered saline, Ph = 6.4), est ajouté a 1 ml de solution d’extrait (phénoliques,
huile essentielle) a différentes concentrations.

Le contrdle est préparé en remplagant I’extrait par de 1’eau distillée.
Du Diclofenac a été utilisé comme standard.

Les tubes ont été incubés pendant 20 min a température ambiante, puis chauffés a 70°C

pendant 5 min.
La lecture est faite &8 660 nm.
e Calcul du pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine est calculé selon la formule

suivante :

Abs C — AbsT
Abs C

)xlOO

% (PI) = (

ou:

Abs C : absorbance du controle

Abs T : absorbance du test (Bouhlali et al., 2016)
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111.1 RENDEMENT D’EXTRACTION
111.1.1 Huiles essentielles

L’extraction par hydrodistillation, & partir des feuilles de Lavandula stoechas et Ruta
chalepensis a donné des huiles essentielles possédant une couleur variant du jaune clair au

jaune foncé avec une odeur prononcée.

Le calcul des rendements d’extraction des huiles essentielles de Lavandula stoechas et

Ruta chalepensis a donné les résultats présentés dans la figure n°10.

Rendement en %

Lavandula stoechas

Ruta chalepensis

Figure 10 : Rendement en huiles essentielles de R. chalepensis et L. stoechas

D’apres les taux d’extraction MONTres aans la rigure, NOUS remarquons que Ie renaement en
huile essentielle est plus important pour Ruta chalepensis (1,5 %) par rapport a Lavandula
stoechas (0,95 %).

Des études réalisées par Mohammedi et Atik (2011) sur I’extraction de I’huile de
lavandula stoechas ont indiqué que cette derniére est plus riche en composés volatiles qui

représentent 2.01% du contenu en huile essentielle des feuilles seches.

D’autres travaux, réalisés par Majdoub et al., (2014) sur les feuilles de Ruta chalepensis,

poussant en Tunisie, ont montré qu’elle est moins riche en composés volatiles avec un

rendement de 0,34 %.
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Les différences des rendements en huiles essentielles entre les espéces, peuvent étre dues a
diverses conditions notamment I’environnement, le génotype et 1’origine géographique de
la plante (Smallfield, 2001 in Bachiri et al., 2016).Ces rendements peuvent méme différer

d’une partie a une autre de la méme plante.

Merghache et al., (2009) ont obtenu des rendements de 0,84%, 0,69%, 1,22% et 0,31%
respectivement pour les parties aériennes, les feuilles, les fleurs et les tiges de Ruta

chalepensis
111.1.2 Extrait éthanolique

Le rendement d’extraction des polyphénols totaux, & partir des pépins de Citrus paradisi,

est de 8 % (figure 11).

polyphénols
totaux
8%

Figure 11 : Rendement en polyphénols totaux des pépins de
Pamplemousse par rapport a la masse de matiére

111.2 DOSAGE DES POLYPHENOLS

La concentration en polyphénols de I’extrait éthanolique, des pépins de Citrus paradisi, a
été déterminée a partir d’une courbe standard utilisant 1’acide gallique comme étalon de

référence (figure 9).

La teneur des pépins de Citrus paradisi en polyphénols est évaluée a 1,66 mg équivalent

d’acide gallique / g d’extrait.

20
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Oboh et Ademosun (2006) ont obtenu une teneur en polyphénols égale a 2,9 mg/g sur
I’écorce de Citrus, ce qui les polyphénols sont plus concentrés dans 1’écorce que dans les

pépins.

Selon Ghohaida et al., (2015) la richesse en polyphénols de I’écorce est due au fait que la
plante élabore plus de polyphénols au niveau de ses organes aériens pour se protéger contre

les rayons solaires.

De maniére générale, 1’extréme variété de la teneur en composes phytochimiques pourrait
étre due essentiellement a la période et le lieu de récolte, la partie utilisée, le génotype, la
technique d’extraction, le stade de développement de la plante ainsi qu’aux conditions
climatiques et a I’altitude (Merghache et al., 2009 ; Smallfield, 2001 in Bachiri et al.,
2016).

111.3 INHIBITION DE LA DENATURATION PROTEIQUE

L’activation incontrdlée ou prolongée de I’inflammation peut provoquer des altérations
dangereuses, telles que la dénaturation de protéines. Ces derniéres subissent une perte de
leur structure qui aboutit a I’exposition d’autoantigénes (Clos, 2012), auparavant
cryptiques, donnant naissance a de nombreuses maladies (arthritiques, rhumatoides,...)
(Lanneau, 2010).

