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Introduction

Au travers des ages, ’'hnomme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses
besoins de base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins
médicaux (Gurif, 2006).

Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné a la
consommation et une matiere premiére pour I'obtention de substances bioactives
(Bouzid., et al., 2011).

Bien qu’une grande partie du XX siecle fut consacrée a la mise au point de
molécules de synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs
via le screening de sources naturelles a permis de découvrir un grand nombre de
médicaments utiles qui commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de

nombreuses maladies (Gurif, 2006).

Le stress oxydatif est défini comme étant une oxydation excessive due a un
déséquilibre entre la production d'espéces oxydantes ou formes réactives de
l'oxygéne (FRO) et celle des systémes antioxydants. Les FRO sont responsables de
dénaturation et de dégradation de molécules biologiques et sont produites au cours

de divers processus biologiques par un grand nombre de cellules (Pasquier, 1995).

I semble donc important de tester l'effet thérapeutique des molécules
antioxydantes naturelles ou de synthése, qui peuvent agir dans la prévention des
maladies dégénératives, des cancers et du vieillissement, a la condition d’étre
apportées tres tot avant I'apparition de mécanismes induits irréversibles, et a doses
modérées car la production basale de radicaux libres est indispensable a de

nombreuses fonctions et ne doit pas étre supprimée (Favier, 2006).

Ruta chalepensis est une herbe aromatique persistante appartenant a la
famille des Rutacées, caractérisée par la présence de glandes a huile principalement
ésentes dans les feuilles, ayant une forte odeur et qui est largement répandue

_ins les régions méditerranéennes.

Cette espéce est l'une des plantes, les plus souvent utilisées dans la
médecine populaire de nombreux pays pour ses effets emménagogue,

antihelminthique, anti-inflammatoires et spasmolytiques (Fakhfakh et al., 2012).



Introduction

La présente étude a été consacrée a I'évaluation in vitro de [lactivité

antioxydant de différents extraits de Ruta chalepensis d’'Algérie.
Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :
- Extraction de I'huile essentielle et des polyphénols de la plante.
- Dosage des composés phénoliques totaux a partir des deux extraits.

- Evaluation de l'effet anti-radicalaire de ces extraits en utilisant un radical
synthétique (DPPH).

- Evaluation de l'effet réducteur de ces mémes extraits en utilisant le systeme FRAP.
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I. Etude botanique de Ruta chalepensis
I.1. Présentation de la famille des rutacées :

La famille des rutacées se compose d'environ 150 genres et plus de 1500
espéces. Ces plantes se distribuent dans les régions tropicales et tempérées, et
particulierement en Australie et en Afrique du Sud. Pratiquement 25 genres et plus

de 80 espéces de cette famille ont été jusqu'ici rapportés d'Inde (Sharma, 1993).

Cette famille comprend essentiellement tous les Citrus (Oranger,
Citronnier...) ; le genre Ruta (Figure n° 1) et Zanthoxylum. Ces genres partagent
tous un caractére ligneux (méme si la rue (Ruta) ne se lignifie qu’aprés une phase de
croissance a I'état herbacé), une morphologie florale similaire, et la présence d’un
type bien particulier de poches a essences (Gravot, 2002) sous forme de pointillés
trés translucides dans les feuilles (Sharma, 1993) appelés poches schisolysigénes,
dont la formation résulte a la fois de la division et de la lyse de cellules
parenchymateuses, et qui donnent son aspect irrégulier a la peau d’orange (Gravot,
2002). lIs sont donc riches en huiles essentielles, renferment un pourcentage élevée

en vitamine C, et contiennent entre autres plusieurs alcaloides (Sharma, 1993).

Ruta graveolens (Richerdeforges, 2011)

Figure n° 1 : Photographies de différentes espéces de Rutacées.
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I.2. Présentation de I’espéce Ruta chalepensis
1.2.1. Description générale

Ruta chalepensis (Figure n° 2) est un petit arbuste indigéne d’environ 30 a 80
cm de haut (Bock, 2011), largement répandu dans les régions méditerranéennes
ainsi que dans les pays tempérés et tropicaux (Gunaydin et al., 2005 ; Tounsi et
al., 2011).

Cette plante qui se trouve habituellement sur les pentes rocheuses (lauk et
al., 2004) est caractérisée par des feuilles de couleur verte-bleuatre, émettant une
forte odeur désagréable et qui ont un gout amer (Brener, 1985 ; Tounsi et al.,
2011 ). Ces feuilles portent également des glandes a huile responsables de cette
odeur (Gunaydin et al., 2005).

Les tiges de l'arbuste sont glabres et portent des fleurs jaunes organisées en

cymes avec des pétales dentées (Brener, 1985 ; Gunaydin et al., 2005).

B (Tasset, 2004)

C (Tasset, 2004) D (Bock, 2004)

Figure n° 2 : Photographies de Ruta chalepensis, (A et B : Parties aériennes; C : Fleurs;
D : Feuilles).
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1.2.2. Systématique de Ruta chalepensis

Tableau | : Classification taxonomique de Ruta chalepensis (Bock, 2011)

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Plantae
Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Rosideae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Ruta
Espéce Ruta chalepensis

1.2.3. Noms vernaculaires de I’espéce

Tableau Il : Principaux noms vernaculaires de Ruta chalepensis

Langue Nom Référence
Francais Rue de chalep (Bock, 2011)
Berbére Aourmi (Lamnauer et
Arabe Fijel Batanouny, 2005)
Anglais Fringed Rue
Espagnole Ruda (Bock, 2011)
Italien Ruta d'Aleppo

1.2.4. Caractéristiques des différentes parties de la plante

Les principaux caracteres, qui distinguent cette espéce des autres, résident
dans les lobes de la capsule rapprochés et non séparés ainsi que dans les pétales

dentées et ciliées a leurs bord (Lamarck, 1804).

Le tableau n° Ill résume les caractéristiques propres a chaque organe de la

plante :
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Tableau Il : Principales caractéristiques des différentes parties de Ruta chalepensis

Organe Caractéristiques Référence
Tiges Tiges droites, rameuses, cylindriques, dures, glabres, | (Lamarck, 1804).
hautes de trois a quatre pieds, d’un verre glauque.
Egalement non glanduleuses. (Bock, 2011).
Feuilles Feuilles amples de six (06) millimétres de larges, a | (Bock, 2011).

folioles ovales-oblongues,

Cunéiformes, glauques et parfois presque linéaires.
Les folioles inférieures en forme de stipules sont
pétiolulées.

De couleur verte-bleuatre, de golat amére et d’odeur
forte relativement désagréable

Portent des glandes a huiles de type schisolysigénes.

(Lamarck, 1804).
(Bock, 2011).

(Tounsi et
2011).
(Gravot, 2002).

al.,

Fleurs

Il s’agit de fleurs jaunes, grandes, bractées, ovales ou
lancéolées, souvent en cceur a la base et beaucoup
plus larges que le rameau ou le pédoncule qui les
porte.

Leur taille avoisine les uns (01) centimétre de
diamétre.

Disposés en corymbes a I'extrémité des tiges et des
rameaux; leur calice est court, glabre, ovale et a cinq
divisions; la corole est jaune a cinq pétales concaves,
ondulées, denticulées, et ciliées a leurs bords.

Elles portent huit a dix (8 a 10) étamines ainsi qu’'un

ovaire superieur.

(Bock, 2011)

(Brener, 1985).

(Lamarck, 1804).

(Gunaydin et al.,
2005).

Fruits

Les fruits sont des follicules a graines noires.
lls se présentent sous forme de capsule globuleuse

d’environ six (6) a neuf (9) millimétres de diamétre.

(Lieévre, 2004)
(Lamnauer et
Batanouny, 2005)
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1.2.5. Distribution générale de Ruta chalepensis

Ruta chalepensis est une plante spontanée, largement répandue en Afrique
du nord et plus particulierement en Algérie (Figure n° 3). On la rencontre
fréeguemment dans les rocailles, les pelouses et les coteaux secs. En Algérie, cette
plante est aussi cultivée dans les jardins (Merghache et al., 2009).

On la retrouve également en Europe du sud et dans les pays subtropicaux de
maniére générale. Cette plante est adaptée aux secteurs qui sont situées a environ
1000m au-dessus du niveau de la mer avec précipitations et lumiere du soleil

modérées (Joy et al., 2001).

e .

@ Ruta chalepensis
Figure n° 3 : Répartition géographique de la distribution de Ruta chalepensis
(Mansion et al., 2005)

Il. Phytochimie de Ruta chalepensis

Les plantes produisent un grand nombre de métabolites secondaires (Daayf
et Lattansio, 2008), ainsi I'action de la phytothérapie sur I'organisme dépendra de la
composition chimique de ces plantes et de leurs teneur en ces métabolites (Zeghad,
2009).

