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RESUME

Notre travail porte sur 1’étude de la phytochimie et des activités antioxydant et antimicrobienne de
Ruta chalepensis de quatre stations de la wilaya d’ Ain Témouchent.

Ruta chalepensis L. est une plante aromatique, appartenant a la famille des rutacées, appelée
communément par la population locale « Fidjel ». Elle est spontanée, largement répandue en Afrique du
nord, particulierement en Algérie.

La rue est une plante aromatique medicinale encore utilisée dans la médecine traditionnelle de
nombreux pays comme laxatif, anti-inflammatoire, analgésique, antispasmodique, abortif,
antiépileptique, emménagogue et pour le traitement de pathologies cutanées.

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de coumarines, flavonoides, d’alcaloides,
tanins et de stérols et triterpenes. Cette richesse est confirmé par des rendements comprises entre 5.7-
32.15%, 1-5.6% et 0.26-2.39 successivement pour les extraits bruts, des flavonoides et des alcaloides
qui sont extrait a partir des trois parties de la plante par des solvants appropriés (le méthanol absolue
pour I’extrait bruts, mélange alcool/eau a 70% et 1’acétate d’éthyle/eau : V/V pour I’extraction des
différents types de flavonoides mise en évidence, extraction par I’acide acétique/éthanol a 10% des
alcaloides puis leur précipitation par ’ammoniac).

Les extraits bruts, flavoniques et alcaloidiques ont montrés des pouvoirs moyens de réduction de Fer
et de piégeage de radical libre DPPH. Les IC50 sont comprises entre 1 et 12 mg/ml.

Les huiles essentielles de la parie aérienne de la plante, obtenues par hydrodistillation ont révélés des
rendements importants (avant floraison : 0.40-1.80, pendant floraison : 0.48-1.90) comparativement
parlant aux études réalisées sur la méme espéce dans d’autres pays.

Les huiles essentielles des quatre stations ont de bonnes activités antibactériennes. L’huile essentielle
de la station d’Ain Tolba est la plus active contre Pseudomonas sp (19 mm de diamétre d’inhibition).
Celle de la station de Sidi Safi est la plus active contre Staphylococcus sp et Candida albicans, et celle
de Beni Rhanane est plus active contre Bacillus sp et Escherichia sp (CMI de 15 et 125 pg/ml

successivement).

Mots clés : Ruta chalepensis, métabolites secondaires, huile essentielle, pouvoir antioxydant, FRAP,

piégeage du DPPH, activité antimicrobienne.



SUMMARY

Our work focuses on the study of phytochemicals, antioxidant and antimicrobial activities of

Ruta chalepensis from four stations in the wilaya of Ain Temouchent.

Ruta chalepensis L. is an aromatic plant belonging to the family of Rutaceae, commonly called by

locals “Fidjel”. It is spontaneous, largely spread in North Africa, especially Algeria.

The rue is a medicinal aromatic plant still used in traditional medicine in many countries as a
laxative, anti-inflammatory, analgesic, antispasmodic, abortifacient, antiepileptic, emmenagogue and for

the treatment of skin diseases.

The phytochemical screening revealed the presence of coumarins, flavonoids, alkaloids, tannins and

sterols and triterpenes.

The preparation of crude extracts, of flavonoids and alkaloids from the three parts of the plant by
specific solvents and the extraction of essential oil of the whole plant have revealed significant returns.

These extracts (crude extracts, flavonoids and alkaloids) have shown a medium powers to reduce
Iron and free radical scavenging (DPPH), which means the IC50 is between 1 and 12 mg / ml.
The essential oil of the four stations has a good antibacterial activity against several species including
Bacillus sp, Escherichia sp, Staphylococcus sp and even against Pseudomonas sp, especially the
essential oil of the station of Ain Tolba. The essential oil of Sidi Safi has the most activity against
Staphylococcus sp and Candida albicans and the Beni Rhanane’s one is the most active against

Bacillus sp and Escherichia sp.