Selon Rathisre et al., (2013), la méthode de la dénaturation protéique est la plus

convenable pour I’évaluation in vitro de I’activité anti inflammatoire des extraits.

Les résultats de 1’inhibition de la dénaturation de la sérumalbumine, par nos trois extraits

sont représentés dans les figures12, 13 et 14.

-
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Figure 12 : Pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA par

I'extrait phénolique des pépins de Pamplemousse

Selon les résultats représentés dans la figure 12, on constate que ’effet anti dénaturant des

polyphénols est inversement proportionnel a la concentration.

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé (86.74%) est obtenu avec la concentration la plus
faible (0.5 mg/ml). Ces résultats coincident avec les résultats de Williams et al., (2008),
selon lesquels ’activité anti dénaturante, des composés naturels isolés a partir des plantes,

est plus importante lorsque la concentration est faible (Williams et al., 2008).

E
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Figure 13 : pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA par I'huile essentielle

De Ruta chalepensis

D’apres la figure 13 on remarque que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de
I’albumine, par I’huile essentielle de Ruta chalepensis, est proportionnel & la concentration.
La concentration 6,32 mg/ml donne 50,24 % d’inhibition et le maximum d’inhibition

(84,33 %) est observé a une concentration 202,5 mg/ml.

100

90 83,37 80,36
80 75,51

6771 69,15
7

58,31

6 53,73
5
4
3
2
1

7,34 235 740
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Figure 14 : Pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA par

I'huile essentielle de Lavandula stoechas

E
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Les résultats obtenus avec I’huile essentielle de Lavandula stoechas (figure 14) révelent
que I’inhibition de la dénaturation est concentration dépendante. La concentration de 29,37

mg/ml donne un maximum d’inhibition de 83,37 %.

Le standard utilisé (Diclofenac) a donné les pourcentages d’inhibition représentés en figure
15, avec un pourcentage d’inhibition d’environ 80% & des concentrations variant de 50 a

600ug/ ml et un pourcentage d’environ de 90% entre 900 et 1000 g/ ml.

120
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- 80 i I
o
=
S 60
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Figure 15 : pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la BSA par le

Diclofenac de sodium

La dénaturation protéique est un phénomene durant lequel la protéine perd sa structure
tridimensionnelle, suite a son exposition a la chaleur, a un agent infectieux ou chimique
(acide ou base forte) (Lanneau, 2010), induisant I’exposition de certains sites qui vont

devenir des auto-antigénes (Jacquier-arlin et Polla, 1994).

La dénaturation protéique, in vivo, peut étre la cause de I’apparition d’auto-antigénes dans
certaines maladies arthritiques. Les agents possedant des propriétés protectives contre la
dénaturation protéique, seraient de bons candidats pour le développement de nouvelles

molécules anti-inflammatoires (Chandra et al., 2012).

L’activit¢ anti dénaturante des extraits pourrait étre due a D’interaction de certains
composants avec deux sites (présents au niveau de certaines protéines exp : aloumine) de

liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams et al., 2002 in Duganath et al.,

<
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2010). Lu et ses collaborateurs ont rapportés que les composants des plantes médicinales
utilisées en médecine traditionnelle, exercent leurs effets pharmaceutiques grace a leur

capacité de se lier aux protéines plasmatiques (Lu et al., 2008 in Duganath et al., 2010).

En effet selon I’étude effectuée par Dufour et Dangles (2004) sur D’interaction des
flavonoides avec I’albumine, cette derniére posseéde une forte affinité pour la quercetine, ce
qui pourrait expliquer 1’activité protectrice des polyphénols contre la dénaturation

thermique de I’albumine.

La diminution de D’effet, de I’extrait éthanolique des pépins de pamplemousse avec
I’augmentation de la concentration, pourrait impliquer un effet antagoniste des composés
phénoliques minoritaires qu’il contient : parmi ses composants, certains exerceraient un
effet opposé a d’autres se manifestant lorsque leur concentration est élevée, d’un autre elle
pourrait étre liée a la formation d’agrégats suite a la forte interaction entre 1’albumine et

certains composés (provoquent la précipitation de 1’albumine).