Ruta chalepensis est une source riche en métabolites secondaires importants
tels que des furanocoumarines, des alcaloides et bien d’autres substances (Annexe
). Plusieurs études réalisées sur la plante ont clairement indiqué que son utilisation

en thérapeutique était justifiée en raison de sa composition (Gunaydin et al., 2005).
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Le screening phytochimique des différentes parties de Ruta chalepensis a révélé

la présence essentiellement :

& Des alcaloides : de maniere générale les alcaloides sont des substances

d’origine naturelle retrouvées dans environ 20% des espéces végétales, azotées et
basiques (Facchini, 2001 ; Vercauteren, 2012).
Ruta chalepensis est une source riche en plusieurs alcaloides (ElI Sayed et al.,
2000), elle renferme environ une teneur moyenne de 0,4 a 1,4% d’alcaloides ; avec
principalement :
e Les quinoline alcaloides: Graveoline (rutamine) et graveolineine (Anton et
al., 2009).
e Les Furoquinoline alcaloides: Skimmianine, gamma-fagarine, dictamnine,
kokusaginine, pteleine (Figure n° 4).
¢ Quinazoline alcaloides : comme I'arborine (Tounsi et al., 2011).
~a 0

=
e o | -

.-""‘-"'"""-\. .-'-"\-\.\,U_,.,-"".\_\_H
o 2 ‘-u\..,-'-""-""‘-*_-n :-['—/-:}

Ly

Figuren® 4 : Structures chimiques de la Graveoline (A) et de la Graveolinéine (B)
(An et al., 2010)

& Des coumarines : les Coumarines sont un groupe de composés dérivant du

1,2-benzopyrone et qui sont largement distribués dans le regne végétal comme la
cannelle, la lavande et la menthe poivrée (Mladenka et al., 2010).
L’étude des coumarines de Ruta chalepensis a permis d’identifier :
e Des furanocoumarines : la xanthotoxine, la bergapténe, la chalepensin,
I'isopimpinelline, et le psoralen (Figure n° 5).
e Des coumarines glucosidiques : la rutarensine, et la daphnorétine
(Lamnaouer, 2002).

A B C

Figure n° 5 : Structures chimiques du Psoralen (A), du Bergapten (B) et de
I'lsopimpinelline (C) (Milesi et al., 2001).



Chapitre | Généralités sur Ruta chalepensis

L Des flavonoides: Les flavonoides sont un groupe de composés

polyphénoliques produits naturellement par les plantes et que I'on retrouve dans une
vaste gamme de denrées alimentaires d’origine végétale (fruits et Iégumes) (Ren et
al., 2003).

Ruta chalepensis produit majoritairement un flavonoide qui est la rutine (2-
5%): Toutes les parties de la plante renferment ce glucoside (Figure n° 6) qui est

aussi appelé « vitamine P » isomeére de la Quercétine (Attou, 2011).
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Figure n° 6 : Structure chimique de la Rutine (Attou, 2011)

& Des huiles essentielles : Ce sont des substances organiques aromatiques

liquides qu’on trouve naturellement dans diverses parties des plantes. Elles sont trés
concentrées, volatiles, généralement huileuses et sensibles a la décomposition sous

I'effet de la chaleur (Turgeon, 2001).

Ces substances n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs
comme les Myrtacées, les Lauracées, les Composées et les Rutacées. Elles peuvent
étres stockées dans tous les organes de ces plantes (fleurs, feuilles,...) et leurs
synthése et localisation sont souvent associées a la présence de structures
histologiques spécialisées (poches schisolysigénes des Rutacées par exemple)
(Bruneton, 1999).

. Ruta chalepensis, est une plante aromatique largement exploitée pour ces
huiles essentielles destinées a la parfumerie et a I'industrie agroalimentaire.
La composition chimique ainsi que le rendement des huiles essentielles de cette
espéce varie avec le lieu et la période de récolte, mais de maniére générale Ruta
chalepensis renferme environ 0.1% a 1.13% d’huile essentielle. La composition
chimique des huiles essentielles varie avec le lieu de récolte ; Il a été rapporté que le
2-undécanone est le constituant majoritaire de I'huile essentielle de Ruta chalepensis
de provenance d’Argentine (38.1%), de Turquie (66.5%), d’'lran (52.5%) et d’Inde (4.3
- 67.8%) (Merghache et al., 2009).
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Quant a I'huile essentielle provenant d’Arabie Saoudite, le pourcentage en 2-
undécanone est inférieur ou égal a 4.5%.
Cependant [l'huile essentielle provenant d’ltalie contient deux constituants
majoritaires : le 2-nonanone (49.9 %) et le 2-undécanone (30.0 %).
Les analyses des constituants volatils des différentes parties de la plante originaire
d’Algérie (Annexe Il) montrent que les fleurs possédent un seul constituant
majoritaire : le 2-undécanone (68.95%) et que les feuilles et les tiges sont riches en
2-undécanone (40.61% et 38.38% respectivement), 2-nonanone (12.45% et 18.16%
repectivement) et le 1-décanol (26.32% et 8.40% repectivement) (Figure n°® 7)
(Merghache et al., 2009).

d 1 e

T B C

Figure n° 7 : Structures chimiques du 2-undécanone (A), du 2-décanol (B) et
du 2-nonanone (C) (Abrams et Shaw 1987).

% Autres composés : Les feuilles et les jeunes tiges de Ruta chalepensis

contiennent également une certaine proportion d’acides aminés, de saponines
(Zeichen de Sa et al., 2000), de glycosides, de stérols et de triterpénes (Gonzalez-
Trujano et al., 2006).

lll. Intérét thérapeutique et toxicité de Ruta chalepensis

lIl.1. Intérét thérapeutique
Une plante médicinale, répond elle aussi a la définition du médicament. Elle
est a la fois un produit fini destiné a la consommation et une matiére premiére pour

I'obtention de préparation galéniques ou de substances actives (Lamnaouer, 2002).

Ruta chalepensis est I'une des plantes médicinales les plus fréquemment

utilisées a des fins thérapeutiques (Ben Bnina et al., 2010).

% Dans la médecine traditionnelle :

Ruta chalepensis est employée dans la médecine traditionnelle de beaucoup

de pays pour le traitement d'une série de maladies (Mansour et al., 1990).

10
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e La rue est tres utilisée en Algérie a des fins diverses: Fébrifuge ; anti venin
local ; dans le traitement des nausées, des vomissements, des constipations
et du paludisme ; pour soigner les anémies, les douleurs occulaires, auditives,
I'asthme ainsi que les névroses (Attou, 2011).

e En Arabie Saoudite, la décoction de la partie aérienne de la plante est
employée comme analgésique, antipyrétique et pour le traitement des
rhumatismes et des troubles mentaux.

e Elle est prescrite dans la médecine indienne pour le traitement des névralgies,
des désordres menstruels et autres saignement.

e En Chine, une décoction de la racine de Ruta est employée comme anti-venin.
Les feuilles de cette plante infusées avec du vinaigre, sont données aux
enfants pour le traitement des convulsions et autres désordres nerveux.

e Une décoction aqueuse des feuilles est employée pour le traitement des
fievres en Afrique (Mansour et al., 1990).

% Dans la médecine moderne (études expérimentales):

Ruta chalepensis et plus précisément son extrait éthanolique a été étudié
pour son effet anti-inflammatoire, antipyrétique, analgésique, anticonvulsivant,
antispasmodique ainsi que pour d’éventuelles effets hématologiques (Mansour et
al., 1990).

o Effet anti-inflammatoire : L’effet anti-inflammatoire de Ruta chalepensis a été
évalué par Mansour et al., (1990), selon deux modeéles inflammatoires, induits par
l'injection de sel de sodium de carraghénane et I'administration sous-cutanée de
granules stérilisés de coton chez des rats albinos ; les résultats obtenus ont montré
que l'extrait éthanolique de Ruta chalepensis produit une inhibition significative des
cedéemes de pattes des rats carraghénane-induits, ainsi qu’une inhibition des
granulomes induits par les granules de coton chez les rats testés a une dose de

500mg/kg .

été employée ; et le temps de réaction a la douleur a été enregistrée.
Les résultats des études de l'activité analgésique des extraits de Ruta chalepensis

semblent indiquer que la plante est exempte de toute activité analgésique ce qui ne

11
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justifie donc pas son utilisation contre la douleur dans la médecine traditionnelle
(Mansour et al., 1990).

o Effet _antipyrétique : D’aprés Mansour et al., (1990), Ruta chalepensis
posséde également une excellente activité antipyrétique ; en effet son extrait
éthanolique a permis une diminution significative de I'hyperthermie levure-induite
chez des souris avec un passage d’une température de 36,5°C a une température de
32°C au bout de 60 minutes, aprés administration d’'une dose de 500mg/kg. Ces
résultats confirment donc l'activité antipyrétique de cette plante reconnue dans la

médecine traditionnelle.

e Effet anticonvulsivant: le Pentylenetetrazole (PTZ) a été employé par
Gonzalez-Trujano et al., (2006), pour induire des convulsions chez des souris et
ainsi étudier 'effet anticonvulsivant de la rue.