Keywords: Ruta chalepensis, secondary metabolites, essential oil, antioxidant power, FRAP, free radical

scavenging DPPH, antimicrobial activity.
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INTRODUCTION



u travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base tel
Aque, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les plantes possédent
d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement de plusieurs maladies chez
les étres vivants et en particulier I’homme est trés ancienne et a toujours était faites de fagon empirique
(SVOBODA et SVOBODA, 2000).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes médicinales sont
souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont actuellement pour un bon
nombre reconnue et répertorié, et donc mises a profit, dans le cadre des médecines traditionnelles et
également dans la médecine allopathique moderne (BOURGAUD et al, 2001 ; KAR, 2007).

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végétaux représentent environ 25%
des médicaments prescrits. Soit un total de 120 composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes
différentes. En Afrique, prés de 6377 espéces de plantes sont utilisées, dont plus de 400 sont des plantes
médicinales qui contribues pour 90% du traitement médicales. Jusqu’en 2004, on a estimé que pres de
75% de la population africaine ont toujours recours aux plantes pour se soigner. De plus ce type de soin
est considéré souvent comme faisant partie de la médecine douce (KAR, 2007).

Notre plante Ruta chalepensis, (Fidjel) est connue pour sa richesse en produits du métabolisme
secondaire et particulierement en huiles essentielles et alcaloides (BABA AISSA, 1999). Aussi dans

notre étude, on se propose de :

Faire un screening phytochimique des métabolites secondaires existant dans les différentes

parties de la plante (fleurs, feuilles et tiges).

- Réaliser plusieurs extraits : extrait brut, flavonique, alcaloidique et huile essentielle, pour les
stations retenue dans notre étude, afin de pouvoir en faire des comparaisons.

- Etudier I’activité antioxydant, par deux méthodes, la réduction du Fer et le piégeage du radical

libre DPPH pour les extraits : brut, flavonique, alcaloidique;

- Etudier également le pouvoir antimicrobien de ses huiles essentielles.
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Introduction a la phytothérapie

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des plantes.
Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés curatives. A travers
les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et I’utilisation des plantes
médicinales. Si certains pratiques médicales paraissent étranges et relévent de la magie, d’autres au
contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant, toutes ont pour objectif de vaincre la
souffrance et d’améliorer la santé des hommes (SCHILLER et SCHILLER, 1994).

——

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de ces cent derniéres années, les
hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou
plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria.

——

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car l'efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections
graves) décroit.

——

La phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par l'organisme, est souvent
associee aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en Occident,
spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme l'asthme ou l'arthrite. De plus, les
effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des soins
moins agressifs pour I'organisme (ISERIN ; 2001).

*k*

L’exploitation des ressources naturelles, et notamment du monde végétal, est encore capitale a
I’heure actuelle. Elle est réalisée par :

Etude chimiotaxonomique qui consiste a rechercher des catégories de molécules dans les plantes en
fonction de leur appartenance botanique. Ainsi les Apocynaceae, les Rutaceae, les Rubiaceae
renferment souvent des alcaloides et c’est parmi ces familles que 1’on recherche d’abord les alcaloides.
Etude ethnopharmacologique qui consiste a recueillir des renseignements sur 1’utilisation des plantes
aupres des populations vivant encore prés de la nature en Amérique du Sud, dans les Tles du Pacifique,
en Afrique ou dans le Sud- Est Asiatique.

Etude pharmacologique est caractérisée par 1’observation du comportement des plantes dans leur
environnement naturel. Les interactions plantes-plantes (allélopathie), plantes-microorganismes,

plantes-insectes, plantes-animaux sont associees a des signaux chimiques (BARNES et al, 2007).