Au-dela des concentrations de 29,37 mg/ ml et 202.5 mg/ml des huiles de L. stoechas et R.
chalepensis respectivement, le pourcentage d’inhibition de la dénaturation diminue. Cette
diminution pourrait s’expliquer par des réactions de toxicité. Selon I’enquéte effectuée par
Daoudi et ses collaborateurs les espéces du genre Ruta sont des plantes médicinales et
toxiques et leur toxicité se traduit par des cas d’avortement (Daoudi et al, 2016), en effet
Mejri et ses collaborateurs ont rapporté qu’a des doses élevées I’huile essentielle de Ruta

chalepensis exerce une toxicité sur la germination des graines de blé.

Pour ce qui concerne Lavandula stoechas, Gilani et son équipe ont rapporté que son extrait
aqueux exerce une génotoxicité (aberration chromosomique) (Gilani et al, 2000 in Siddiqui
et al., 2016).

Elle peut également étre due a un effet pro-oxydant de certaines molécules antioxydants
constituant nos extraits : c’est-a-dire que ces molécules (au-dela de des concentrations
citées) deviennent oxydantes et donc provoquent la denaturation protéique suite a la
production de radicaux libres.

De ce fait R. chalepensis et L. stoechas sont de remarquables plantes médicinales mais leur

utilisation doit étre faite avec prudence.

-



Conclusion et perspective

L’activite anti-inflammatoire des huiles essentielles de Lavandula stoechas, Ruta
chalepensis ainsi que de [I’extrait éthanolique des pépins de Citrus paradisi
(Pamplemousse) a été mise en évidence par 1’évaluation de leur effet protecteur, contre la

dénaturation thermique de I’albumine.

L’extraction des huiles essentielles des feuilles de L. stoechas et R. chalepensis a donné
des rendements de 0.95 % et 1.5 % respectivement tandis que la poudre des pépins de

pamplemousse a fourni un rendement de 8 %.

Nos différents extraits ont révelé une inhibition efficace de la dénaturation thermique de
I’albumine sérique avec des pourcentages maximaux de 86.74%, 84.33% et 83.37% pour
I’extrait éthanolique des pépins de C. paradisi, R. chalepensis et L. stoechas
respectivement ils sont donc dotés d’une activité anti-inflammatoire. A Cet effet, ces

résultats ouvrent de larges perspectives pour d’autres études afin de :

- Déterminer les molécules bioactives responsables de I’activité.
- Evaluer leur activité anti-inflammatoire in vivo en étudiant la toxicité.
- Déterminer leur mécanisme et leur mode d’action.

- Evaluer d’autres activités biologiques : antiulcéreuse, anticancéreuse,...etc.

-
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Résumé

L’inflammation est un moyen de défense de 1’organisme vis-a-vis des agressions
étrangeres, mais dans certains cas, elle est a I’origine de plusieurs maladies. Dans ce travail
nous nous sommes intéressés a I’activité anti inflammatoire, in vitro, des huiles essentielles
de Ruta chalepensis et Lavandula stoechas ainsi que de I’extrait éthanolique des pépins de
Citrus paradisi (Pamplemousse), ceci par 1’évaluation de leurspropriétés protectives contre
la dénaturation thermique de I’albumine (BSA). Les résultats obtenus ont révélé la
présence de propriétés anti dénaturantes chez les trois plantes testées, avec des
pourcentages d’inhibitions de 86.74% pour I’extrait de pépins de Pamplemousse a une
concentration de 0.5 mg/ml, 83.37% pour L. stoechas a une concentration de 29.37 mg/
mlet 84.33 % pour R. chalepensis a une concentration de 202.5 mg/ml.

Motsclés : Lavandula soeckas, Ruta chalepensis, Citrus paradisi, activité anti-
inflammatoire, albumine, dénaturation.

Abstract

The inflammation is a means of defending the organism against foreign
aggression.However, in some cases it causes several diseases.In this work we were interested
in the anti-inflammatoryactivity in vitro, of the essential oils of Ruta chalepensis and
Lavandula stoechas as well as of the ethanolic extract of the seeds of Citrus paradisi
(Grapefruit), this by the evaluation of their protective properties against Thermal
denaturation of albumin (BSA). The results obtained revealed the presence of anti-
denaturing properties in the three plants tested, with percentages of inhibitions of 86.74%
for grapefruit seed extract at a concentration of 0.5 mg / ml, 83.37% for L. stoechas at a
concentration of 29.37 mg / ml and 84.33% for R. chalepensis at a concentration of 202.5
mg/ml.

Keywords: Lavandula soeckas, Ruta chalepensis, Citrus paradisi, anti-inflammatory
activity, albumin, denaturation.
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