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Résume

Résumé

Ruta sp est une plante médicinale et aromatique appartenant a la famille des Rutacées
largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Dans le cadre de la contribution a la
valorisation de cette plante médicinale, nous avons mené dans le présent travail 1’analyse
physicochimique, phytochimique et I’évaluation de 1’activité antioxydante et antimicrobienne de
différents extraits de la partie aérienne de Ruta sp. L’analyse physicochimique a révélé que la
plante est riche en métabolites primaires soit 3,55% de maticre grasse, 8,64% de protéines et
19,89% de sucres totaux. L’extraction a été réalisée par macération sous agitation en utilisant
différents solvants (méthanol 70%, éthanol 70%, acétone 70% et aqueux). Les rendements
obtenus sont respectivement 34,77 %, 32,34 %, 32,56%, et 21,98%. La quantification des
polyphénols totaux, des flavonoides, et des tanins condensées dans les quatre extraits par des
méthodes colorimétriques montrent la richesse également de cette espece en métabolites
secondaires. L’activité antioxydante est évaluée par différentes tests (DPPH, FRAP, CAT).
L’extrait éthanolique montre la plus grande capacité de piégeage du radical DPPH avec une ICs
de 1,15 mg/ml. L’extrait acétonique révele le plus fort potentiel réducteur avec une ICsy de 7,12
mg/ml. De méme, 1’extrait acétonique montre la plus grande activité antioxydante totale (275,83
ug EAA / mg). L’activité antibactérienne des extraits est évaluée par la technique de diffusion
vis-a-vis trois souches bactériennes (P. aeruginosa, E. coli et S. aureus) et 1’activité antifongique
par la méthode de contact direct vis-a-vis deux champignons (Penicillium sp, Fusarium
oxysporum).Tous les extraits montrent une bonne activité antimicrobienne. Au terme de ce
travail nous pouvons retenir que la plante étudiée posséde d’importantes activités biologiques et

peut servir d’excellent candidat pour I’application pharmaceutique.

Mots clés : Ruta sp, polyphénols, flavonoides, tanins condensées, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.
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Résume

Abstract

Ruta sp is a medicinal and aromatic plant belonging to the Rutaceae family, it is widely
used in traditional medicine in Algeria. The main goal of the present study was to investigate
physicochemical, phytochemical and antioxidant as well as antimicrobial activity of different
extracts of the aerial part of Ruta sp. The physico-chemical analysis revealed that the studied
plant is rich in primary metabolites with 3,55% fats, 8,64% proteins and 19,89% total sugars.
The extraction was carried out by maceration under agitation using different solvents (methanol
70%, ethanol 70%, acetone 70% and aqueous). The obtained yields were 34,77%, 32,34%,
32,56% and 21,98%, respectively. The quantification of total polyphenols, flavonoids and
condensed tannins by colorimetric methods showed the richness of this species in secondary
metabolites. The antioxidant activity was evaluated by different tests (DPPH, FRAP and TAC).
Ethanolic extract showed the greatest DPPH radical scavenging capacity with ICsy of 1,15
mg/ml. Acetone extract displayed the strongest reducing potency with ICsy of 7,12 mg/ml.
Similarly, acetone extract showed the highest total antioxidant activity (275,83 pg EAA / mg).
The antibacterial activity of the extracts was evaluated by diffusion method against three
bacterial strains (P. aeruginosa, E. coli and S. aureus), and the antifungal activity was tested
using direct contact method against two fungi (Penicillium sp and Fusarium oxysporum). All
extracts showed good antimicrobial activity. These findings demonstrate that the studied plant
has considerable biological activities, which makes it an excellent candidate for pharmaceutical

application.

Key words: Ruta sp, polyphenols, flavonoids, condensed tannins, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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I. Introduction

Si la médecine par les plantes connait un engouement extraordinaire a travers le monde, il
est impossible de ne voir la qu'un phénoméne de mode. Bien siir, I’ére moderne est
profondément marquée par la recherche d’une vie plus saine, d’un retour a la nature, et aux
valeurs essentielles. Le succes de la phytothérapie s’explique avant tout par le niveau de maitrise
technique et scientifique atteint désormais dans ce domaine. L’agronomie, la chimie, la
pharmacologie ont permis, en progressant, de mettre au point des formes thérapeutiques et
galéniques plus siires, plus adaptées, et plus efficaces. Par son action en douceur et en
profondeur, la phytothérapie apparait comme la réponse idéale aux "maladies du siecle" qui ont

bouleversé les sociétés par le monde (Jean, 2010).

Depuis plusieurs années, ’homme est habitué a utiliser les plantes pour leurs propriétés
médicinales et nutritives, afin de traiter toutes sortes de maladies (Korra et Selmi, 2020). Ces
plantes (environ 35000 especes) (Sivaraj et al., 2011), représentent un réservoir immense de
composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont 1’avantage d’étre d’une grande
diversité de structure chimique et ils possédent un trés large éventail d’activités biologiques
(Allouni, 2018). En effet, ces métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches in
vivo et in vitro notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composés

phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles (Hazzit et al., 2015).

Les composés phénoliques constituent un large groupe de produits naturels largement
distribués dans le régne végétal. Ce sont des métabolites secondaires dérivés des voies de
pentoses phosphate, shikimate et phénylpropanoides dans les plantes (Balasundram et al.,
2006). Ces composés sont d’une importance physiologique et morphologique considérable chez
les végétaux, ils jouent un réle important dans leur reproduction, leur pigmentation et dans leur
mécanisme de défense contre les rayonnements ultraviolets et les agents pathogenes (Hu et Luo,

2016).

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation. Ils sont
capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formés en
réponse a des agressions de notre environnement (Daglia, 2011). Ces molécules radicalaires sont
des composés instables ayant des durées de vie le plus souvent extrémement courtes. Les
radicaux libres produits dans I’organisme sont toxiques, et s’ils ne sont pas éliminés ou
neutralisés, ils réagissent avec les lipides, les protéines, les acides nucléiques et altérent en
conséquence les fonctions cellulaires (Fang et al., 2002). En effet, a de faibles concentrations

ces radicaux sont bénéfiques car ils agissent au niveau des cellules immunitaires responsables de

1
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la destruction des cellules bactériennes, et la tonification des muscles lisses, qui a leur tour
régulent le fonctionnement normal des vaisseaux sanguins. Toutefois, la génération incontrlée
de ces radicaux dans notre corps peuvent entrainer divers effets néfastes telles que les maladies

auto-immunes, les maladies cardiaques, les cancers, ...etc (Rizwan, 2018).

Un antioxydant correspond a toute substance qui retarde ou supprime les dommages
oxydatifs. Il existe deux systémes antioxydants, des antioxydants enzymatiques telles que la
glutathion peroxydase, la catalase et le superoxyde dismutase, et les antioxydants non
enzymatiques dont les principaux sont les vitamines (A, E, C), les minéraux (zinc, sélénium), les

composés phénoliques, ...etc (Shebis, 2013).

Par ailleurs, les maladies infectieuses affectent des millions de personnes dans le monde
entier et causent de lourdes pertes économiques. Les bactéries sont des organismes unicellulaires
microscopiques qui peuvent provoquer des maladies en fabriquant des substances nocives (les
toxines), en envahissant les tissus vivants (Bush, 2020 a). Elles sont de deux types : les bactéries
a Gram positive dont la paroi est constitu¢ d’une couche de peptidoglycane épaisse et uniforme,
contrairement a celle des bactéries a Gram négative qui a une couche mince peu dense
(Bousakhraoui ef al, 2017). D’autre part, les moisissures sont des microorganismes
hétérotrophes filamenteux et immobiles, vivant en symbiose avec des végétaux ou en parasitant

les végétaux et les animaux, d’autres sont des saprophytes (Leveau et Bouix, 1993).

Les infections bactériennes sont généralement traitées par des antibiotiques qui sont des
agents antimicrobiens le plus souvent toxiques pour 1’organisme humain et animal (Rhayour,
2002). De plus, I’apparition de formes résistantes de plusieurs bactéries a certains antibiotiques
rend difficile leur traitement. Ainsi, beaucoup de plantes utilisées dans la médecine populaire
pour leurs propriétés antiseptiques et thérapeutiques, ont regu ces dernieres décennies un intérét
scientifique constant en raison de leurs efficacités et innocuités. Elles sont capables de supprimer
un certain nombre de facteurs de virulence microbienne comme l'inhibition de la formation de
biofilms, la réduction de 1'adhérence ligands-hote, et la neutralisation des toxines bactériennes
dans les infections bactériennes et montrent un synergisme avec des antibiotiques (Haddouchi et
al., 2016).

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections bactériennes et les
maladies d’origine fongique comporte un intérét majeur pour la santé humaine. Parmi les
especes de plante a intérét potentiellement thérapeutique dans le domaine pharmaceutique, Ruta
sp. 1l appartient a la famille des Rutacées qui contient environ 160 genres et plus de 1600
especes (Pollio et al., 2008; Asgarpanah et Khoshkam, 2012). Il est communément connu sous

le nom de rue, cultivée comme herbe ornementale dans les jardins (Benkiki, 2006).
2
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Ruta sp est une herbe odoriférante et médicinale bien connue dans les civilisations
anciennes. En homéopathie, cette plante est utilisée pour le traitement des douleurs musculaires,
des blessures, des douleurs articulaires, arthrite, rhumatismes, maux de dents et de téte (Pollio ef

al., 2008).