I. Description de plante

1. Rutaceae (famille de la rue ou des agrumes) :
Geénéralement arbres ou arbustes, parfois a épines ou aiguillons ; & composés amers triterpeniques, a
alcaloides, et composés phénoliques ; a lacunes sécrétrices disséminées (points translucides) contenant
des huiles essentielles aromatiques (WIART, 2006).
Genres/espéces : 150/1500.
Principaux genres: Zanthoxylum (200 spp), Agathosma (180 spp), Ruta (60 spp).

Intérét économique : plusieurs espéces de Citrus sont appréciées pour leurs fruits comestibles. Ruta,

Zanthoxylum, Citrus et Casimiroa, ont des usages médicaux. Les résines caractéristiques des Rutacées
sont inflammables d’ou 1’utilisation du bois comme carburant ou en torches (JUDD et al ; 2002).

2.  Ruta (rue) :

Ruta vient du grec « rhyté » qui signifie sauvé, prévenir, ou de « red » qui signifie qui coule faisant
certainement référence a ses vertus emmenagogues (DOERPER, 2008).

Ce genre comprend 8 espéces d’arbustes, de sous-arbrisseaux et de vivaces herbacées a souche ligneuse,
caducs ou persistants, vivants dans les lieux secs et rocailleux, de la région méditerranéenne, et du nord-
est de I’Afrique jusqu’au sud-ouest de 1’Asie. Les fleurs et le feuillage aromatiques, sont le principal
attrait des rues. Les feuilles sont alternes, parfois opposées, ovales, larges, arrondies et pennatiséquées
ou pennées. Les fleurs, jaunes, fimbriées ou dentées, a quatre ou cinqg pétales, s’épanouissent en cymes
terminales (MIOULANE, 2004).

Le feuillage a parfois un usage médicinal. Ne consommer aucune partie de la rue, la plante entiere étant
toxique. Eviter de toucher le feuillage, sous peine de provoquer une réaction cutanée, se traduisant par
des taches brunes (indolores) qui foncent au soleil (DODT, 1996).

- Rusticité : variable selon les especes (MIOULANE, 2004).

- Culture : en plein soleil ou a I’ombre particlle, de méme au sec, dans un sol assez riche, de
préférence trés bien drainé, mais la rue accepte bien les terres argileuses, fortes. La
multiplication se fait par semi ou bouturage (DOERPER, 2008).

- Ennemis et maladies : pourriture des racines (Phytophthora) (MIOULANE, 2004).

- Appellations en différents langues :

En francais : rue ;

En allemand : raute ;

En italien : ruta;

En anglais : rue (BONNIER, 1999).

En espagnol : ruda (DUKE et al, 2008).



Les especes de Ruta les plus connues sont trés proches en forme, composition et en propriétés
pharmacologiques :

o Ruta chalepensis (décrite si dessous).

o Ruta montana : c¢’est la rue des montagnes (synonymes : Ruta legitima Jacq. ; Ruta tenuifolia
Gouan) ou bonne rue (BONNIER, 1999), appelée vulgairement en Algérie : fidjlet el-djbel
() Asé) ou Fidjela (dx28), a une odeur fétide trés intense, se trouve sur les coteaux arides et
dans les endroits secs et pierreux de la région méditerranéenne (BABA AISSA, 1999).

e  Ruta graveolens : [graveolens vient du latin « gravis » qui signifie fort et du verbe « olere »
qui veut dire sentir, donc odeur forte et désagréable (DOERPER, 2008)]. Appelée aussi rue-
officinale, rue-puante, rue fétide, rue des jardins, Herbe a la belle-fille, Rue des murailles
(BONNIER, 1999) et également péganion (LE MOINE, 2001), cette espece est appelée
vulgairement Fidjen ¢a (ABDULBASSET et ABDE TAWAB, 2008).