L’étude a révélé que l'extrait éthanolique de Ruta, a des doses allant de 300 a 1000
mg/kg a retardé de maniére significative le début de la premiére convulsion induit par
PTZ. Ces résultats viennent donc renforcer le fait que les feuilles de cette plante
infusées avec du vinaigre soient données aux enfants pour le traitement des

convulsions dans la médecine traditionnelle.

e FEtudes hématologiques : L'extrait de Ruta chalepensis a été étudié par
Mansour et al., (1990), pour ses effets sur les paramétres sanguins (temps de
prothrombine et fibrinogéne) a une dose de 500 mg/kg pour justifier I'utilisation de la
plante dans le traitement des désordres hématologiques. Les résultats obtenus
suite au protocole expérimental, ont indiqué que Ruta chalepensis n’induit aucun

changement de ces paramétres de coagulation.

o Effet antispasmodique : Moazedi et al., (2009), ont évalué [lactivité
spasmolytique de la plante sur I'intestin de rats sains, dont les contractions ont été
provoquées par une solution de KCI, et des concentrations cumulatives d'extrait de
Ruta ont été additionnées au milieu expérimental.

Les résultats de cette étude ont montré que les extraits des feuilles de Ruta
chalepensis ont exercé un effet antispasmodique dose-dépendant sur l'iléum des

rats, avec une dose efficace de 0,04mg/ml d’extrait.

12
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lll.2. Toxicité de Ruta chalepensis

v L’effet toxique le plus connue de Ruta chalepensis et des autres espéces du
méme genre est la phototoxicité, qui est due a sa richesse en Furanocoumarines
(psoralenes). En effet celles ci induisent, par contact des feuilles contuses suivi d'une
exposition au soleil, une dermite aigué qui ressemble a une bralure du premier ou du
deuxiéme degré. Secondairement la peau gardera une hyperpigmentation qui peut

persistée assez longtemps (July, 2007).

v Plus grave, apres absorption digestive, ces coumarines sont toxiques pour le
rein et le foie, voire cancérigénes, car elles altérent les acides nucléiques (ADN en
particulier) par formation de réticulations et d’adduits avec ces derniers et peuvent

ainsi provoquer des lésions du génome (Gunaydin et al., 2005 ; July, 2007 ).

v" L'huile essentielle provoque des contractions du muscle de I'utérus ainsi que
des hémorragies utérines.

v Les signes d'intoxication par la rue commencent par des troubles digestifs
(douleurs, vomissements, hypersalivation), qui s'accompagnent rapidement de
signes de choc (hypotension, troubles cardiaques), voire de convulsions.
Parallélement on peut observer des saignements génitaux. Plus tard, et selon la
gravité de l'intoxication, il peut se développer une insuffisance rénale et hépatique

pouvant conduire au déces.

v' L'empoisonnement par la rue est en général volontaire suite a I'utilisation de
cette plante pour provoquer un avortement. Les femmes enceintes doivent éviter de
consommer des extraits de rue méme en petite quantité car des études sur I'animal
ont montré que ces extraits pouvaient provoquer des malformations foetales (July,
2007). En effet 'administration d'une infusion aqueuse des parties aériennes de Ruta
chalepensis au cours de la période d’organogénése, chez des souris gestantes, a
provoqué des modifications morphologiques significatives, un retard du
développement des organes (thymus) et des réflexes, un gain de poids et a produit
également des changements histologiques du placenta et des foetus (Zeichen de Sa
et al., 2000).
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Chapitre II Radicaux libres et Antioxydants

l. Les radicaux libres (RL)
| .1. Définition

D’aprés Goudable et Favier (1997), un radical libre est une espece chimique,
molécule, morceau de molécule ou simple atome, capable d'avoir une existence
indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron
non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité et donc une
demi-vie trés courte.

En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un
électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre
compose.

La réactivité chimique des radicaux libres de I'oxygéne est variable selon la molécule
considérée, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux
radicaux libres entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les
radicaux superoxyde et hydroxyle, mais d'autres dérivés de l'oxygeéne jouent
également un réle important dans le stress oxydant, en particulier le peroxyde
d'hydrogéne. C'est pourquoi le terme d'espéeces réactives de l'oxygéne (ERO) est
préféré a celui de radicaux libres puisque le peroxyde d'hydrogéne n'est pas un

radical libre.

.2. Production des radicaux libres

La production des espéces oxydantes est une conséquence inévitable du
métabolisme aérobie. En effet, 'organisme a besoin d’O, pour produire de I'énergie
au cours des réactions dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie
de 'oxygéne échappe a sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut
alors étre a l'origine de la production de radicaux libres oxygénés.

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux
catégories :
- les sources endogénes : ou les radicaux libres sont des produits des réactions de
'organisme,
- les sources exogénes : les étres vivants sont exposés quotidiennement a des

polluants (fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a
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'origine de la production de radicaux libres, une fois dans l'organisme (Pastre,
2005).
La figure n° 8 résume les principales étapes de la production des espéces réactives

de I'oxygéne.

Maolécule
d'vxygéne

Radical
GSSG

superoxyde
GSHPx

Peroxyde

Hliydrogene %\k‘“‘;/‘

Fes™ Pm‘_a%y'dnﬁrm
Hpidique
Radical hydroxyle

Figure n° 8 : Principales étapes de production des espéces réactives de I'oxygéne
(Goudable et al., 1997)

I.3. Le stress oxydant

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’'ERO

et les systétmes de défenses antioxydants. Il faut souligner que les ERO peuvent
d’ailleurs jouer un réle physiologique important comme dans la phagocytose des
bactéries par les cellules immunitaires.
Un stress oxydant se définira lorsqu’il y aura un déséquilibre profond entre
antioxydants et pro-oxydants en faveur de ces derniers. Cette situation peut résulter
d’'un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie-reperfusion,
vieillissement), d’une activation de systémes enzymatiques (xanthine oxydase,
NADPH oxydase, monoamine oxydase...), d’'une libération de fer libre a partir des
protéines chélatrices (ferritine) ou d’'une oxydation de certaines molécules (glucose,
hémoglobine, catécholamines, ...). Enfin, une mauvaise alimentation pauvre en
antioxydants contribuera également a I'apparition d’'un stress oxydant (Pincemail et
al., 2008).
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1.4. Conséquences du stress oxydant

Des concentrations élevées en ERO peuvent étre un important médiateur de
dommages des structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des
protéines (Figure n° 9) (Valko et al., 2007).

Selon Favier, (2003), la plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec I'age, car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et

augmente la production mitochondriale de radicaux.

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le
cancer, syndrome de détresse respiratoire aigue, cedéme pulmonaire, vieillissement

accéléré.. .etc.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires.
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Figure n° 9 : Principales cibles des ERO (Favier, 2003)

Il. Les Antioxydants

Les antioxydants sont définis par kumar et al., (2012), comme étant des
composeés pouvant étre de nature exogéne ou endogéne et possédant, I'un comme

I'autre la capacité d’empécher la génération des oxydants toxiques, d’arréter ceux qui
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sont déja produits et de les inactiver, et de bloquer de ce fait la réaction en chaines

de propagation produite par ces oxydants .
Selon Valko et al., (2006), un bon antioxydant devrait a la fois :

Agir spécifiquement sur les radicaux libres;
Chélater les métaux de transition;
Agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer;

Etre aisément absorbé;

V V V V V

Agir a des concentrations physiologiques relativement faibles;

La figure n°® 10, représente les principaux antioxydants et leurs sites d’action

au niveau de l'organisme.

......................................................................................................
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Figure n° 10 : Sites d’action des nutriments et des enzymes antioxydants (Pastre, 2005)

I.1. Antioxydants endogénes

Pour lutter contre I'excés de production de radicaux libres (RL), 'organisme
dispose d’enzymes antioxydantes ubiquitaires tel que les superoxydes dismutases
(SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (Afonso et al., 2007), des
lipases, des protéases, des endonucléases qui éliminent les molécules oxydées,
mais également de systémes non enzymatiques comme les thiols, le glutathion, la
bilirubine (Berger et Chioléro, 2001), I'albumine et la ferritine qui complexent les
ions divalents (Pastre, 2005).
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L A titre d’'exemple, I'un des antioxydants enzymatiques intracellulaires les plus
efficaces est la superoxyde dismutase, il s’agit d'une enzyme antioxydante qui
catalyse la dismutation de l'ion superoxyde (O.") en oxygéne (O,) et en peroxyde
d’hydrogéne (H20;), qui sera transformé a son tour en H,O+ %2 O, par la catalase
(Valko et al., 2006).

I.2. Antioxydants exogénes

Les antioxydants alimentaires sont essentiellement représentés par l'acide
ascorbique (vitamine C), I'a - tocophérol (vitamine E), les caroténoides, les

polyphénols ainsi que d'autres antioxydants (Valko et al., 2007).