D’aprés les études et les applications pharmaceutiques, Ruta sp est largement utilisée pour
ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques, antibactériennes,
antifongiques et insecticides. Elle se caractérise par une richesse en molécules actives tels que les

polyphénols, les alcaloides et les terpénoides (Benkiki, 2006).
Les objectifs de la présente étude sont :

» L’analyse physicochimique de la plante (taux d’humidité, teneur en eau, taux de cendre,
matiere lipidique, matiére protéique, matiere glucidique) ;

» L’extraction des substances actives par différents solvants (méthanol 70%, éthanol 70%,
acétone 70% et I’eau distillée) ;

» Le dosage des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des caroténoides, et des pigments
chlorophylliens des différents extraits de la plante ;

» L’évaluation des propriétés antioxydantes in vitro des différents extraits a travers différents
tests : I’activité scavenger a 1’égard du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur, et la
capacité antioxydante totale (CAT) ;

» L’évaluation de I’activité antimicrobienne vis-a-vis de trois souches bactériennes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa) et deux souches

fongiques (Fusarium oxysporum et Penicillium sp).
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I1. Matériel et méthodes

I1.1. Matériel

ILI.1.1. Matériel végétale

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est la partie aérienne (feuilles et
tiges) de la plante récoltée le 11 mars 2022 (Annexe 5), dans la région d’El Ach, daira d'El
Hammadia, wilaya de Bordj Bou Arreridj (Fig.1).

Figure 1. Photographie de la plante Ruta sp.

I1.1.1.1. Description botanique

Ruta sp est un petit sous-arbuste ou une plante vivace semi ligneuse de 0,6 a 0,9 m de haut
et presque aussi large. Les tiges deviennent boisées pres de la base, mais restent herbacées plus
pres des conseils. Les feuilles sont de 7,6 a 12,7 mm de long, de couleur verte, et sont alternes.
Ils sont un peu charnus et généralement couverts d’une pruine poudreuse. Le feuillage a une
odeur forte, piquante, plutot désagréable lorsqu’il est meurti (Asgarpanah et Khoshkam, 2012).
Ses fleurs ont les mémes nombres de sépales et pétales qui vont de 4 a 5 et de 8 a 10 étamines.
La floraison s'étend de mai a aott (Doerper, 2008). Les fruits sont secs, durs et arrondis, 4 ou 5
lobés au sommet brun grisatre et rugueux. Les graines sont ovoides, arrondies sur le dos, aplaties
a l'avant (Parray et al., 2012) (Fig.2). La plante est hermaphrodite et entomogame (Doerper,
2008).
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Figure 2. Partie aérienne de la plante : (a) fruits, (b) fleurs, (c) feuilles.

I1.1.1.2. Répartition géographique

Ruta sp est une plante vivace originaire de la région méditerranéenne, sauvage ou cultivée,
ce genre comprend d’autres représentants en Europe, et en Asie. Dans son aire de distribution
naturelle, on la retrouve dans des endroits abrités sur sol sec et pierreux ou calcaire, peut croitre
cependant en sol humide ou sec bien drainé, elle persiste mieux et est moins affectée par le froid
dans un sol pauvre et sec que dans un sol tres fertile. Le pH du sol doit se situer entre 5,8 et 8,3.
Les besoins en eau peuvent varier entre 300 et 2500 mm annuellement, les températures idéales
de croissance se situent entre 8,8 a 25°C. La propagation se fait par semis en mi- printemps avec
un espacement de 40 a 46 cm entre les plants, ou bien par division racinaire qui se fait également

au printemps (Jean, 1992).
I1.1.1.3. Classification botanique

D'aprés MNHN et OFB (2003), la classification de Ruta sp est la suivante :

®  Domaine : Biota.

= Reégne : Plantae.

= Sous-Régne : Viridaeplantae.
= Infra-Régne : Streptophyta.

=  (Classe : Equisetopsida.

®  (lade : Tracheophyta.

= Sous-Classe : Magnoliidae.

®  Super-Ordre : Rosanae

®  Ordre : Sapindale.

®  Famille : Rutaceae.

= Sous-Famille : Rutoideae.

=  Genre: Ruta L.

= Espéce : Ruta sp. Figure 3. Structure botanique de Ruta sp

(Rérolle, 2012)



https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716/tab/taxo
https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/119716

Materiel et méthodes

I1.1.2. Les souches microbiennes
I1.1.2.1. Les souches bactériennes

v' Escherichia coli : C'est une bactérie 3 Gram négatif connue depuis longtemps comme
commensale du tube digestif et pathogeéne pour 'appareil urinaire (Bush, 2020 b).

v’ Staphylococcus aureus: Ce sont des microorganismes aérobies a Gram positif trés
fréquent chez 'homme a 1'état commensal ou pathogéne. Il est responsable d’infection cutanée et
parfois de pneumonies, d’endocardites et provoque fréquemment d’abces (Bush et Vazquez-
Pertejo, 2021).

V' Pseudomonas aeruginosa : C’est une bactérie mobile aérobie & Gram négatif, sécréter un
vaste éventail de toxines extracellulaires (ASPC, 2010). L’éventail des infections s’étend des
infections externes légeres (touchant 1’oreille et les follicules pileux) a des infections internes
séveres (affectant les poumons, la circulation sanguine ou les valves cardiaques) (Bush, 2020 c).
I1.1.2.2. Souches fongiques

v' Fusarium oxysporum : est un champignon cosmopolite se nourrissant de matiére en
décomposition et pouvant survivre au niveau du sol sur les débris infectés entre les périodes de
cultures. Il comprend une multitude de formes spécialisées et affecte une diversité d'hotes qui lui
est propre. Il passe I’hiver dans le sol ou sur des débris végétaux infectés; les spores du
champignon peuvent rester viables pendant plusieurs années dans le sol (jusqu’a 30 ans). Au
printemps, quand la croissance végétative reprend, les spores germent, et avec le mycélium déja
présent dans le sol, pénétrent la plante par les racines. Le mycélium se développe et progresse
entre les cellules jusqu’aux vaisseaux transportant la séve. Une fois établi, le mycélium se
ramifie et produit des spores asexuées qui se détachent, et sont transportées par la séve jusqu’aux
parties supérieures de la plante et germent (Voynaud, 2020).

V' Penicillium sp : les Penicillium se développent rapidement et facilement sur les milieux
de culture utilisés en routine (géloses au malt, Sabouraud) a des températures modérées de
I’ordre de 20 - 27°C. Apres 2 jours d’incubation, on observe des petites colonies plates, formées
de courts filaments aériens, habituellement blancs. Apres 3 - 4 jours d’incubation, la sporulation
va conférer aux colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-gris.
(Botton et al., 1990). L’inhalation de ces spores provoque des réactions allergénes, 1’asthme,

maux de téte et fatigue chronique (Bouchard, 2019).
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I1.2. Méthodes
IL.2.1. Séchage

La quantité des feuilles et tiges fraiches de Ruta sp apres nettoyage était de 911,909 g. Ces
parties de la plante ont été séchées a 1’aire libre a une température ambiante pendant 3 jours, puis

mises a I’é¢tuve pendant 72 h a une température de 40°C (Annexe 6).

I1.2.2. Broyage et tamisage

Les feuilles et les tiges séchées sont broyées a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine. La quantité de poudre obtenue est de 237,626 g. La poudre obtenue
est tamisée a 1’aide d’un tamis de granulométrie inférieure a 200 um (Fig.4). La poudre est
conservée dans des flacons en verre, fermés hermétiquement, a I’abri de la lumiére dans un

réfrigérateur (T = -4C°).

Figure 4. Opération de broyage et de tamisage.
I1.2.3. Analyse physicochimique

11.2.3.1. Détermination du taux d’humidité
I1.2.3.1.1. Teneur en eau

Le test de la teneur en eau permet la détermination de la quantité d'eau existante dans la
plante fraiche. La teneur en eau d’une plante a été déterminée comme suit : une quantité précise
des parties aériennes de Ruta sp fraiches est pesée, aprés séchage a 1’air libre, a température
ambiante et a ’ombre pendant environ 3 jours, ces mémes parties ont été pesées une deuxieme
fois pour déterminer la diminution du poids.

Calcul :

H% = [(poids a — poids B) / poids a] x 100%

v' H%: taux d’humidité exprimé en pourcentage.
v a: poids (g) de I’échantillon "plante fraiche".
v’ B: poids (g) de I’échantillon "plante séche".
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11.2.3.1.1. Humidité de la poudre (H%)

L’humidité de la poudre a été déterminée par la méthode de séchage a 1'étuve selon AOAC
(2000). Une quantit¢ de 2 g de poudre de plante est met dans un creuset en porcelaine
préalablement taré. Le creuset et son contenu sont ensuite placés dans une étuve universelle
(Memmert type-ONE 7, Schutzart DIN EN 60529-1P 20. Germany) a 103 + 2°C pendant 24 h.
Apres refroidissement dans un dessiccateur renfermant un desséchant (gel de silice), le creuset a

été pesé. L expérience a été répétée 3 fois. L humidité est calculée comme suite ;

H% =[(m-m’)/m)] x 100% ]

Ou;
v" m : masse de I’échantillon en poudre avant le séchage.

v' ' m’ : masse de I’échantillon en poudre aprés le séchage.