3. _Ruta chalepensis : (dans le reste du document le mot rue représente Ruta chalepensis)

La rue d’Alep, plante herbacée a tige ligneuse a la base, pouvant atteindre 1 m (BABA AISSA, 1999).
Les feuilles de 6 a 12 cm de long, sont aromatiques, ovales, larges, pennatiséquées, bleu-vert, elles
présentent de nombreux lobes oblongs, lancéolés ou aborales. En été, s’épanouissent des fleurs de 1 a 2
cm de diameétre, en coupe, de couleur jaune fonceé, portant quatre ou cing pétales frangés de longs poils.
Elles sont réunies en cymes laches (MIOULANE, 2004).

C’est une espece méditerranéenne, relativement commune dans toute 1’Algérie septentrionale (BABA
AISSA, 1999), au nord-est de 1’ Afrique, sud de I’Europe et le sud-ouest de I’ Asie (MIOULANE, 2004).
Appelée aussi: Ruta angustifolia / Ruta graveolens var. angustifolia (DUKE et al, 2008).

La rue est citée sous le terme de </« sadzab par ABDULBASSET et ABDE TAWAB, 2008, elle est
aussi dite en berbére: (~.9/aouermi, Issel, Issin (BABA AISSA, 1999). Autres noms sont indiqués par
DUKE et al en 2008: Al Shathap (</4</), Bou Ghans, en grec : Pigam, zent.



4. _Systématique: (WIART, 2006; BONNIER, 1999; TAKHTAJAN, 2009)

Regne : Plantae

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

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)

Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espece : chalepensis
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Figure n°1: Ruta chalepensis (DUKE et al, 2008).



5. Usage et toxicité :

Plante ornementale des jardins, la rue est considérée comme mellifére et sa présence éloigne les viperes.
Elle repousse les insectes (LE MOINE, 2001) et est utilisée contre la gale et les parasites de la tete
(BONNIER, 1999).

Les parfumeurs utilisent son huile essentielle comme ardme. Dans le langage des fleurs, la rue est le
symbole de la grace (LE MOINE, 2001).

On récolte les feuilles toute I’année et les fleurs a la fin de 1’été. Les feuilles fraiches, quoique trés
ameres, sont comestibles, on les utilise dans des sauces et pour aromatiser le gibier ou le fromage blanc,
mais en petite quantité ; c’est un condiment prisé des Anglo-Saxons. Elle entre dans la préparation d’un
beurre aux herbes. Elle aromatise aussi certaines boissons alcoolisées. Consommées fraiches de
préférences, les tiges feuillues de conservent par séchage. On fabrique avec cette plante le « vinaigre de
rue » et I’ « huile de rue » en la faisant infuser dans du vinaigre ou dans 1’huile (BILDERBACK, 2007).
Cultivée en Europe centrale depuis le X*™ siécle, elle servit de contre poison. Les Grecs considérent
qu’elle améliorait la vue (LE MOINE, 2001 ; BALCH et STENGLER, 2004) en utilisant 1’essence
extraite de la plante fraiche (SCHAUENBERG et PARIS, 1977). C’est une plante importante dans
I’Islam, et tres utilisée dans « le cure par le Coran» pour débarrasser le corps de I’influence du gin. C’est
une plante & manier avec précaution car son huile essentielle est toxique. Elle contient des alcaloides, de
flavonoides, de la vitamine C et des furo-coumarines. C’était autrefois une plante emménagogue et
abortive (LE MOINE, 2001) en effet la rue exerce une action excito-motrice nette sur 1’utérus (MERAD
CHIALI, 1973). Sa s¢ve irrite les peaux sensibles. On I’emploie pour les problémes oculaires et en
gargarisme pour les maux de gorge. Les feuilles soignent les phlébites et les varices. Son utilisation est
déconseillée pour les femmes enceintes (LE MOINE, 2001).

L’essence est stupéfiante : c’est elle qui détermine une légere phase d’excitation puis rapidement
ivresse lourde avec obtusion sensitivo-sensorielle, tristesse et somnolence. A trés fortes doses ¢’est un
véritable toxique. Le principe toxique est la méthylnonylcétone (MERAD CHIALI, 1973).