Cette classe d’antioxydants est particulierement intéressante puisqu’il est
possible de renforcer les défenses de l'organisme en augmentant les apports

exogénes de ces différentes molécules (Pastre, 2005).

% La vitamine C (acide ascorbique) est un antioxydant trés puissant qui se

concentre au niveau de l'organisme dans les milieux aqueux, ses associés
antioxydants primaires sont la vitamine E et les caroténoides.
L'acide ascorbique posséde deux groupes hydroxyle ionisables. Son mécanisme

d’action est représenté dans la figure n° 11 (Valko et al., 2006).

HO AscH., wo AscH' e ASC

[ ;=] ,.-""'\-\.T-":'lz-_-.'-t:' O e _.-"'"-\.\_h_.-'l:‘l'\-\.\'._-_'.':" D ™ o, o :.-"'E}
NI e S e e ©
:*c:"‘}l O of o o

o Ol . o O

Figure n° 11 : Réaction entre I'acide ascorbique et un radicale (R") (Valko et al., 2006)

% Les polyphénols : Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus

large et le plus répandu du régne végétal et font partie intégrante de I'alimentation
humaine et animale (Martin et al., 2002) ; Ces composés attirent I'attention depuis
quelques années a cause de leurs propriétés antioxydants. En effet, Les
antioxydants phénoliques (PhOH) interférent dans I'oxydation des lipides et d'autres
molécules par la donation rapide dun atome d'hydrogéne aux radicaux
(Figure n° 12).
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Les radicaux phénoxy intermédiaires sont relativement stables et ne pourront
donc pas promouvoir d’autres réactions d’oxydation en chaine (Valko et al., 2006).
Les polyphénols sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils

ont des propriétés chélatrices (Pastre, 2005).

| A
A4

Figure n° 12 : Réaction entre un composé phénolique et un radical (R’) (Pastre, 2005)

% Les huiles essentielles : L'activité antioxydant des huiles essentielles est une

propriété biologique de grand intérét, puisque ces composés peuvent aider a la
conservation des aliments des altérations provoquées par les oxydants. Ces huiles
peuvent également piéger les radicaux libres dans I'organisme, et de ce fait jouer un
réle important dans la prévention de certaines maladies (Miguel, 2010).

De nombreux travaux sur les activités antioxydants des huiles essentielles
d’'une grande variété de plantes aromatiques montrent que ces propriétés sont en
relation avec la structure chimique, et que ces activités sont dues essentiellement a
la présence de composés qui comportent le groupement hydroxyle (Bouzouita ef al.,
2008).
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

I. Préparation du matériel végétal
I.1. Récolte et identification de la plante

La partie aérienne de Ruta chalepensis (Figure n°13) a été récoltée au mois
de mars 2012 dans la région de THITWIKIN de la commune de Kherrata, située a 66
km de la wilaya de Bejaia, loin de tout impact de pollution (Figure n° 14).
L’identification botanique de la plante a été réalisée au niveau du laboratoire de

physiologie végétale et d’écologie de l'université de Bejaia.
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Figure n° 14 : Localisation géographique du lieu de récolte de Ruta chalepensis

I.2. Séchage et broyage

by

La plante fraichement récoltée, a été lavée a I'eau courante afin de la
débarrasser des poussiéres et autres particules et conservée a 'ombre dans un

endroit sec et aéré.
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Une partie de la plante fut utilisée ainsi pour I'extraction de I'huile essentielle,
et l'autre partie fut séchée dans une étuve a 40°C pendant une semaine avant
I'extraction des composés phénoliques.

Apres le séchage, le matériel végétal destiné a I'extraction des composées
phénoliques a été broyé, a l'aide d’un broyeur électrique, en une poudre fine pour
permettre une meilleure extraction, Cette derniére a été ensuite conservée dans des

bocaux en verre fermés et stockés a 'abri de la lumiére.
Il. Méthodes
I1.1. Test d’humidité

a) Principe

La teneur en humidité de la plante a été déterminée selon la méthode utilisée
par Amarti et al., (2010). Elle consiste en la détermination de la perte de masse par

dessiccation a I'’étuve a 60 °C.

» Le taux d’humidité est calculé selon la formule suivante :

Ou:
M; : poids de la matiére fraiche exprimé en grammes.
Ms : poids de la matiere séche exprimé en grammes.

b) Mode opératoire

Le protocole du test d’humidité effectué consiste a placer trois échantillons de
matiere végétale fraiche de 30g chacun, dans une étuve a une température de 60°C

jusqu’a stabilisation du poids (Amarti et al., 2010).

21



Partie expérimentale Matériel et méthodes

11.2. Extraction des substances bioactives
11.2.1. Extraction de I’huile essentielle
a) Mode opératoire

L’huile essentielle de Ruta chalepensis a été extraite selon le procédé décrit
par Amarti et al., (2010). Les différentes étapes du protocole d’extraction sont

représentées dans la figure n® 15.

. - 100g de plante fraiche ’ \
: H
I v ;
Introduction dans un ballon de 1litre contenant de I’eau de source I
: H
| v :
. Chauffage a I’aide d’un chauffe ballon pendant 3 heures I
H
| v
Récupération des vapeurs chargée en huile et condensées en eau par un
I systéme de refroidissement
H
. v
I Séparation des deux phases (aqueuse et huileuse) dans une ampoule a décanter
®
v
l Déshydratation de I'huile essentielle par du Sulfate de sodium anhydre et
°, conservation a 4°C a I’abri de la lumiére jusqu'a utilisation /

(Amarti et al., 2010)

b) Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport de la quantité d’huile recueillie
apres distillation sur la quantité de la biomasse, exprimé en pourcentage.
» Le rendement est calculé selon la formule suivante :
ou :
R (%) : Rendement de I'huile essentielle en pourcentage.
M, : masse d’extrait récupéré exprimée en grammes.
M, : masse du végétal utilisé pour I'extraction exprimée en grammes.
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1.2.2. Extraction des composés phénoliques totaux
a) Mode opératoire

Le procédé d’extraction des polyphénols utilisé est décrit par Vundac¢ et al.,

(2007), selon le protocole schématisé dans la figure n°16 .

/7 20g de poudre végétale \
. ®

v
200ml d’éthanol
4
v
Agitation du mélange pendant 24 heures
L4

v
Décantation de I’extrait dans une éprouvette pendant 24 heures
®

v
Filtration du surnageant a laide d’un papier filtre standard
M
v
Evaporation du solvant a 37°C pendant 48 heures
®

v
\Récupération de I’extrait sec de composés phénoliques totaux -

Figure n° 16 : Protocole de préparation de I'extrait éthanolique
(Vundac¢ et al., 2007)

.

.. . ®

b) Calcul du rendement
La détermination du taux d’extraction (%) est réalisée selon la formule

suivante :

.
N
Ou- ....................................

Po — P1: Poids de I'extrait sec exprimé en milligrammes.

Pe : poids de I'’échantillon (poudre végétale) exprimé en milligrammes.
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1.3. Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé sur I'extrait éthanolique ainsi

que sur I'huile essentielle de Ruta chalepensis dans les mémes conditions.
a) Principe

La quantification colorimétrique des composés phénoliques totaux a été
déterminée selon la méthode décrite par Djeridane et al., (2006), utilisant le réactif
de Folin ciocalteu, qui est constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW42040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,040). Ces derniers, lors de
I'oxydation des phénols, sont réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et

de molybdeéne.

La coloration produite, dont I'absorption maximale est comprise entre 725 et
760 nanométres est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les

extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

a) Mode opératoire

Le protocole utilisé par Djeridane et al., 2006 pour le dosage des composeés

phénoliques totaux est schématisé dans la figure n°17.

~
o
Y
3
i
o
X
-
=
Q
=

# ' 0,5ml du réactif de folin ciocalteu a 10% \

: Incubation pendant 1 minute
®
I =
. Addition de 1,5ml de carbonate de sodium a 2%
| H
v
. Incubation pendant 2heures a température ambiante et a I'obscurité
| b4
v

\ Lecture de I'absorbance a 760nm dans un spectrophotométre ,
contre un témoin .

Figure n° 17 : Protocole de dosage des composés phénoliques

(Djeridane et al., 2006)
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b) Expression des résultats

Les concentrations en composés phénoliques totaux des extraits sont
déterminées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes

concentrations d’acide gallique dans le méthanol.

Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent en acide gallique par
100 grammes de poids sec (mg EAG/100 g PS) (Koffi et al., 2010).

» Limites de la méthode : Si le dosage de Folin-Ciocalteu est simple a
mettre en ceuvre et trés sensible, il n’est cependant pas spécifique des polyphénols ;
il réagit avec les acides aminés tyrosine et tryptophane des protéines, les sucres
réducteurs comme le glucose et le fructose, I'acide ascorbique, I'acide tartrique et les
sulfites (Boizot et Charpentier, 2006).