I1.2.3.2. Détermination du taux de cendre (Tc%)

Les cendres totales sont le résidu de composés minéraux qui reste apres 1’incinération d’un
échantillon contenant des substances organiques d’origine animale, végétale ou synthétique. Les
cendres représentent environ 1 a 5% de la masse d’un aliment sur une base humide. Le taux de
cendre est déterminé selon AOAC (2000) apres minéralisation par voie séche, dans un creuset en
porcelaine, préalablement taré. On introduit 1 g de poudre végétale dans un four a moufle de
type memmert a une température de 800C° pendant 6 heures jusqu'a l'obtention des cendres
blanches (toute la matiére organique brile et on ne récupere que la partie inorganique de
I’échantillon), on laisse refroidir dans un dessiccateur et on pese.

Le taux de cendres est calculé selon la régle suivante ;

Te (%)=M—-M)/E x 100%

Ou
v" M : Masse finale (creuset + cendres totales).

v' M’: Masse du creuset vide.

v" E : Prises d’essais de la matiére.

11.2.3.3. Teneur en matiére grasse

Les lipides sont insolubles dans 1’eau et trés solubles dans les solvants organiques, tel
I’éther de pétrole et ’hexane. La plupart des méthodes de dosage des lipides exploitent ces
propriétés physiques pour extraire les lipides des aliments ou végétaux dans le but de mesurer

leur concentration.
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a- Méthode Soxhlet : La méthode Soxhlet est la méthode de référence utilisée pour la
détermination de la matiére grasse dans les aliments ou végétaux solides déshydratés (BIPEA,
1976). C’est une méthode gravimétrique, puisqu’on pése I’échantillon au début et la maticre

grasse a la fin de ’extraction (Annexe 7).

b- Principe de la méthode : L’échantillon solide (poudre de la plante) est pesé et placé
dans une capsule de cellulose. L’échantillon est extrait en continu par I’éther de pétrole a
ébullition qui dissout graduellement la matiére grasse. Le solvant contenant la mati¢re grasse
retourne dans le ballon par déversements successifs causés par un effet de siphon dans le coude
latéral. Seul le solvant peut s’évaporer de nouveau, la matiére grasse s’accumule dans le ballon
jusqu’a ce que I’extraction soit compléte. Une fois I’extraction terminée, 1’éther est évaporé,
généralement sur un évaporateur rotatif, et la mati¢re grasse est pesée. Les capsules de cellulose
sont perméables au solvant et a la matiére grasse qui y est dissoute. Ces capsules sont jetables.

La teneur en fraction lipidique est calculé selon la regle ;

Lipides (%) = (P1 — P2) / ME x 100%

Ou;
v" P1 : poids du ballon aprés évaporation.
v' P2 : poids du ballon vide.

v" ME : masse de la prise d’essai.

11.2.3.4. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué¢ selon la méthode de BIPEA (1976) utilisant un
distillateur Kjeldahl; cette méthode est basée sur le dosage de ’azote total, qui est ensuite
converti en taux de protéines. La minéralisation de 1 g d’échantillon par 20 ml d’acide sulfurique
se fait en présence d’un catalyseur compos¢ de 10 g sulfate de potassium (K,SO4) et de 2 g
d’oxalate de potassium (K,C,04) dans un digesteur type Buchi 430 (Digestor Germany), pendant
5 h. Ensuite, une distillation est effectuée dans un distillateur type Buchi 320 (Germany), apres
addition de 70 ml de solution de soude (NaOH) a 40% au minéralisat. Le distillat est recueilli
dans 15 ml d’une solution tampon d’acide borique préparée par dissolution de 40 g d’acide
borique dans 1000 ml d’eau distillée et 10 ml d’une solution de rouge de méthyl 0,05% comme
indicateur coloré (Annexe 7). Le titrage du distillat se fait avec 1’acide sulfurique 0,1 N. Les taux

d’azote total et de protéines brutes sont obtenus avec des formules :

Taux d’azote total (%) =V (H,SO4) x N (H,SO4) x 0,014 x 100% / P
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Ou ;
v' V(H,SOy) = volume H,SO, de la chute de burette.
v N(H,S0,) = normalité de I’acide sulfurique.
v 0,014 = coefficient affecté a la concentration de la solution normale d’azote (14/1000).

v' P = poids de I’échantillon.
Conversion du taux d'azote en taux de protéines

100 g de protéines correspond a 16 g d'azote dans la majorité des cas.
On utilise un facteur de conversion basé sur le taux moyen d'azote des protéines.

F=100/16 = 6,25

Les protéines brutes (%) = PB% = N% x 6,25

I1.2.3.5. Dosage des glucides

La détermination de la quantité en oses repose sur le dosage des sucres totaux par la

méthode de Dubois (1956) appelée aussi méthode phénol / acide sulfurique.

Principe : Le dosage des monosaccharides constitutifs des polysaccharides nécessite la rupture
de toutes les liaisons glycosidiques par hydrolyse acide (I'acide sulfurique).

L'analyse repose sur des techniques colorimétriques; le principe des dosages
colorimétriques se base sur la condensation par estérification d'un chromogene (phénol, orcinol,
anthrone), avec les produits de déshydratation des pentoses, hexoses, et acides uroniques. En
milieu acide fort et a chaud, ces oses se déshydratent respectivement en des dérivés du furfural,
5- hydroxy-méthyl-furfural et de 'acide 5-formylfuroique.

Les chromophores ainsi formés de couleur jaune orange absorbent dans le domaine du
visible proportionnellement avec la quantité des sucres présents (Ruiz, 2005).

La teneur en sucres est exprimée en pg/ml de a-D-Glucose a partir d'une courbe

d'étalonnage (Annexe 8).

Mode opératoire
Préparation des échantillons
Le dosage des glucides a été réalisé selon le protocole du Dubois et al., (1956)

- Peser 0,5 g d'échantillon dans un bécher, ajouter 20 ml d'acide sulfurique a 0,5 N puis placer
I'ensemble dans une étuve a 105°C pendant 3 heures.
- Transvaser quantitativement le contenu du bécher dans une fiole de 500 ml (ajuster le volume

par de l'eau distillée jusqu'a 500 ml), puis filtrer la solution et la conserver a 4°C.
10
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- Préparer 1’essai.

- Dans un tube en pyrex (2 cm 6), déposer avec précaution 1 ml d’essai, ajouter 1 ml de phénol a
5% et 5 ml d'acide sulfurique (H,SOj4) concentré.

- Aprés agitation (au vortex), le tube est maintenu dans I'¢tuve pendant 5 min a 100°C, puis
laissé dans I'obscurité pendant 30 min.

- Enfin, lire la densité optique a une longueur d'onde de 490 nm.

Préparation de I’étalon : Pour chaque série de détermination, une gamme d'étalonnage est

nécessaire ; une solution mere (SM) de a-D-glucose de concentration 100 pg/ml est préparée

comme suit ;

- Préparer une solution de glucose de 0,01 g/ 100 ml (100 pg/ml).

- A partir de cette solution mere préparer des dilutions de différentes concentrations 20 pg/ml, 40
ug/ml, 60 ug/ml, 80 pug/ml, et 100 pug/ml.

- Prendre 1 ml de chaque concentration (2 essais pour chaque concentration) et ajouter 1 ml de
phénol a 5% et 5 ml d'acide sulfurique a 98% a I'aide d'une burette.

- Apres agitation (au vortex), les tubes sont maintenus pendant 5 min a 100°C, puis a l'obscurité
pendant 30 min.

- Lire la densité optique de chaque concentration a 490 nm, apres tracer la courbe d'étalonnage.

Expression des résultats

A partir des densités optiques de la courbe d'étalonnage, on peut obtenir la teneur en

sucres de I’échantillon. La courbe d’étalonnage :

DO=f(C) ¥ :} DO=£ XC

Dont
v £ : La pente.
v" C : La concentration de a. D Glucose en pg/ml.
La teneur en sucres est exprimée en pg/ml de a-D-glucose, elle est convertie par rapport a 100 g

de matiére séche.
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I1.2.4. Etude phytochimique

I1.2.4.1. Préparation des extraits

L’extraction est réalisée selon la méthode de macération avec agitation. Quatre solvants
sont utilisés : Méthanol 70%, Ethanol 70%, Acétone 70% et 1’eau distillée. Un poids bien
déterminé (10 g) de la poudre de la plante est mélangé avec 150 ml de chaque solvant. Le
mélange obtenu est agité pendant 24 h a température ambiante a 1’aide d’un agitateur
magnétique, puis filtré a travers le papier filtre. Une deuxiéme extraction est réalisée sur le
retentdt dans les mémes conditions. Les deux filtrats sont mélangés et le solvant est éliminé a
pression réduite a 40°C a ’aide d’un évaporateur rotatif (Buchi, Allemagne). Les extraits ainsi
obtenus sont séchés a 1’étuve portée a 40°C jusqu'a I’obtention d’un extrait sec qui sera conservé
au congglateur pour servir aux différents tests. La reconstitution se fait dans le méme solvant

d’extraction juste avant chaque test.
I1.2.4.2. Calcul du rendement

Le rendement de l'extraction est le rapport entre la masse de I’extrait obtenu apres

évaporation et la masse de la matiére premiere végétale aprés séchage, exprimé en pourcentage.