Plusieurs espéces de Ruta sont sources de diverses classes de produits naturels avec des activités :
antifongiques, phytotoxique et antivénéneux (OLIVA et al, 2003).

Autres activités citées par (DUKE et al, 2008 ; GUTIERREZ-PAJARES et al, 2003 ; KONG et al,
1989 ; CHIU et FUNG, 1997 ; FOSTER et TYLER, 1999): Abortif ; Analgésique; Anti fertilité; Anti-
inflammatoire; Antiseptique (contre : Bacillus, Candida, Escherichia, Microsporium, Pseudomonas,
Staphylococcus) ; Antispasmodique ; Aphrodisiaque; Arachnifuge; Bactéricide; Candidicide;
Cardiotonique; Decongestant; Digestive; Emétique; Embryotoxique; Emménagogue; Fébrifuge;
Immunomodulateur; Insectifuge; Molluscicide; Sédative; Stomachique; Sudorifique; Vermifuge;
Vulnéraire ; antipyrétique, antiparasitaire, antihelminthique ; ’extraits aqueux de la rue a une activité

hypotensive par un effet direct sur le systeme cardiovasculaire.



> Utilisation populaire_en Algérie : La rue est tres utilisée a des fins diverses : Fébrifuge,

antivenimeux local, contre les nausées et les vomissements, dans les constipations, dans le
paludisme, pour soigner les anémies (MERAD CHIALI, 1973), le rhumatisme, contre les
douleurs gastriques, les vers intestinaux (BABA AISSA, 1999), dans les accouchements
difficiles, les maux des yeux et des oreilles, dans I’asthme, les névroses (MERAD CHIALI,
1973).
6. _Composition chimique :
+ Alcaloides (0.4- 1.4%): (FOSTER et TYLER, 1999)
Furoquinoline alcaloides: skimmianine, gamma-fagarine, dictamnine, kokusaginine, pteleine
Acridine alkaloids: arborinine- 2-arylquinoline, rutacridone, Gravacridiol (WATERMAN, 1975),
chaloridone [4,5-dioxymethylene-11-methylfuro (2,3-c) acridin-6 (11H)-on] (ULUBELEN et TEREM,
1988).

Quinazoline alcaloides : comme 1’arborine

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

- Alcaloides des Rutacées :

Précurseur Produit
Tyrosine/Phenylalanine » 1-Benzyltetrahydroisoquinolines
Amines/Amides

Oxazoles

» 2-Aryl-quinazolines

» 2-Aryl-quinolines/ones
» Carbazoles

Acide anthranilique —— 2-quinolones — Furoquinolines

Furoquinolones
Pyranoguinolones linéaire
Pyranoquinolones angulaire
Acridones
2-Allyl-quinolines/ones

Carbazoles
B-Indolo-quinazolines

v
Tryptophane Canthinones
Histidine Imidazoles

Figure n° 2: Classification biogénétique des alcaloides des Rutacées (WATERMAN, 1975).
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+ Huile volatile (0.2-0.4%): (FLEMING et al, 2000)

Le rendement en huile essentielle et le composé majoritaire différent selon le lieu de récolte mais

généralement les composés les plus rencontrés sont le 2-nonanone et le 2-undecanone (MEJRI et al,
2010, MERGHACHE et al, 2009).



+ Flavonoides:
Le composant majoritaire est la rutine (2-5%) (FLEMING et al, 2000): Touts les parties de la plante
renferment un glucoside, la rutine, (BONNIER, 1999) ou rutoside qui est la vitamine P
(SCHAUENBERG et PARIS, 1977 ; DEWICK, 2002) isomére de la quercitrine, identique a un
glucoside qu’on trouve dans le Caprier (BONNIER, 1999).

OH O

Figure n°3 : la rutine (DEWICK, 2002).
+ Coumarines : (MILESI et al, 2001)

Hydroxy-coumarines: umbelliferone, herniarin, gravelliferon, rutacultin

Furo-coumarines: bergapten, psoralen, xanthotoxin, chalepensin, isopimpinellin, isoimperatorin, rutarin,

rutaretine

Pyrano-coumarines: parmi eu: xanthyletine.