11.4. Evaluation de I’activité antioxydant

Pour toutes les activités, I'extrait sec de composés phénoliques et I'huile
essentielle sont reconstitués dans du méthanol et préparés a différentes
concentrations.

La Quercétine, l'acide gallique et le tocophérol ont été utilisés comme
antioxydants de référence, pour apporter un point de comparaison avec les différents

extraits.

11.4.1. Evaluation de I'activité anti-radicalaire par la méthode du DPPH

a) Principe

Le DPPH est un radical libre organique stable, généralement utilisé pour
évaluer les propriétés anti-radicalaires de toute substance in-vitro (Loganathan et
al., 2011).

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2,2 diphenyl-1- picryl
hydrazyl) de couleur violette (forme oxydé) se réduit en 2,2 Diphenyl-1- picryl
hydrazine de couleur jaune (Athamena et al., 2010).

L’intensité de la coloration, mesurée au spectrophotomeétre a 517 nanometres,
est inversement proportionnelle a I'activité anti-radicalaire des composés dont on

souhaite déterminer I'activité (Kouamé et al., 2009).
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b) Mode opératoire

La méthode suivit par Shirwaikar et al., (2006) a été utilisée pour évaluer
l'activité anti-radicalaire des extraits de Ruta chalepensis . Toutes les étapes de

I'essai sont décrites dans la figure n°18.

Ny 1,5ml d’extrait (polyphénols, huile essentielle ou standard) ’

| 2 |

: v

I 1,5ml de solution méthanolique de DPPH a 0,008% I
®

v

I Incubation pendant 20 minutes a température ambiante et a I’obscurité
4
\ 4

. Lecture de I’absorbance a 517nm contre un controle négatif

Figure n° 18 : Protocole de I'évaluation de I'activité anti-radicalaire des extraits
de Ruta chalepensis par la méthode du DPPH (Shirwaikar et al., 2006)

c) Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH (%) a été calculé selon la
formule donnée par Ozkan et Erdogan, (2011), comme suit :

OU e
Ac: Absorbance de la réaction négative (contréle), contenant tous les réactifs
excepté le composé testé.

At : Absorbance de la réaction positive contenant le composé testé.
1.4.2.Détermination du pouvoir réducteur

a) Principe

L’analyse du pouvoir réducteur, d’'un antioxydant, est basée sur la réduction
du complexe fer ferrique (Fe®*"), en fer ferreux (Fe®*), en présence des antioxydants

réducteurs. Elle se manifeste par l'apparition d’'une couleur « bleu prussien »,
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mesurable par spectrophotométrie a 700 nanomeétres, et dont lintensité est

proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits testés (Bijoy et al., 2008).

b) Mode opératoire

La méthode d’Oyaizu, (1986) in Ferreira et al., (2007) modifiée a été choisie
afin de déterminer le pouvoir réducteur des différents extraits de Ruta chalepensis.

Les différentes étapes sont schématisées dans la figure n° 19.

/ 2,5ml d’extrait (polyphénols, huile essentielle ou standard) \

L] ? -
I v I
- 2,5ml de solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) .
| A |

; L]

. 2,5ml de ferricyanure de potassium ((K;Fe(CN)¢) a 1%) .
I H I
: v :
I Agitation par un vortex
H
| v
Incubation 20 minutes a 50°C dans un bain marie
4
v
2,5ml d’acide trichloroacétique (TCA a 10%)
®

v

5ml du mélange + 5ml d’eau distillée .
’ I
v

1ml de chlorure ferrique (FeCI3 a 0,1%) I
®

\ v
.. Lecture de I’absorbance a 700nm contre un témoin /

*

Figure n° 19 : Protocole de I'évaluation du pouvoir réducteur des extraits de

Ruta chalepensis

27



Partie expérimentale Matériel et méthodes

c) Expression des résultats

Pour chaque concentration, une absorbance est mesurée et les résultats sont

représentés sous forme de graphique.
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|l. Détermination du taux d’humidité

Le test d’humidité a été réalisé dans le but d’estimer la teneur en eau de la
partie aérienne de Ruta chalepensis, Cela permettra de calculer le rendement

d’extraction en huile essentielle.

L’analyse des trois échantillons de la plante utilisée pour le test a révélé un
taux d’humidité important égale a 75.07% * 0.66% représenté dans la figure n° 20.
Ce résultat indique que plus de la moitié du poids de la plante fraiche est constituée

d’eau.

- ! \ i Eau

i Matiére séche

J
\ 75.070.66%

Figure n° 20: Représentation graphique de la teneur en eau de la partie
aérienne de Ruta chalepensis

Il. Rendement d’extraction en huile essentielle :

Le rendement moyen en huile essentielle a été calculé en fonction de la

matiere végétale séche de la partie aérienne de la plante.

Les quantités d’huile essentielle proviennent du cumul d’au moins cing

distillations.

L’hydrodistillation de la partie aérienne de Ruta chalepensis a fourni une huile
essentielle de couleur jaunatre (Figure n° 21) caractérisée par une odeur intense,

avec un rendement de 0.61%.
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Figure n° 21 : Huile essentielle de Ruta chalepensis

Belkassam et al., (2011), ont montré que Ruta montana de la région de Mila
(Algérie) renferme 4.5% d’huile essentielle, ce qui est largement supérieur au
rendement obtenu avec notre plante, en revanche, De Feo et al., (2002), ont trouvé
que Ruta graveolens récoltée au mois de septembre dans la région de Salerne
(Italie) avait donné un rendement de 0.74% d’huile essentielle, ce qui est comparable
au rendement obtenu dans notre étude avec Ruta chalepensis .

On peut constater, d’aprés les résultats obtenus et ceux cités par la littérature,
qu’il existe une variation de la teneur en huile essentielle entre les espéces du méme

genre, qu’elles soient issue de la méme région ou pas.

Les travaux réalisés par Mejri et al., (2010), sur la partie aérienne de Ruta
chalepensis récoltée en Tunisie durant le mois de mai, ont révélé un rendement de
5.51% d’huile essentielle, De méme pour Tounsi et al., (2011), qui sont également
parvenu a extraire 2.46% d’huile essentielle a partir de la méme espéce tunisienne

récoltée au mois de mai .

De ce fait, il est bien évident que le rendement en huile essentielle obtenu a
partir de la partie aérienne de Ruta chalepensis récoltée dans la région de Kherrata
(Algérie) est nettement plus inférieur que celui obtenu par d’autres auteurs a partir de
la méme espéce provenant d’'un autre pays (Tunisie), cette différence de rendement

peut étre expliquée essentiellement par deux principaux facteurs :

e D’une part, la période de récolte de la plante, en effet, dans cette étude, Ruta
chalepensis a été récoltée au mois de mars au stade végétatif, contrairement a Mejri

et al., (2010) et Tounsi et al., (2011) , qui ont utilisé la plante récoltée au mois de
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mai au stade de floraison, |a ou le rendement en huile essentielle est le plus
important.
e D’autre part, la région de récolte de la plante en question, semble étre

également un facteur influengant le taux d’extraction des huiles essentielles.

De maniere générale, les fluctuations et variations constatées dans le
rendement en huile essentielle peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs dont
essentiellement : l'origine de I'espece, la période de récolte, le taux d’humidité et le

stade de développement de la plante (Brada et al., 2007; Mansouri et al., 2011 ).
lll. Taux d’extraction des composés phénoliques totaux

L’extraction des polyphénols a partir des plantes est influencée par la
méthode d’extraction utilisée, le diametre des particules de I'échantillon, la durée et
les conditions de stockage ainsi que la présence de substances interférentes (Telli
etal., 2010).

L’éthanol a été utilisé pour I'extraction des composés phénoliques de Ruta
chalepensis, ce dernier étant considéré comme un solvant hautement sélectif pour

les polyphénols, et permet d’avoir un bon taux d’extraction (Spigon et al., 2007).

Le taux d’extraction, des composés phénoliques, de la partie aérienne de Ruta
chalepensis obtenu, est de l'ordre de 11.5%. Ce résultat est largement supérieur a
celui observé par Gonzalez et al., (2006), qui ont obtenu une teneur de 2% avec
Ruta chalepensis aprés extraction avec de I'hexane et de I'éthanol. En revanche,
lauk et al., (2004) ont pu extraire 26% de composés phénoliques a partir de la méme

espece.
IV. Dosage des composés phénoliques :

L'extraction est une étape importante pour l'isolement et plus tard pour
I'identification et la quantification des composés phénoliques. Ces composés issus
de différentes plantes présentent une variabilité dans leurs structures. Il est donc trés
difficle de développer une méthode d'extraction standardisée, qui extrait

simultanément tous les composés phénoliques inhérents (Buci¢-Koji¢ et al., 2011).