R% = ((MEX] / [MMV]) x 100%

Ou
v' MEX : masse de I'extrait obtenu aprés évaporation (g).

v MMV : masse de la matiére végétale séchée et laminé (g).

11.2.4.3. Dosage des composés phénoliques

Le contenu en phénols totaux des extraits est déterminé en utilisant le protocole décrit par
Singleton et Rossi, (1965). Un volume de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteau (10%) est ajouté a
200 pul de chaque extrait ou standard avec des concentrations convenables. Aprés 4 min, 800 ul
d’une solution de carbonate de sodium (7,5%) est additionnée au milieu réactionnel. Apres 2
heures d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 760 nm. La
concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (20 - 140 pug/ml) et est exprimée en mg

équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

Le témoin est préparé en mélangeant 0,2 ml du solvant d’extraction avec 1 ml du réactif
de Folin-Ciocalteu et 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium. Toutes les opérations sont

réalisées en triplicata.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée dans les mémes conditions en utilisant 1’acide
gallique comme standard (Annexe 9), afin de déterminer les concentrations en phénols totaux

des extraits exprimées en mg équivalent d’acide gallique / g d’extrait sec.

11.2.4.4. Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de Ruta sp est
réalisée par la méthode décrite par Jain ef al. (2011). A 1 ml d’extrait on ajoute 1 ml d’une
solution méthanolique de chlorure d’aluminium (AICl3) a 2%. On laisse incuber pendant 1 h a
température ambiante. L’absorbance est lue a 430 nm au spectrophotometre UV-visible double
faisceau (UV-1800 Shimadzu). La méme opération est réalisée avec la quercétine a différentes
concentrations (0 - 35 pg/ml). Le blanc est préparé on remplacant 1’extrait par le solvant

d’extraction. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de Ruta sp sont calculées en
se référant a la courbe d’étalonnage obtenue avec la quercétine comme standard (Annexe 10), les

résultats sont exprimés en mg équivalent de quercétine / g d’extrait sec.

I1.2.4.5. Dosage des tanins condensés (Proanthocyanidines)

La teneur en pro-athocyanidines est mesurée en suivant le protocole de Sun et al. (1998)
avec quelques modifications. Un volume de 0,5 ml de la solution d’extrait (5 mg/ml) est mélangé
avec 3 ml de la solution de vanilline (4%), préalablement préparée dans du méthanol, et 1,5 ml
d’HCl (37%). Le mélange est bien agité, puis incubé pendant 30 min a température ambiante.
L’absorbance est lue a 500 nm. Le blanc est préparé en mélangeant 0,5 ml de solvant
d’extraction avec 3 ml de la solution de vanilline 4% et 1,5 ml d’HCI. Toutes les opérations sont
réalisées en triplicata. La concentration des tanins est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant la catéchine (Annexe 11). Les résultats sont exprimés en mg

équivalent catéchine / g ES.

11.2.4.6. Extraction et dosage des caroténoides

Les caroténoides contiennent plusieurs doubles liaisons conjuguées dans leur structure, ces
doubles liaisons sont responsables de 1'absorption dans la lumiére par excitation des €lectrons des
liaisons © (Rodriguez-Amaya, 2001). Pour extraire et doser les caroténoides dans la partie
aérienne de Ruta sp, le protocole décrit par Sass-Kiss et al. (2005) a été utilisé avec quelques
modifications. Pour cela, 50 mg de la poudre sont additionnés a 10 ml d'un mélange de solvant
(hexane, acétone, éthanol) (2:1:1, V/V/V). Aprés agitation pendant 15 min, le mélange est

centrifugé a 4500 tours / min pendant 15 min.
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La phase supérieure (hexadique) contenant les pigments, est récupérée et le culot a subi
une deuxieéme extraction dans les mémes conditions. Les deux phases hexadiques sont mélangées
puis l'absorbance du mélange est mesurée par spectrophotometre UV-VIS a 450 nm. Les
résultats sont exprimés en microgramme équivalant de f-caroténe par milligramme de matiere
végétale seche en se référant a la courbe d'étalonnage de la B-carotene (ug EB-C / mg MS)

(Annexe 12).
11.2.4.7. Détermination des pigments liposolubles

Les teneurs en B-caroténe, lycopene et chlorophylle de Ruta sp ont été déterminées selon la
méthode adoptée par Nagata et Yamashita (1992). Brievement, 50 mg de 1’extrait de la plante
sont ajoutés a 10 ml d’un mélange acétone-hexane (4:6 V/V) puis agité vigoureusement pendant
1 min, ensuite filtré a travers un papier filtre. L absorbance du filtrat est mesurée a différentes
langueurs d’onde : 453 nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm. La teneur en pigments est calculée
suivant les équations indiquées ci-dessous et les résultats sont exprimés en milligramme de

chlorophylle, caroténoides ou B-caroténe / g d’extrait sec.

Calcul:
- B-caroténe (mg/100 ml) = 0,216 x Agez — 1,22 X Agas — 0,304 x Asps + 0,452 X Ayss.
- Lycopéne (mg/100 ml) = — 0,0458 x Asez + 0,204 X Apss + 0,372 X Asos — 0,0806 x Ayss.
- Chlorophylle a (mg/100 ml) = 0,999 x Agsz — 0,0989 x Agss.
- Chlorophylle b (mg/100 ml) =-0,328 x Ages + 1,77 X Agss.

I1.2.5. Evaluation de I’activité antioxydante

Au cours de I’évaluation de I’activité antioxydante, le recours a 1’utilisation de plusieurs
tests antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer de manicre appropri¢e le potentiel
antioxydant des extraits de plante (Ksouri ef al., 2009). Dans ce travail, trois tests sont réalisés
pour évaluer I’activité antioxydante in vitro de la plante étudiée a savoir : Dactivité

antiradicalaire au DPPH, le pouvoir réducteur, et la capacité antioxydante totale.

I1.2.5.1. Activité anti radicalaire

La capacité des extraits de Ruta sp de réduire le radical libre stable 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) a été évaluée selon la méthode décrite par Burits et Bucar (2000). Le
DPPH a été dissout dans 100 ml de méthanol pour préparer une solution mere, la solution étalon
a été¢ préparée en diluant la solution mére de DPPH avec du méthanol pour obtenir une
absorbance de (0,98 £+ 0,02) & 517 nm. Un volume de 100 pl de chaque extrait a différentes

concentrations a €té ajouté a 2,5 ml de solution méthanolique de DPPH diluée.
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Le mélange a été agité et maintenu a I'obscurité pendant 30 min, 1'absorbance de la solution
résultante a été mesurée a 517 nm. Un contrdle est préparé en remplagant la solution d’extrait par
le méthanol. Le blanc pour chaque extrait est préparé en mélangeant 2,5 ml de méthanol avec
100 ul de solvant d’extraction. Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme antioxydant de référence. Le pourcentage de

I’activité scavenger du radical DPPH’ de chaque extrait est calculé comme suit :

Activité scavenger du radical DPPH'(%) = [(Ac — (At — Ab) / Ac)] x 100%

Ou
v" Ac : Absorbance du contrdle; ¢’est I’absorbance du solvant avec seulement le DPPH'.
v At : Absorbance du test; ¢’est I’absorbance de la solution de DPPH' contenant 1’extrait.
v' Ab : Absorbance du blanc ; c’est ’absorbance de la solution de 1’extrait sans le DPPH'.
Les résultats sont exprimés en ICsp qui est la concentration qui induit 50% d’activité

scavenger du radical DPPH'.

11.2.5.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits de Ruta sp est déterminé selon le protocole d’Oyaizu
(1986) avec quelques modifications. Un volume de 200 pL de solution de chaque extraits a
différentes concentrations est mélangé avec 500 pL de solution tampon phosphate (0,2 M ; pH =
6,6) et 2,5 ml de solution de ferricyanate de potassium a 1% (K3;Fe(CN)g) préparé dans 1’eau
distillée. Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min, puis les tubes a essais sont retirés. Un
volume de 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10% (TCA) est ajouté, suivi d’une centrifugation a
650 rpm pendant 10 min, & 500 pL de surnageant sont ajoutés 2,5 ml d’H,O distillée et 0,5 ml de
FeCl; a 0,1%. La mesure de 1’absorbance a été effectuée a 700 nm. Un blanc a été préparé en
remplagant 1’extrait par le solvant d’extraction. L’acide ascorbique a été utilis¢é comme standard
de référence dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en Ays qui est la

concentration qui donne une absorbance de 0,5.

I1.2.5.3. Capacité antioxydant totale

La capacité antioxydante totale des extraits de Ruta sp a été évaluée par le test du
phosphomolybdéne selon la procédure décrite par Prieto et al. (1999). Une aliquote de 0,3 ml de
chaque extrait ou étalon a ét¢é mélangée avec 3 ml du mélange réactionnel (0,6 M d'acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). Ensuite, les
mélanges ont été incubés a 95°C pendant 90 min et l'absorbance a été enregistrée a 695 nm.

L'activité antioxydante a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d'extrait sec (mg
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EAG/g d’ES). Le BHT et le BHA ont été utilisés comme standards de référence dans les mémes

conditions.