+ Lignans : savinine, helioxanthine (FLEMING et al, 2000).



1. Métabolites secondaires:

1. Définition et fonction :
Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans I’adaptation de la

plante & son environnement ainsi que la régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-
animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes, comme agents allélopathiques ou pour
attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination des fruits (JUDD et al ; 2002).

En général, les termes, métabolites secondaires, xénobiotiques, facteurs antinutritionnels, sont utilisés
pour déterminés ce groupe, il existe plus de 200.000 composés connus qui ont des effets
antinutritionnels et toxiques chez les mammiferes. Comme ces composés ont des effets toxiques, leur
incorporation dans I’alimentation humaine peut €tre utile pour la prévention contre plusieurs maladies
(cancer, maladies circulatoires, les infections viral...), car la différence entre toxicité et effet bénéfique
est généralement soit dose ou structure- dépendant (MAKKAR, SIDDHURAJU et BECKER, 2007).

2. Classification des métabolites secondaires :

2.1. Les composés phénoligues :
Les composes phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques tres variées,

d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un monohydroxybenzene. Les composes
phénoliques sont fort répandus dans le regne végétal ; on les rencontre dans les racines, les feuilles, les
fruits et I’écorce. La couleur et I’arome, ou 1’astringence des plantes dépendent de la concentration et
des transformations des phénols. Ces composés représentent 2 a 3% de la matiére organique des plantes
et dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage. Dans la nature, ces composés sont généralement
dans un état lié sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent également sous
forme de polymeres naturels (tanins).

Le groupe le plus vaste et plus réepandu des phénols est celui des flavonoides (WALTON et BROWN,

1999). Plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies selon le squelette de base (tableau

n°1).
Tableau n° 1: les différentes classes des composés phénoliques (DAAYF et LATTANZIO, 2008).
Squelette carbonée Classes de composés phénoliques
Cs Phénols simples et benzoquinones
Ce-Cy Acides phénoliques
Ce-Cs Acétophénones et les acides phenylacétiques
Ce-Cs Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropénes, chromons
Ce-C4 Naphthoquinones
Cs-C1-Cs Xanthones
C6-C,-Cs Stilbénes et anthraquinones
Ces-C3-Cq Flavonoides et isoflavonoides
(Ce-C1)2 Tannins hydrolysables
(Cs-Ca)2 Lignanes et néolignanes
(Ce-C3-Cop)2 Biflavonoides
(Ce-C3)n Lignines
(Ce)n Catéchols
(Cg-C3-Cs) 1 Tannins condensés




2.2. Les isoprénoides : (Stéroides et Terpénoides) :
Les terpenoides sont des métabolites secondaires synthétises par les plantes, organismes marins, les

champignons et méme les animaux, ils résultent de I’enchainement de plusieurs unités isoprénique
(BHAT, NAGASAMPIGI et SIVAKUMAR, 2005). lIs ont deux voies de biosynthese : celle de I’acide

mévalonique et du desoxyxylulose phosphate.

DXP pathway

Pyruvate

+
Glycaraldehyda 3-phosphate

|

Decxyxylulose phosphate

A\

MMV A pathway
3 x Acetyl-Cob

Y

Mevalonate

N\

Isoprene (Cs) <=—— DMAPP ———— IPP oI |PP —=—=— OMAPP

Y

Monoterpenes (Cyy)  —-.— GPP

l FPP — Sesquiterpenas (C;z)
Diterpenes (Czy) --— Gopp l
l Squalene —=  Triterpenes (Cyp)

Tetraterpenes (Cap) -—— Phytoene Steroids (Cag)

Flastid Cytosol

Figure n° 4: Biosynthése des terpenes. DMAPP : dimethylallyl diphosphate ; DXP : desoxyxylulose
phosphate ; FPP: farnesyl diphosphate; GGPP : geranygeranyl diphosphate; GPP: geranyl
diphosphate ; IPP : isopentenyl diphosphate ; MVA : mevalonate (OSBOURN et LANZOTTI, 2009).