La figure n° 22, représente la courbe d'étalonnage de l'acide gallique, dans

une gamme de concentrations allant de 0,05 a 0,4mg/ml.
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1,2 - y = 2,855x

Absorbance

0 0,1 0,2 0,3 04

Acide gallique mg/ml

Figure n° 22 : courbe d’étalonnage de I'acide gallique

IV.1. Dans I'extrait éthanolique :

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols totaux de I'extrait
éthanolique de Ruta chalepensis, calculée a partir des valeurs des absorbances a
une longueur d’'onde de 760 nm, est représentée dans la figure n° 23, elle représente
124.87+0,007 mg EAG /100 g MS, soit 0,010* 0,008 mg EAG /ml d’extrait. Ce
résultat est largement inférieur a celui obtenu par Fakhfakh et al., (2012), pour la
méme espeéce, avec une concentration de l'ordre de 0,054+0,001 mg EAG /ml

d’extrait.

Les résultats de L’étude réalisée par Djeridane et al., (2005), ont révélé que
Ruta montana est plus riche en composés phénoliques avec une concentration de
313%+0.3 mg EAG /100g MS, par contre, pour I'espéce Ruta graveolens, Pandey et
al., (2011), ont trouvé une teneur en composeés phénoliques de 0,013 mg EAG /ml
d’extrait, ce qui est assez proche du résultat retrouvé dans la présente étude.

Des teneurs variables en polyphénols sont également observées avec des
espéces appartenant a la famille des Rutacées. En effet, Cai et al., (2005), sont
parvenus a doser 5070mg EAG/ 100g MS de composés phénoliques a partir de
Citrus aurantium L. et Jayaprakasha et al., (2007), ont observé un taux de 0,008mg

ECA / ml d’extrait pour I'espéce Citrus sinensis.

D’aprés Levizou et al., (2004), les variations observées dans les taux en
composés phénoliques, pourraient étre attribuées essentiellement aux conditions
d’extraction ainsi qu’aux conditions environnementales, a la saison de récolte et aux
facteurs morphogénétiques.

32



Partie expérimentale Résultats et discussion

IV.2. Dans ’huile essentielle

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels trés complexes qui
peuvent contenir environ 20 a 60 composants a des concentrations trés différentes.
Elles sont caractérisées par deux ou trois composants majoritaires a des
concentrations assez élevées (20 - 70%), et d'autres composés minoritaires voire

sous forme de traces (Bakkali et al, 2008).

La valeur moyenne de la concentration en polyphénols totaux de Ihuile
essentielle de Ruta chalepensis (Figure n° 23), calculée a partir des valeurs des
absorbances a une longueur d’'onde de 760 nm, est de 'ordre de 4.40 = 0.33 mg
EAG /100 g MS, soit une valeur de 0.007 * 0.0005 mg EAG / mg d’HE.

124,87

1 EEthOH
H HE

Composés phénoliques
(mg EAG/100g MS
~
o

4,4
0 1 — )
HE

EEthOH Extrait

Figure n° 23 : Représentation graphique du taux de composés phénoliques

de I'extrait éthanolique et de I'huile essentielle de Ruta chalepensis

Chia-wen et al., (2009), ont également réalisé un dosage des composés
phénoliques dans les huiles essentielles de quelques espéces du genre Citrus
(Rutacées). Leur étude a révélé un taux de 0,001£0,0000mg EAG / mg d’HE pour
Citrus paradisi; 0,0015%0,0006 mg EAG/ mg d’HE pour Citrus aurantifolia et
0,0016%0,00005mg EAG / mg d’HE pour I'espéce Citrus aurantium. Ces résultats
sont assez similaires a ceux que nous avons obtenus pour I'huile essentielle de Ruta
chalepensis.

Selon Merghache et al., (2009), la caractéristique principale de I'huile
essentielle de Ruta chalepensis est sa grande richesse en cétones, qui représentent
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environ 28.53 a 90.62 % de sa composition, ce qui peut expliquer cette faible teneur
en composés phénoliques retrouvée dans notre cas. Belkassam et al., (2011), ont
également souligné la prédominance des cétones dans I'huile essentielle de Ruta
montana avec un taux de 81,06%. De méme, De Feo et al., (2002), ont retrouvé un
taux de 70,3% de cétones dans I'huile essentielle de Ruta graveolens.

= D’aprés la figure n° 23, on peut constater que la teneur en composés
phénoliques de I'extrait éthanolique de la partie aérienne de Ruta chalepensis est
nettement supérieure a celle retrouvée dans l'huile essentielle extraite de la méme
partie. Ainsi, les résultats du dosage montre que I'huile essentielle avec une teneur
de 4.40 * 0.33 mg EAG /100 g MS, est environ trente fois moins concentrée en
composés phénoliques que I'extrait éthanolique présentant un taux de 124.87%0,007
mg EAG /100 g MS.

V. Activités antioxydants

L’activité antioxydant des extraits de Ruta chalepensis a été évaluée par deux

meéthodes : le test du DPPH et la mesure du pouvoir réducteur.

V.1. Activité scavenging du DPPH

La mesure de l'efficacité d’'un antioxydant par la méthode du DPPH se fait en
mesurant la diminution de la coloration violette, due a une recombinaison des
radicaux DPPHe (Figure n° 24), mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm
(Popovici et al., 2009).

N
GO, — QO

Figure n° 24 : Formes oxydé et réduite du radical stable DPPH (Molyneux, 2004)
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V.1.1. L’extrait éthanolique

Les composés phénoliques généralement retrouvés dans une multitude de
végétaux, sont responsables de multiples effets biologiques, y compris de propriétés
antioxydants (Navnath et al., 2010).

Les figures n° 25 et n° 26 illustrent le pourcentage « scavenging » du radical
DPPH des antioxydants standards et de [I'extrait éthanolique contenant les

polyphénols de Ruta chalepensis respectivement.

100 +
T 90 - 7 1 BMH MN MM
a.
5 80 - -
T 70 - =
B 60 - .
S >
s 501 ® Quércétine
o 4
£ 40 - 11 Ac. gallique
2 w0y |
£ 20 - i Tocophérol
T
X 10 g ¥
O a
1 5 10 15 20 25 30
Concentrations (ug/ml)

Figure n° 25 : Activité scavenging du DPPH des antioxydants de référence
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Figure n° 26 : Activité scavenging du DPPH de I'extrait éthanolique
de Ruta chalepensis
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D’aprés les résultats obtenus, nous constatons que I'activité anti-radicalaire

augmente en fonction de la concentration.

Les standards utilisés possédent I'activité anti-radicalaire la plus élevée, avec
des pourcentages d’inhibition du radical DPPH allant de 10,87% pour la quercétine a

95,73% pour le tocophérol.

Pour l'extrait éthanolique, I'effet scavenging du DPPH varie de 42,98% a
96,1% dans une gamme de concentrations allant de 25ug a 1000ug d’extrait /ml de

méthanol.

On peut constater d’aprés ces résultats, que l'extrait éthanolique de Ruta
chalepensis est moins efficace que les antioxydants de synthése (Quercétine, acide
gallique et tocophérol). Par exemple, a une concentration de 25ug/ml I'extrait

éthanolique est environ deux fois moins puissant que les standards.

On peut remarquer en revanche, que les antioxydants synthétiques ont un
effet scavenger maximal a la concentration de 30ug/ml pour une activité de 94 a
95%, ce qui n'est pas le cas pour I'extrait de Ruta chalepensis dont I'activité croit

jusqu’a 96,1% pour 1000ug/ml.

Fakhfakh et al., (2012), ont également obtenu de bons résultats avec la
méme espéce localisée en Tunisie, soit une inhibition du radical de 82% pour une
concentrations de 400 ug/ml et environ 45% d’inhibition pour une concentration de
200 pg/ml, ce qui est nettement inférieur aux résultats que nous avons obtenue
(77,63% d’inhibition pour 200 pg/ml).

Harsha et Latha (2012), ont testé I'effet scavenger de I'extrait méthanolique
de Ruta graveolens et ont obtenu 52% d’inhibition du radical DPPH pour une
concentration de 500ug/ml. Ce résultat montre que les composés phénoliques de
'espéce Ruta graveolens possédent une activité anti-radicalaire moindre que ceux

de Ruta chalepensis, qui pour la méme concentration a montré 88% d’activité.

= Détermination de I’ICSO (Concentration inhibitrice a 50%)

Dans la majorité des études, la réactivité vis-a-vis du radical DPPH est
estimée par la concentration inhibitrice a 50% (ICsp) ou concentration effective ECsg
de I'antioxydant (Popovici et al., 2009).
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Cette valeur est inversement liée a la capacité antioxydant d'un composé, car
elle exprime la quantité d'antioxydants requise pour diminuer la concentration du
radical de 50%. Plus L'ICsq est faible, plus I'activité antioxydant du composé testé est
importante (Villano et al., 2007).

Le tableau n° IV regroupe les valeurs des IC50 des standards et des polyphénols de

Ruta chalepensis.