I1.2.6. Activité antimicrobienne

I1.2.6.1. Activité antibactérienne
I1.2.6.1.1. Méthode des puits de diffusion sur gélose

a. Préparation de I'inoculum

Chaque espece bactérienne est inoculée au préalable sur une gélose nutritive afin d'obtenir
une culture de 18 a 24 heures pour préparer 'inoculum. Ensuite, 4 - 5 colonies bactériennes, bien
isolées, sont mises en suspension dans du bouillon nutritif (ou de l'eau physiologique contenant
0,9% de NaCl), puis cette suspension est ajustée a la norme Mc Farland 0,5 a l'aide d'un
spectrophotométre, ce qui correspond a une lecture de densité optique a 625 nm allant de 0,08 a

0,1 correspondant a une suspension contenant environ 10’- 108 bactéries / ml (CASFM, 2013).

b. Mode opératoire

L’activité antibactérienne des différents extraits étudiés a été réalisée suivant la méthode
des puits sur gélose, en utilisant les microorganismes pathogénes suivants : 1) Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), 2) Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 3) Escherichia coli
(ATCC 25922). Des puits de 6 mm de diamétre ont été formés sur gélose Mueller Hinton
préalablement ensemencée avec des cultures jeunes de bactéries (1028 UFC/ml), ces puits ont été
ensuite remplis avec 80 pl de chaque extrait a différentes concentrations (128, 64, 32, 16, 8 et 4
mg/ml). Apreés une mise au réfrigérateur a 4°C pendant 6 heures, les boites ont été incubées a

37°C pendant 24 heures. Les zones d’inhibition ont été¢ mesurées (Nighat et al., 2016).

D’aprés Ponce et ces collaborateurs (2003), la sensibilité des bactéries peut étre classée

par le diamétre des halos d'inhibition :

¢ Non sensible (-) pour les diamétres moins de 8§ mm.
e Sensible (+) pour des diamétres de 8 a 14 mm.
e Tres sensible (++) pour des diametres de 15 a 19 mm.

¢ Extrémement sensible (+++) pour les diamétres plus de 20 mm.
I1.2.6.2. Activité antifongique

11.2.6.2.1. La méthode de contact direct
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L’activité antifongique des extraits a été évaluée tel que décrit par Nighat ef al. (2016). Un
volume de 1 ml de chaque extrait, a différentes concentrations (128, 64, 32, 16, 8 et 4 mg/ml),
est incorporé séparément dans des tubes contenant 20 ml du milieu PDA maintenu en surfusion.
Chaque tube est homogénéisé instantanément par agitation manuelle puis son contenu est coulé
dans une boite de Pétri. Un disque mycélien de chaque souche fongique (Fusarium oxysporum et
Penicillium sp) de 6 mm de diamétre prélevé de la culture jeune a été inoculé. La lecture des
résultats a été faite apres 5 jours d’incubation a (25 + 2°C) par mesure du diamétre des zones de
croissance. Parall¢lement, le diamétre de la zone de croissance des mémes souches fongiques en

absence d’extraits a été déterminé.

L’effet antimicrobien des extraits sur la croissance des souches filamenteuses est déterminé
par la mesure du taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule d’Ebbot (Motiéjunaité

et Peiculyté, 2004) :

T= (Dk - D0) / Dk x 100%
Ou
v Dk : Diamétre de la colonie fongique du témoin (en cm).
v DO : Diamétre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en cm).

v T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.
L’extrait est dit :

e Tres actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 75 et 100%, la souche fongique est
dite tres sensible.

o Actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 50 et 75%, la souche fongique est dite
sensible.

e Moyennement actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 25 et 50%, la souche est
dite limite.

e Peu ou pas actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche est dite

peu sensible ou résistante.
I1.2.6.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance antimicrobienne inhibant toute
croissance visible aprés un temps d’incubation de 18 h a 24 h pour les bactéries et pendant 5
jours pour les souches fongiques. Le principe de la méthode consiste a diluer la substance
antimicrobienne a tester et a inoculer le milieu avec les microorganismes. Les extraits ont subi

des dilutions successives a partir d’une solution mere de concentration (SM =128 mg/ml) (1/2,
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1/4 ... etc.) afin de déterminer la moindre concentration donnant une zone d’inhibition. Cette
concentration est considéré comme la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Min et al.,

2008).
I1.2.6.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide / fongicide (CMB/CMF)

La CMB/CMF est la concentration de la substance antimicrobienne exercant un effet
bactéricide ou fongicide et permettant d’obtenir, aprés 18 a 24 h d’incubation a 37°C pour les
bactéries et 5 jours a 28°C pour les champignons, 0,1% de germes, c’est-a-dire un microbe pour
1000 de I’inoculum initial (Rodriquez et al., 2007). Pour la détermination de la CMB/CMF, la
surface de chaque zone d’inhibition obtenue avec les différentes dilutions, (Test de CMI) est
raclée a I’aide d’un ance de platine. Ensuite des boites pétri contiennent le milieu nutritif sont
ensemenceés par les morceaux de gélose raclée. Les boites sont misent a 1’incubation. L’absence
de croissance dans les boites, indiquant un effet bactéricide/fongicide et la boite avec aucune
croissance est déclarée comme celle contenant la CMB/CMF, égale a la concentration qu’on a

raclée au départ (Salama et Marraiki, 2010) avec quelques modifications.
I1.2.7. Analyse statistique

Tous les essais réalisés dans la présente étude ont été¢ répétés au moins trois fois et les
résultats ont été exprimés par la moyenne + la déviation standard. Les graphes sont mis en forme
par EXCEL. L’étude statistique est réalisée a 1’aide d’un logiciel statistique (Stat View 5.0). Des
comparaisons statistiques ont été¢ effectuées avec le test Student t ou les tests ANOVA. Les

différences ont été jugées significatives a p <0,05.

18



Resultats et discussion



Résultats et discussion

II1. Résultats et discussion

II1.1. Résultats et discussion de I’étude physicochimique

III.1.1. Teneur en eau

I1 est important de déterminer la teneur en eau d’une plante car juste apres la récolte de la
plante fraiche, certaines enzymes telles que des hydrolases, oxydases, polymérases, ...etc sont
activées et causent des réactions modifiant tant I’aspect extérieur des drogues et leurs caractéres
organoleptiques que leurs activités thérapeutiques, puisque des constituants initiaux sont altérés
(Héléne, 2014). Les analyses ont révélé que les feuilles et les tiges de la plante fraichement

récoltée présentent une teneur importante en eau soit 72,66 =+ 2,16% (Fig. 5).

mu
)
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H Eau

H Feuilles séches

Figure 5. Teneur en eau des feuilles fraiches de Ruta sp.

Cette teneur est proche de celle rapporté par Attou (2011), qui a enregistré une teneur de
69,66% dans une espece de la méme famille (Ruta chalepensis) dans I’ouest Algérien, région de

Sidi Safi, wilaya d’Ain Timouchent.

II1.1.2. Taux d’humidité

D’apres les résultats obtenus, la plante étudiée présente un taux d’humidité de 6,92 +
0,13% (Fig. 6), ce qui est conforme a la norme de la pharmacopée européenne qui est limitée a
10% (Fettah, 2019), cette teneur lui confeére une longue durée de conservation de la poudre. Il
convient de noter également qu’un taux d’humidité trop élevé favorise le développement de

micro-organismes (Héléne, 2014).

II1.1.3. Taux de cendre

Dans la présente étude, la plante présente un taux de cendre de 8,18 + 0,55% (Fig. 6). Ce
résultat est conforme aux normes décrites dans la pharmacopée européenne (14%) (Fettah,

2019).
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Une carbonisation de la plante permet 1’¢limination de toute matiére organique et la pesée
du résidu obtenu, constitué¢ exclusivement de matieres minérales, donne une indication du degré
de propreté et de pureté de la plante utilisée ainsi que d’éventuel emploi d’agents de fertilisation
lors de la culture de la plante. Ainsi, le taux de cendres est anormalement élevé lorsque le lavage
de la maticre végétale est insuffisant, ou en cas d’emploi d’engrais a base de nitrates NO3™ et / ou
de sels de potassium qui augmentent la teneur en minéraux. De plus, certaines plantes se
caractérisent par leur taux de cendres naturellement élevé ; c’est le cas de certaines Solanacées

riches en oxalate de calcium (Héléne, 2014).

II1.1.4. Teneur en matiere grasse

Les résultats du dosage de la fraction lipidique ont montré une teneur moyenne de 3,55 +
0,29% (Fig.6). Ce résultat est en accorde avec 1’étude de Renugadevi et Meerabai (2016) qui

ont révél¢ la présence de la maticre grasse dans Ruta graveolens.

I11.1.5. Teneur en protéines

Les résultats du dosage de la fraction protéique ont montré une teneur moyenne de 8,64 +
0,24% (Fig.6). Ce résultat est également en accorde avec celui de Renugadevi et Meerabai

(2016).
II1.1.6. Teneur en glucides

Les résultats du dosage des glucides de la poudre seche de Ruta sp ont montré une teneur
moyenne de 19,89 + 0,23% (Fig.6). Renugadevi et Meerabai (2016) rapporte également la
présence d’hydrates de carbone dans Ruta graveolens en utilisant le test de Fehling et 1’acide

sulfurique.
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Figure 6. Résultats de I’analyse des parameétres physicochimiques de Ruta sp.