Tableau n° IV : Valeurs des ICs des antioxydants standards et des polyphénols de

Ruta chalepensis

Substance IC50 (ng/ml)
Extrait éthanolique 59,58
Quercétine 8,59
Tocophérol 7,89
Acide gallique 2,63

Les valeurs des ICs obtenues sont comparables aux pourcentages

scavenging du radical DPPH.

L’extrait éthanolique de Ruta chalepensis présente [I'ICsy la plus élevée, ce
qui lui confére l'activité anti-radicalaire la plus faible par rapport aux standards. Par
exemple, I'lCso de I'extrait éthanolique (59,58ug/ml) est environ vingt fois supérieure
a celle de 'acide gallique (2,63ug/ml).

L’ICso obtenue par Fakhfakh et al., (2012), pour Ruta chalepensis récoltée en
Tunisie, est nettement supérieure a celle obtenue dans notre étude, elle est de
'ordre de 220pg/ml soit environ quatre fois plus importante. L’évaluation de I'activité
anti-radicalaire de I'extrait éthanolique de Ruta graveolens par Pandey et al., (2011),
n‘a pas pu aboutir a la détermination d’'une ICsy dans la méme gamme de
concentrations utilisée dans la présente étude, ceci implique que Ruta chalepensis

posséde une meilleure activité que Ruta graveolens.

D’autres espéces du genre Citrus, étudiés par Ghasemi et al., (2009), ont
également donné des ICsp supérieures a celles de Ruta chalepensis, avec 600ug/ml

pour Citrus reticulata et 3900ug/ml pour Citrus aurantium.
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V.1.2. L’huile essentielle

Généralement, ['efficacité antioxydant d'une huile essentielle dépend de sa
teneur en composés phénoliques ("Cavar et al., 2012).

Bajpai et al., (2009), ont souligné le fait que [utilisation des extraits
organiques pouvait étre plus bénéfique et plus intéressante par rapport aux
constituants isolés, puisque d'autres composeés présents dans ces extraits peuvent

modifier les propriétés chimiques ou biologique des composants bioactifs.

La Figure n° 27 illustre le pourcentage « scavenging » du radical DPPH de

I'huile essentielle de Ruta chalepensis.
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Figure n°® 27 : Activité scavenging du radical DPPH de I'huile
essentielle de Ruta chalepensis

Les standards employés (figure n° 25), présentent des pourcentages

scavenging nettement supérieurs a ceux obtenues avec I'huile essentielle.

Par exemple, le Tocophérol, antioxydant proche de la nature d’une huile
essentielle (nature lipidique), a donné un pourcentage d’inhibition de 11,86% a une
concentration de 1ug/ml, comparé a I'huile essentielle de Ruta chalepensis qui a

montré un effet scavenger de 11,82% mais a une concentration de 25ug/ml.

Fakhfakh et al., (2012), ont également fait de telles constatations au sujet de
cette huile, en effet ils n'ont pas pu obtenir d’inhibition du radical libre DPPH dans
une gamme de concentrations allant de 100 a 400 upg/ml, contrairement a notre
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échantillon qui a tout de méme manifesté une faible activité anti-radicalaire dans la

méme gamme de concentration.

Cette faible activité anti-radicalaire est également constatée avec d’autres
genres de la famille des Rutacées. Chia-wen et al., (2009), ont testé différentes
espéces du genre Citrus, et ont obtenu: 6.3% d’inhibition pour Citrus paradisi,
15.22% d’inhibition pour Citrus aurantifolia et 14.75% d’inhibition pour Citrus

aurantium.

Selon Fakhfakh et al., (2012), ce faible pouvoir anti-radicalaire serait
principalement due a I'absence de composés phénoliques et a la prédominance des
cétones dans la composition chimique de cette huile essentielle, ce qui a été
confirmé par le dosage que nous avons realisé. En effet, Merghache et al., (2009),
ont montré que les constituants majoritaires de [I'huile essentielle de Ruta
chalepensis était : le 2-undécanone (68.95%), le 2-nonanone (22.89%) et le 1-
décanol (10.96%).

Ainsi, les travaux effectués par Ruberto et al., (2000), sur différents
composants d’huiles essentielles, ont démontré que le 2-undécanone, composant
majoritaire de I'huile essentielle de Ruta chalepensis ne possédait pas d’activité

antioxydant.

= Comparaison entre les polyphénols et I'huile essentielle de Ruta chalepensis

La figure n° 28 illustre le pourcentage « scavenging » du radical DPPH des

polyphénols et de I'huile essentielle de Ruta chalepensis.
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Figure n° 28 : Activité scavenging du DPPH de I'huile essentielle et

des polyphénols de Ruta chalepensis 39
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D’aprés le graphique, on peut constater que l'activité anti-radicalaire de
I'extrait éthanolique est largement supérieure a celle de I'huile essentielle de Ruta

chalepensis.

Pour les mémes concentrations, l'activité de I'extrait éthanolique est
environ quatre fois supérieure a celle de I'huile essentielle. Cette différence est
attribuée a la différence de la composition entre ces deux extraits, en effet, lors du
dosage des composés phénoliques totaux, les résultats obtenus ont clairement
indiqué que l'huile essentielle est peu concentrée en polyphénols, et que I'extrait
éthanolique présente une teneur plus élevée en ces composés. Ainsi, Il a été
rapporté par Dawidowiez et al., (2006), que les propriétés antioxydants des extraits

de plantes était principalement due a la présence de composés phénoliques.

V.2. Le pouvoir réducteur

La mesure du pouvoir réducteur est un essai souvent employé pour évaluer la
capacité d’'un éventuel antioxydant de donner des électrons (Zouari et al., 2012),
cette aptitude de réduction peut servir d'indicateur significatif de son activité
antioxydant potentielle. Dans cet essai, la couleur jaune de la solution testée vire a la
couleur verte-bleuatre, et ce suivant I'importance du pouvoir réducteur de
I'échantillon (Moreira et al., 2008).

Les figures n° 29, 30 et 31 illustrent le pouvoir réducteur des standards, de

I'huile essentielle et des polyphénols de Ruta chalepensis respectivement.
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Figure n° 29 : Pouvoir réducteur des Figure n° 30 : Pouvoir réducteur de
antioxydants de synthése (Quercétine et I'antioxydant de synthése Tocophérol

Acide gallique)
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Figure n° 31 : Pouvoir réducteur des polyphénols
et de I'huile essentielle de Ruta chalepensis

Dans tous les échantillons analysés (standards et extraits), une activité

dépendante de la concentration est observée.

D’aprés les graphiques précédents, il existe une grande différence entre les
témoins utilisés et les échantillons testés. En effet, pour une concentration de
10pg/ml, les absorbances données par les standards varient de 0,165 (tocophérol) a
0,828 (acide gallique), alors que [I'échantillon d'extrait éthanolique de Ruta
chalepensis a donné une absorbance de 0,165 a une concentration dix fois plus
élevée, soit 100pg/ml. L’huile essentielle quant a elle, a montré un plus faible pouvoir
par rapport aux standards et par rapport a I'extrait éthanolique, une absorbance de
0,051 a été mesurée pour la concentration de 100ug/ml. Ce résultat est environ trois
fois plus faible que celui obtenu avec I'extrait éthanolique, il est donc trente fois plus

faible que celui observé avec les antioxydants témoins.

Cette différence d’activité, est probablement due au degré de pureté des
échantillons utilisés, les standards étant des composés de synthése purs et les
échantillons des extraits bruts non purifiés. Selon Dawidowiez et al., (2006), il est
difficile d’établir une corrélation et d’obtenir un méme résultat entre des composés
purifiés et des extrait bruts, puisqu’il est possible d’avoir des interactions entre les

différents composés de I'extrait (effet de synergie ou effet d’antagonisme).

Le potentiel réducteur observé dans ce test se classe dans I'ordre suivant :
Acide gallique > Quercétine > Tocophérol > Extrait éthanolique > Huile essentielle.
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Fakhfakh et al., (2012), ont montré que [Iextrait ethanolique de Ruta
chalepensis de Tunisie posséde un bon pouvoir réducteur avec une absorbance de
0,600 pour une concentration de 100ug/ml, ce qui coincide avec sa forte teneur en
composés phénoliques. Selon les résultats de Harsha et al., (2012), I'extrait
méthanolique de Ruta graveolens d’'Inde possede une activité réductrice moindre
que Ruta chalepensis, avec une absorbance de 0,06 pour une concentration de
100pg/ml.

Tous ces résultats, indiquent que la réduction du Fe** est un mécanisme

d'action important de I'activité antioxydant des polyphénols.

De maniere générale, la concentration des antioxydants, ainsi que le nombre
de groupements hydroxyles des composés phénoliques et leurs position spatiale

contrélent l'intensité du pouvoir réducteur (Kranl et al., 2005).
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Conclusion et perspectives

Cette étude a eu pour but de contribuer a la connaissance de Ruta

chalepensis, espéce spontanée, relativement abondante en Algérie.