20



Résultats et discussion

I11.2. Résultats et discussion de I’étude phytochimique

I11.2.1. Rendements d’extraction

Dans la présente étude, quatre solvants ont été utilisés pour 1’extraction des composés
bioactifs a partir de la partie aérienne de la plante Ruta sp. La figure 7 illustre les résultats des
rendements d’extraction de cette plante. Les résultats obtenus montrent que le rendement

d’extraction varie en fonction du solvant utilisé.
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Figure 7. Histogramme montrant le rendement d’extraction de Ruta sp.
Les lettres a, b, ¢ signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.

En effet, le taux le plus élevé a été¢ détecté dans I’extrait méthanolique (34,77 += 1,01%),
suivi par I’extrait acétonique (32,56 =+ 0,24%), puis 1’éthanol (32,34 £+ 0,27%), et en fin I’extrait

aqueux qui a montré le rendement le plus bas (21,98 + 0,84 %).

Les résultats obtenus sont largement supérieurs a ceux rapportés par Halouani ez al. (2021)
qui ont utilisé¢ la méme méthode d’extraction en utilisant différents solvants (méthanol, éthanol,
aqueux) avec deux plantes de la méme espéce cultivées dans deux régions différentes : Ruta
graveolens cultivée en Tunisie et Ruta graveolens cultivée a Marseille. Leurs rendements
d'extraction étaient de 1'ordre de 4,94%, 1,04%, 5,22%, respectivement pour Ruta graveolens de

Tunisie et 2,76%, 5,06%, 1,49%, respectivement pour Ruta graveolens de Marseille.

Il importe de noter que le rendement d’extraction dépend de la méthode d’extraction (a
chaud ou a froid), des conditions de séchage (lieu, température et durée de séchage), du stade de
croissance et de la nature du solvant utilis€¢ dans I’extraction ou fractionnement et de sa polarité,

la taille des particules et le coefficient de diffusion du solvant (Lee et al., 2003; Fellah, 2006).
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I11.2.2. Teneurs en polyphénols totaux

Les résultats du dosage des composés phénoliques montrent que les teneurs en polyphénols

varient également en fonction des solvants utilisés (Fig.8).
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Figure 8. Histogramme montrant les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de
Ruta sp.

Les lettres a, b, c, d signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.

La teneur la plus ¢levée a été détectée dans I’extrait éthanolique (111,77 + 2,51 mg EAG/g
ES) et I’extrait acétonique (102,09 + 4,04 mg EAG/g ES), suivi de I’extrait méthanolique (77,52
+ 0,98 mg EAG/g ES), et I’extrait aqueux (58,76 = 4,63 mg EAG/g ES).

Ces résultats semblent inférieurs a ceux de Halouani et al. (2021) qui ont détecté dans
l'extrait éthanolique, méthanolique et 1’extrait aqueux de Ruta graveolens de Tunisie des valeurs
de 127 + 0,49 mg EAG/g, 108 mg GAE/g, 85 £+ 0,73 mg EAG/g d’extrait, respectivement. Alors
que les plus grandes teneurs en polyphénols ont été¢ obtenues dans les extraits éthanoliques,
méthanoliques, et extrait aqueux de Ruta graveolens de Marseille soit 214 + 1,23 mg EAG/g,

194 £ 0,98 mg EAG/g, et 96 + 0,24 mg EAG/g d’extrait respectivement.

Les teneurs en composé€s phénoliques changent de fagon considérable d’une espéce a une
autre et au sein de la méme espéce, a cause des facteurs extrinséques (température, climat...),
génétiques (la variété et I’origine d’especes), physiologiques (le degré de maturation des plantes,

les organes utilisés) et de la durée de stockage (Ksouri et al., 2009).
I11.2.3. Teneurs en flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides des différents extraits de Ruta sp sont représentées dans la

figure 9.
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Figure 9. Histogramme montrant les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits
de Ruta sp.

Les lettres a, b, ¢, d signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.

D’aprés les résultats obtenus, il apparait 1a aussi que les teneurs en flavonoides totaux
varient en fonction du solvant utilisé. L’extrait éthanolique et 1’extrait acétonique présentent les
plus grandes concentrations en flavonoides avec des valeurs moyennes de (26,75 + 0,58 mg
EQ/g ES) et de (24,07 £ 0,46 mg EQ/g ES), respectivement. L’extrait méthanolique montre une
teneur moyenne de 1’ordre de (21,63 + 0,26 mg EQ/g ES), alors que 1’extrait aqueux montre la

plus faible teneur en flavonoides (6,02 = 0,3 mg EQ/g d’ES).

Ces valeurs sont également inférieures a celles obtenues par Halouani et al. (2021) ou
I’espéce Ruta graveolens d’origine de Tunisie a montré des teneurs en flavonoides de 145,1 +
1,75 mg EQ/g pour I’extrait éthanolique, 190,90 = 5,83 mg EQ/g pour I’extrait méthanolique et
116,50 + 1,17 mg EQ/g pour I’extrait aqueux, alors que Ruta graveolens d’origine de Marseille a
montré des teneurs de 122,90 £ 8,74 mg EQ/g pour ’extrait éthanolique 174,90 = 0,73 mg EQ/g
pour I’extrait méthanolique et 64,70 + 0,73 mg EQ/g pour I’extrait aqueux.

23



Résultats et discussion

I11.2.4. Teneur en tanins condensés

La figure 10 illustre les résultats des teneurs en tanins condensés des différents extraits de

Ruta sp.
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Figure 10. Histogramme montrant les teneurs en tanins condensés des différents extraits
de Ruta sp.

Les lettres a, b, ¢, d signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.

Le taux le plus élevé a été détecté dans 1’extrait acétonique (23,69 + 1,97 mg EC/g), suivi
par P’extrait éthanolique (11,28 = 1,51 mg EC/g), puis I’extrait méthanolique (7,71 + 0,16 mg
EC/g), et en fin I’extrait aqueux qui a montré le taux le plus bas en tanins condensés (6,53 + 0,26
mg EC/g). Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues par Halouani ef al. (2021) qui ont
rapporté des teneurs en tanins de 7,33 + 5,89 mg EC/g ES pour I’extrait éthanolique de Ruta
graveolens d’origine de Tunisie, alors que I’extrait méthanolique montre une teneur moyenne
supérieure de 24,33 + 1,17 mg EC/g. Aucune trace de tanins dans 1’extrait aqueux n’a été
détectée. Dans le cas de Ruta graveolens d’origine de Marseille, 1’extrait éthanolique a une
teneur en tanins de 12,33 + 3,53 mg EC/g alors que celle de I’extrait méthanolique était de 7,33 +

1,17 mg EC/g, et absence de tanins dans I’extrait aqueux.
I11.2.5. Teneur en caroténoides

La teneur moyenne en caroténoides est de 3.94 + 0.08 pg EB-caroténe / mg d’MS.
I11.2.6. Teneur en pigments liposolubles

Les teneurs en pigments liposolubles des différents extraits du Ruta sp sont données dans

le tableau 1.
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Tableau 1. Les teneurs en pigments liposolubles des différents extraits du Ruta sp en (mg/g

d’ES).
Pigments
Chlorophylle a | Chlorophylle b | Lycopéne p-caroténe
Solvants

Méthanol 24,08 13,81 1,89 2,71
Ethanol 27,31 13,97 1,32 10,36
Acétone 34,52 10,07 3,47 13,29
Aqueux 1,39 1,42 0,18 2,6

D’apres ce tableau, on peut voir que tous les extraits présentent des concentrations élevées
en chlorophylle a et b. En termes de teneurs en lycopéne et B-caroteéne, les extraits montrent des

teneurs variables.
IT1.3. Résultats et discussion de I’activité antioxydante

Plusieurs études ont montré que I’effet antioxydant des sources naturels est di a leurs
teneurs en composés phénoliques (Yang et al., 2002), et que les groupements hydroxyles dans
les composés phénoliques et flavonoides sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants
(Heignen et al., 2001; Heim et al., 2002). Pour les flavonoides, les formes aglycones sont plus
actives que les formes glycosylées (Shahidi et Naczk, 2004). Donc y a des relations entre les
structures chimiques des composes phénolique et leur capacités antioxydantes, 1’activité de ces
molécules a piéger les radicaux libres dépend essentiellement de leur structures, les flavonoides
les plus actifs sont ceux qui renferment des groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un

groupement 3 OH sur le cycle C (Amic et al., 2003 ; Marfak, 2003 ; Sokol-Letowska, 2007).

IT1.3.1. Activité scavenger a I’égard du radical libre DPPH

Les résultats obtenus révelent que I’extrait éthanolique semble étre le plus actif avec une
ICsy de 1,15 + 0,02 mg/ml, suivi de I’extrait acétonique et de I’extrait méthanolique avec des
valeurs d’ICs, de 1,91 + 0,01 mg/ml, et 2,15 £ 0,05 mg/ml, respectivement. L’extrait aqueux a

montré la plus faible activité anti-radicalaire (ICs5, = 6,79 + 0,11 mg/ml) (Fig. 11).
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Figure 11. Histogramme montrant I’activité scavenger des différents extraits de Ruta sp a

I’égard du radical DPPH.

Les lettres a, b, ¢, d signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.

Dans ce test, la vitamine C a été utilisée comme antioxydant standard a des fins
comparatives. Elle a montré une tres forte activité antiradicalaire avec une ICsy de 0,125 + 0,004
mg/ml.

Selon les résultats obtenus de la plante étudiée, 1’effet scavenger reste inférieur a ceux de
Halouani ef al. (2021) qui ont montré une capacité importante des extraits de Ruta graveolens
d’origine Tunisienne avec des valeurs d’ICso de 0,25 + 0,01 mg/ml (extrait éthanolique), 0,12 +
0,04 mg/ml (extrait méthanolique), et 1,55 + 0,02 mg/ml (extrait aqueux). Alors que dans le cas
de Ruta graveolens d’origine de Marseille, les valeurs d’ICsy sont de 0,12 + 0,04 mg/ml (extrait

¢thanolique), 0,05 £ 0,01 mg/ml (extrait méthanolique), et 1,66 = 0,07 mg/ml (extrait aqueux)

II11.3.2. Pouvoir réducteur

Les résultats de ce test ont montré que le pouvoir réducteur des extraits étudiés varie en

fonction du solvant utilisé.

Les résultats obtenus révelent que 1’extrait acétonique semble étre le plus actif avec une
ICsy de 7,12 + 0,11 mg/ml, suivi de I’extrait éthanolique et de ’extrait méthanolique avec des
valeurs d’ICs, de 7,48 + 0,03 mg/ml, et 7,67 + 0,03 mg/ml, respectivement. L’extrait aqueux a

montré la plus faible activité anti-radicalaire (IC5, = 11,19 £ 0,05 mg/ml) (Fig. 12).
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Figure 12. Histogramme montrant le pouvoir réducteur des extraits de Ruta sp.
Les lettres a, b, ¢, d signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.

Une activité plus élevée a été rapportée par Halouani ef al. (2021) avec I’extrait
¢thanolique et méthanolique de Ruta graveolens Tunisienne (ICso = 1,29 + 0,07 et 2,05 + 0,01
mg/ml, respectivement). Alors que dans I’extrait éthanolique et I’extrait méthanolique de Ruta

graveolens d’origine de Marseille (ICso= 1,57 £0,01 et 0,96 £+ 0,02 mg/ml, respectivement).

I11.3.3. Capacité antioxydante totale

Les résultats obtenus ont montré que [’activité antioxydante totale varie également en
fonction des différents extraits de Ruta sp (Fig.13)

L’extrait le plus actif est 1’extrait acétonique (275,83 + 14,26 pg EAA / mg), suivi par
I’extrait éthanolique (208,81 + 8,29 ug EAA / mg), puis I’extrait méthanolique (172,42 + 11,81
ng EAA / mg), et en fin I’extrait aqueux (120,83 + 3,20 ug EAA / mg).
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Figure 13. Histogramme montrant I’activité antioxydante totale des extraits de Ruta sp.

Les lettres a, b, c, d signifiant que la différence est statistiquement significative a p < 0,05.
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I11.4. Résultats et discussion de ’activité antimicrobienne

I11.4.1. Résultats et discussion de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des quatre extraits a été déterminée en mesurant les diameétres
des zones d'inhibition autour des puits contenant les extraits vis-a-vis de trois germes pathogenes

de bactéries (Gram + et Gram —) (Tableau II).

Tableau II. Diameétres des zones d'inhibition (mm) en présence des différents extraits de Ruta

sp.

Solvant . Zones d’inhibitio? en mm
P. aeruginosa E. coli S. aureus

Méthanol 20,01%0,60 17,97%0,72 25,55+0,56

Ethanol 21,46£0,64 18,10£0,08 29,19£0.91

Acétone 21,65+0,80 17,96+0,09 26,54+1.15

Aqueux 22,01+ 0,48 Pas d’activité 22,95+0,94

Gentamicine 44,17%1,06 51,18*2,44 51,42%+1,12

Dans le présent travail, la concentration maximale des extraits était de 128 mg/ml et de 40

mg/ml pour la gentamicine.

L’évaluation de I’effet antibactérien montre que tous les extraits ont une activité inhibitrice
sur presque I’ensemble des souches étudiées avec un important pouvoir sur les bactéries a Gram
positif par rapport aux Gram négatif, ou la croissance bactérienne décroit d’'une manicre dose-

dépendant (Annexes 13, 14, 15).

D’aprés le tableau II, nous pouvons voir que I’extrait éthanolique présente la plus forte
activité antibactérienne surtout vis —a —vis de E. coli et de S. aureus avec des diamétres de 18,10
+ 0,08 mm et 29,19 £ 0,91 mm, respectivement. Alors que I’extrait aqueux exerce une forte
activité antibactérienne vis —a —vis de P. aeruginosa avec un diametre de 22,01 + 0,48 mm.

On peut déduire d’apreés les diamétres des zones d’inhibition que S. aureus et P.
aeruginosa sont extrémement sensibles a I’action des extraits de Ruta sp.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des extraits de

Ruta sp sont représentées dans le tableau III.
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Tableau III. Concentrations minimales inhibitrices (CMI), bactéricides (CMB), en mg/ml des

différents extraits vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli.
) P. aeruginosa E. coli S. aureus
Extraits
CMI mg/ml | CMB mg/ml | CMI mg/ml |CMB mg/ml| CMI mg/ml | CMB mg/ml

Methanol 8 128 16 128 8 64
Ethanol 16 128 32 128 8 64
Acétone 8 128 16 128 4 64

Aqueux 32 128 / / 32 128

Les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides obtenues dans le présent travail
pour E. coli et S. aureus sont supérieures a celles obtenues par Halouani et al. (2021) avec
I’extrait éthanolique et méthanolique de Ruta graveolens, ou les CMI pour ces deux bactéries

¢étaient de 2,5 mg/ml, alors que les CMB étaient de 5 mg/ml.

De nombreuses études ont montré que les bactéries a Gram positif sont trés sensibles par
rapport aux bactéries a Gram négatif. La résistance des bactéries a Gram négatif peut étre
attribuée a la présence de la membrane externe riche en lipopolysaccharides entourant la paroi de
la cellule qui limite ’acces aux agents antimicrobiens, et imperméable aux composés lipophiles
grace aux charges négatives de la surface de son revétement lipopolysaccharidique,
contrairement aux bactéries a Gram positif qui sont moins protégées contre les agents externes

(détergents et antibiotiques) (Brahmi et al., 2016).

I11.4.2. Résultats et discussion de P’activité antifongique

L’activité antifongique des quatre extraits de Ruta sp a été déterminée en mesurant les

diametres des zones d'inhibition en cm, les résultats sont présentés dans le tableau IV.

Tableau IV. Diamétres des zones d'inhibition en (cm) et le taux d’inhibition de la croissance du

mycélium en pourcentage en présence des différents extraits de Ruta sp.

Méthanol Ethanol Acétone Aqueux
Extraits
DZIcm T% DZIcm T% DZI cm T% DZIcm T%
F. oxysporum 2,96+0,16 | 59,26 +3,36 | 2,47+0,08 | 49,53+1,62 [3,52+0,10{ 70,53 +2,13 / /

Penicillium sp 1,76 £0,07 | 58,66+233 | 1,54+0,11 | 51,44 +3,88 |1,05+0,06|34,99+2,08|1,17+0,05 |38,99 + 1,66

DZI : Diamétre de zone d’inhibition (cm) / T% : taux d’inhibition de la croissance du mycélium.
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L’évaluation de I’effet antifongique montre que tous les extraits ont une activité inhibitrice
sur les deux champignons étudiés sauf I’extrait aqueux ou I’effet est insignifiant notamment vis-
a-vis de Fusarium oxysporum, cette activité inhibitrice montre que la croissance fongique décroit

d’une maniére dose-dépendant (Annexe 16).

D’apres le tableau IV, I’extrait acétonique présente la plus grande activité antifongique
vis-a-vis de Fusarium oxysporum, avec un diametre de zone d’inhibition de 3,52 + 0,10 cm, alors
que I’extrait méthanolique présente la plus grande activité¢ antifongique vis-a-vis de Penicillium

sp avec un diamétre de zone d’inhibition de 1,76 + 0,07 cm.

Le pourcentage d’inhibition obtenu dans le présent travail pour Fusarium oxysporum est
supérieur a celui rapporté par Allouni (2018) qui a travaillé sur I’extrait méthanolique des

feuilles de Ruta montana et qui a obtenu un pourcentage d’inhibition de 22,22%.

Tableau V. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et fongicides (CMF), en mg/ml des

différents extraits vis-a-vis de Fusarium oxysporum et Penicillium sp.

] Méthanol Ethanol Acétone Aqueux
Extraits
CMI CMF CMI CMF | CMI | CMF CMI | CMF
F. oxysporum 8 16 4 16 16 128 / /
Penicillium sp 4 16 4 16 16 64 4 16

Les extraits obtenus a partir des parties supérieures de la plante étudiée possédent la
capacité de réduire ou de supprimer la croissance des champignons toxinogenes. Cette activité
serait liée a D’inhibition de la fonctionnalité¢ et de la structure de la membrane cellulaire
(Thanaboripat et al., 1997 ; Sikkema et al., 1995). Ces extraits pourraient aussi bloquer
entierement la biosyntheése des mycotoxines (Bhatnagar et Mccormick, 1988). Cette activité
antifongique est généralement attribuée a 1’acide p-coumarique, la quercitrine, [’acide
rosmarinique, et particulicrement a la quercétine et a 1’acide isochlorogénique (Halouani et al.,

2021).
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IV. Conclusion

La phytothérapie représente l'un des domaines les plus importants de la médecine
traditionnelle. Les plantes médicinales représentent un réservoir de principes actifs et sont de
plus en plus utilisées dans le domaine de la santé publique ces derni¢res années grace aux
thérapeutiques qu’elles procurent. De plus, les plantes médicinales et aromatiques sont
considérées comme une source importante de nouveaux médicaments a cause de leur

constitution précieuse en molécules bioactives.