L’extraction des composés phénoliques et de I'huile essentielle a partir de la
partie aérienne de la plante, a indiqué que Ruta chalepensis fournit de bons

rendements en substances bioactives, elle en est donc riche.

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux, a partir des deux
extraits obtenus, ont clairement montré que I'extrait éthanolique de Ruta, posséde
une teneur moyenne en ces composes, et que I'huile essentielle en est relativement

pauvre.

L’évaluation de [lactivité antioxydant in-vitro, a révélé des résultats

différents pour les deux échantillons:

& L’extrait éthanolique de Ruta chalepensis, présente une ICs vis-a-vis du
radical libre DPPH de 59.58ug/ml, et a fournit de bons pourcentages scavenger pour
ce radical. Ce méme extrait, a également montré un bon pouvoir réducteur en

comparaison avec les antioxydants standards.

& En revanche, I'huile essentielle n’a pas donné de bons résultats pour les
deux tests réalisés, un maximum d’inhibition du radical DPPH de 27.28%, et un
pouvoir réducteur tout aussi faible. Ces résultats étant en accords avec ceux obtenus
lors du dosage. Ainsi, 'absence de composés phénoliques et la prédominance des
cétones dans la composition de cette huile, la rendent dépourvue d’'un bon potentiel

antioxydant.

Ces données préliminaires donnent un apercu intéressant sur les capacités
des différents extraits de Ruta chalepensis a exercer un effet antioxydant. A présent,
il serait plus intéressent de procéder a la séparation des différentes substances
présentes dans ces extraits, et de déterminer laquelle d’entre elles est responsable

de ces activités.
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Par la suite, tenter d’évaluer d’autres activités que pourrait présenter cette
plante, en accord avec sa composition phytochimique, en particulier pour I'huile

essentielle qui reste a ce jour encore trés peu étudié.

Enfin, des études toxicologiques viendraient affirmer ou rejeter la possibilité
d’'emploi des extraits de Ruta chalepensis dans les différentes industries

(agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique,...).
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Annexe n° | : Composition chimique de Ruta chalepensis (Gunaydin et al., 2003)

No Partie de la plante Extrait Composé

1 Fruit Ethanol Psoralen

2 Fruit Ethanol Bergapten

3 Racine Ethanol Isopimpinellin

4 Fruit Ethanol Xanthatoxin

5 Partie aérienne Dichlorométhane Moskachan C

6 Partie aérienne Dichlorométhane Dehydromoskachan C
7 Racine Chloroform 5-Methoxydictamnine
8 Racine Chloroform Chalepimoskachan
9 Partie aérienne Chloroform Chalepin

10 Partie aérienne Chloroform Chalepensin

11 Racine Chloroform Chaloridone

12 Racine Chloroform Rutalpinin

13 Partie aérienne Ether de pétrole Taifine

14 Partie aérienne Ether de pétrole Isotaifine

15 Partie aérienne Ether de pétrole 8-Methoxytaifine




Annexes

Annexe n° Il : Composition chimique de I'huile essentielle de Ruta chalepensis

d’Algérie en fonction de la partie de la plante étudiée (Mergache et al., 2009)

(omposeés”

Partie
nérienne

Feuilles

Fleurs

Limonéne

2.56

0.65

0.10

1-Nonanone

21.89

12.43

201

2-Nonanol

0.32

0.15

0.10

1-Décanone

1.69

2.02

0.63

[-Décanol

10.96

1632

1.95

1-Undécanone

3.7

40.61

68.95

1-Undécanol

1.36

1.59

201

,70ctadieneZ 7diméthyl 3,6 bis

(méthyléne)

tr

0.00

0.00

|-Undécanol

0.29

0.10

)-Dodécanone’

0.90

0.88

1-Dodécanone

0.61

113

[-Dodécanol

4.09

9.13

2-Tridécanone

0.51

1.94

E-11, 13-diméthyl-12-tetradécén-1-
ol acetate’

0.14

0.15

Elémol

0.2

0.21

Elémicin

0.17

0.2

1-Butyl 43 5"-henzo-dioxyl)-

acetate

0.00

0.00

6-(3,5"-Benzo-dioxyl)-3,3-diméthyl-
|-hexéne

Tt

Chalepensin

Tr

Clausindin

Composés identifiés au total (%)

: Les composés sont listés selon leur temps de rétention sur colonne DB5. Les composés

identifiés ayant une valeur inférieure a 0.01% sont notés comme traces (tr).
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Annexe n° lll : Matériel utilisé
Bain-marie Bensen.

Balance de précision.
Balance analytique.

Broyeur (Kika Labortechnik).
Etuve MEMMERT.

pH métre.

Spectrophotométre UV-visible SHIMADZU 1240.
Vortex.

Barreaux magnétiques.
Agitateur.

Micropipette Accumax.

Verrerie de laboratoire (bécher, éprouvette, pipette a graduations,...).

Annexe n° IV : Produits chimiques utilisés
Ethanol (C,HsO).

Méthanol (CH;OH).

Eau distillé (H20p).

Sulfate de sodium anhydre.

Folin-Ciocalteu a 10% : 10ml / 90mI d’H>Op.

Carbonate de sodium (Nax;CO3) a 2% : 2g / 100ml d’ H,Op.
Chlorure d'aluminium (AICI3) a 2% : 2g / 100ml d’ H2Op.

DPPH a 0,008% : 8mg / 100ml de méthanol.
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Solution tampon phosphate a pH = 6,6:

v HK;Po4: 4,565g / 100ml d’ H,Op.
v' KHzPo4: 2,72g / 100ml H2Op.

Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s) a 1% : 1g/ 100ml H,Op.

Acide trichloracétique (TCA) a 10% : 10g / 100ml H,Op.
Chlorure ferrique (FeCl3) a 0,1% : 0,1g / 100ml H,Op.
Antioxydants standards :

v Acide gallique.
v" Quercétine.

v' Tocophérol.



Résumé

Ruta chalepensis (Rutacée), est une plante aromatique médicinale largement utilisée dans la
médecine traditionnelle dans de nombreux pays, comme laxatif, anti-inflammatoire, analgésique,
antispasmodique, antiépileptique, emménagogue et pour le traitement des pathologies cutanées. Ces
innombrables vertus thérapeutiques sont principalement dues a sa richesse en métabolites
secondaires comme des polyphénols, des huiles essentielles, des alcaloides et des coumarines.

La partie aérienne de Ruta chalepensis, en provenance de la région de Kherrata (Algérie), a été
utilisée pour I'extraction des polyphénols et de I'huile essentielle, dans le but d’en évaluer les activités
antioxydants, par la mesure de I'effet scavenger du radical DPPH et du pouvoir réducteur.

L’extrait éthanolique de la plante s’est avéré contenir une teneur moyenne en composés phénoliques
de l'ordre de 124,87+0,008 mg EAG / 100g MS. L’huile essentielle obtenue a fourni un rendement de
0,61% et a montré une trés faible teneur en polyphénols avec une valeur de 4 + 0.33 mg EAG /100g
MS.

Les résultats des activités antioxydants, ont montré que les polyphénols de Ruta chalepensis avaient
une trés bonne activité anti-radicalaire, avec une IC5, égale a 59,58ug/ml et un excellent pouvoir
réducteur, tandis que I'huile essentielle n’a donné qu’une trés faible activité inhibitrice du radical et un

pouvoir réducteur négligeable.

Mots-clés : Ruta chalepensis, Composés phénoliques, Huile essentielle, Activité antioxydant.

Abstract

Ruta Chalepensis (Rutaceae), is a medicinal aromatic plant widely used in traditional medicine in
many countries, as a laxative, anti-inflammatory, analgesic, antispasmodic, antiepileptic,
emmenagogue and to treat skin diseases. These myriad medical benefits are mainly due to its wealth
of secondary metabolites such as polyphenols, essential oils, alkaloids and coumarins.
The areal part of Ruta chalepensis cutted in the region of Kherrata (Algeria), was used for the
extraction of polyphenols and essential oil, in order to evaluate there antioxydant activities by the
measurement of the scavenger effect of the radical DPPH and the reducting power.

The ethanolic extract of the plant proved to contain an average content of phenolic compounds about
124,87+0,008 Mg EAG / 100g MS of extract. Essential oil obtained provided a yield of 0, 61% and
showed a very low content polyphenols with a value of 4 + 0.33 Mg EAG / 100g MS.

The results of the antioxydant activities showed that the polyphenols of Ruta chalepensis had a very
good scavenging activity, with an 1Cs, equal to 59, 58ug/ml and an excellent reducing power, while

essential oil gave only one very weak inhibiting activity of the radical and a negligible reducing power.

Key words: Ruta chalepensis, Phenolic compounds, Essential oil, Antioxydant activity.
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