Ce travail a pour but de contribuer a 1’étude physicochimique, phytochimique, et
¢évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne de différents extraits (méthanolique,
éthanolique, acétonique et aqueux) d’une plante locale Ruta sp, qui est une plante médicinale,

originaire de la région méditerranéenne, appartenant a la famille des Rutacées.

L’analyse quantitative des extraits étudiés montrent une richesse en polyphénols,
flavonoides, caroténoides, et en tannins. Les résultats de 1’activité antioxydante montrent que
les extraits exercent une bonne capacité de piégeage des radicaux libres et un bon pouvoir

réducteur ainsi qu’une meilleure activité antioxydante totale.

Les résultats de I’étude microbiologique montrent que les extraits de Ruta sp exercent une
bonne activité inhibitrice a I’égard, notamment, des bactéries a Gram positif (Staphylococcus
aureus) par rapport aux bactéries a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa)

mais aussi vis-a-vis des champignons (Penicillium sp et Fusarium oxysporum).

Tous ces résultats indiquent bien que les composés phénoliques de ’espéce Ruta sp
pourraient étre utilisés comme des antioxydants ou bien pour la lutte microbienne (champignons
et bactéries pathogenes). Néanmoins, des études complémentaires sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets. Donc il serait intéressant

d’explorer d’autres aspects tels que :

e [solement, caractérisation et identification des différents constituants de chaque extrait de
la plante par des techniques d’analyse avancées (HPLC), pour connaitre la ou les molécules a
I’origine des effets antioxydants, antibactériens et 1’éventuelle synergie entre elles afin d’établir
une relation structure - activité.

e Elargir le spectre de I’activité antioxydante in vitro et in vivo.
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e Orienter 1’é¢tude vers d’autres activités biologiques telles que les activités anti-
inflammatoire, anticancéreuse,...etc. et détermination des mécanismes d’action des composés
actifs.

e Reéaliser des études sur les autres parties de la plante (les racines de Ruta sp.).

e FEtude de I’efficacité de ces extraits dans le domaine alimentaire afin d’établir leurs utilités
comme agents antioxydants ou antimicrobiens naturels dans la sécurité alimentaire.

o [l est trés important d’extraire et de tester les activités biologiques des huiles essentielles de
cette plante.

e Envisager la formulation d’un médicament a base de la plante.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de Ruta sp comme plante médicinale traditionnelle trés largement utilisée par les

populations du nord de I’ Afrique.
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Annexe 1. Culture de matériel végétal le 18/10/2021.
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Annexe 4. Echantillon prét pour la récolte.
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Annexe 7. Teneur en mati¢re grasse et en protéine.

Annexe 8. Courbe d’étalonnage du D-glucose
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Annexe 9. Courbe d’¢étalonnage de 1’acide gallique.
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Absorbance a 450 nm

Absorbance a 430 nm

Absorbance a 500 nm

Annexe 10. Courbe d’étalonnage de la quercitine.
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Annexe 11. Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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Annexe 12. Courbe d’étalonnage du B- caroténe.
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Annexe 13. Image montrant les résultats de I’activité antibactérienne sur des extraits

Pseudomonas aeruginosa.

Annexe 14. Image montrant les résultats de I’activité antibactérienne des extraits sur
Escherichia coli.
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Annexe 15. Image montrant les résultats de I’activité antibactérienne des extraits sur

Staphylococcus aureus.
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Annexe 17. Présentation de ce travail a la communauté scientifique.

Etude physicochimique et activité antioxydante des extraits

d’une plante de la famille des Rutacés
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Depuis les temps les plus anciens, 'homme s'est habitué a utiliser les e
plantes pour leurs propriétés médicinales et nutritives afin de traiter et s
soigner toute sorte de maladies. Ces plantes représentent un réservoir = Protenes Toales
immense de métabolites secondaires qui ont I'avantage d'avoir une grande HEou B Feules seches e
diversité de structure chimique et de propriétés biologiques. e

Parmi les espéces ayant potentiellement un intérét dans le domaine Figure 1. Teneur en eau des feuiles fraiches Figure 2.Résultats de I'analyse des paramétres physico-chimiques
pharmaceutique et qui ont démontré plusieurs activités biologiques grace a
leur richesse en substances bioactives, les plantes de la famille des Rutacés 4
[1]. La plante étudiée dans le présent travail est une plante vivace
herbacée, originaire de la région méditerranéenne. Elle appartient a la
famille des Rutacée qui contient environ 160 genre et plus de 1600 espéces.
Cette plante est cultivée comme herbe ornementale dans les jardins. En
effet, cette plante est une herbe odoriférante et médicinale bien connue dans it
les civilisations anciennes. En homéopathie, elle est utilisée pour le
traitement des douleurs musculaires, des blessures, des douleurs i At ithaa A it yEi AR —

articulaires, arthrite, rhumatismes, maux de dents et de téte. . i

Figure 3. Rendement d'extraction: /e faux le plus élevé a été Figure 4. Teneurs en polyphénols totaux des différents exiraits: /a teneur la

En effet, plusieurs composés phénoliques extraits a partir de cette plante ont
montré un bon pouvoir antioxydant et d’excellentes capacités & inhiber les
réactions oxydatives [2,3].

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a lanalyse
physicochimique, I'extraction et le dosage des polyphénols en utilisant
différents solvants, et I'évaluation des propriétés antioxydantes in vitro &
travers le test de DPPH et le pouvoir réducteur.

|- Matériel végétale

Le matériel végétale utilisé dans cette etude expérimentale est la partie
aérienne (feuilles et tige) d'une plante de la famille des Rutacée. Elle a été
récoltée le 11 Mars 2022, dans la région d'El Ach, Daira dEl
Hammadia, Wilaya de Bordj Bou Arreridj.

II- Analyse physicochimique

1Il-1. Teneur en eau.

1I-2. Humidité de la poudre et détermination du taux de cendre [4].
1-3. Teneur en matiére grasse et dosage des protéines [5].

1l-4. Dosage des glucides (Dubois, 1956) [6].

lll- Etude phytochimique
1lI-1.Extraction et dosage des composés phénoliques [7].

lll-2. Evaluation de I'activité antioxydante
11I-2-1. Activité scavenger du radical DPPH[8].
11I-2-2. Pouvoir réducteur[9].

détecté dans I'extrait méthanolique ( 34,773 + 1,01%), suivi de
l'extrait acétonique (32,565 t 0,24%), puis I'ethanol (32,346
0,27%). L'extrait aqueux a montré le rendement le plus bas
(21,984 0,12%).

Pplus élevée a été détectée dans l'extrait éthanolique ( 111,77 + 2,51 mg
EAG/g ES) et I'extrait acétonique (102,09 + 4,04 mg EAG/g ES), suivi par
I'extrait méthanolique (77,52 + 0,98 mg EAG/g ES), et I'extrait aqueux (58,76
+4,63mg EAG/g ES).

Ve Eibas Actone than Aqpess
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Figure 5. Activité scavenger des différents exraits & I'égard du
radical DPPH : I'extrait éthanolique semble etre le plus actif avec une
IC5, de 1,15 + 0,02 mg/ml, suivi de I'extrait acétonique et de I'extrait
méthanolique avec des valeurs de IC;, de 1,91 + 0,01 mg/ml, et 2,15
+ 0,05 mg/ml,respectivement. l'extrait aqueux a montré la plus faible
activité antiradicalaire (ICs, = 6,79 + 0,11 mg/mi) alors que la
vitamine C qui est utilisée comme antioxydant standard montre une

Figure 6. Povoir réducteur des différents extraits : I'extrait acétonique
semble etre le plus actif avec une ICs, de 7,12 + 0,116 mg/mi, suivi de
T'extrait éthanolique et de I'extrait méthanolique avec des valeurs de ICs,
de 7,48 + 0,037 mg/ml, et 7,67+0,03mg/ml, respectivement. I'extrait
aqueux a montré la plus faible activité antiradicalaire (ICsp = 11,19
0,055 mg/ml) alors que la vitamine C montre une trés forte activité
antiradicalaire avec une IC;, de 0,47 + 0,003 mg/m.

trés forte activité antiradicalaire avec une ICs, de 0,125 + 0,004
mg/ml.

Conclusio

Le présent travail concerne I'étude physicochimique, phytochimique, et I'activité antioxydante de
différents extraits méthanolique, éthanolique, acétonique et aqueux d'une plante de la famille
des Rutacées. Tous les extraits montrent une richesse en polyphénols et les résultats de I'activité
antioxydante montrent que les extraits exercent une bonne capacité de piégeage des radicaux
libres et un bon pouvoir réducteur.
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