2.3. Les composés azotés (dérivés des acides aminés) : Alcaloides

Les alcaloides sont les composés azotés les plus connus. IlIs ont une distribution restreinte car ils sont
rencontrés chez 20% des angiospermes seulement. En plus des alcaloides, on trouve dans ce groupe :
les acides aminés non protéiques, les glycosides cyanogéniques et les glucosinolates (WALTON et
BROWN, 1999).

Peptides

T

Acides aminés non protéiques

Acides aminés proteiques Amines
l Glycosides cyanogéniques
Alcaloides Aldoximes

Glucosinolates

Figure n° 5: Biosynthése des composés azotés (WALTON et BROWN, 1999).
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3. Biosynthése des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires résultent généralement de trois voies de biosynthése : la voie de shikimate,
la voie de mevalonate et du pyruvate (VERPOORTE et ALFERMANN, 2000).

Lighin _
_ 7 p- Aminobenzoate —— —p=Folate precursors  Flavonoids
Voie de -, .7

shikimate = = = = Chorismate —-Prephenate —— - LPhenylalanine === Ciniamate

| -
/ : \ & L Tyrosine == Belalains :
Amfll‘;ﬂnllﬂe "l-'. "1 :

Isochorismate v | “::L"m isoquincline |
' p- Hydroxybenzoate : s alkaloids Y
Ji A} 4 Indole acetic acid Coumarins
I \ e
PO \ L-Tryptophan 27
/ * y I "\ "™ |ndole alkylamines
¥ Phyloguinones Ubiquinones i h B-Carbolines
Anthraquinones \ + .
\ Indole alkalcids
\ Tocopherols : +
k * Piasto- i I
\ | quinones | H
\ 4 | Monoterpenes
\ : \ :
Carotencids <& — Phytene . _ \ "‘\ i 4 ! . Voie de
Diterpenes === GGPP -, O : / : DMAPP  _»* mevalonate
S/ I ¢ ‘o"
‘ _FPP <— GPP <—
Saponines wy_ s e w
~ Y
Phytosterois -q--;",sﬂ“ﬂ'm - "’ “~, Voiede
Triter x Sesquiterpenes pyruvate
Figure n° 6: Biosynthése des métabolites secondaires (VERPOORTE et ALFERMANN, 2000 ; WINK,
2010).

4. Les flavonoides :
4.1. Définition, Classification et biosynthese :
Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le regne

végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (RICE-EVANS et PACKER, 1998).

Ce groupe de composes est défini par une structure générale en C15, caractérisée par un
enchainement de deux noyaux aromatiques A et B liés une unité de trois carbones Ar (A)-C3-Ar (B)
(WALSH, 2003), les différents classes sont déterminées par le degré d’oxydation de I’unité de liaison
(Cs3), tandis que, les composés de la méme classe sont déterminés par le point d’hydroxylation, ou
d’autre substitution, du noyau A ou B. Ils sont généralement soluble dans 1’eau (VERPOORTE et
ALFERMANN, 2000) et stocker dans des vacuoles ainsi que dans les chloroplastes (BRUNETON,
1987). Dans la nature, les flavonoides sont généralement glycosylés, ces sucres ainsi que les groupes
hydroxyles augmentent leur solubilité dans 1’eau, d’autres substitutions tels les methyls et isopentyls,
rendent les flavonoides lipophiles (CROZIER, CLIFFORD et ASHIHARA, 2006).
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Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune. Les flavonoides comprennent les
flavonoides au sens strict (flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols,
flavylium, chalcones, aurones) et les isoflavonoides (CSEKE, KIRAKOSY AN et al, 2006).

"

, ol 1“ B | . o “ B ‘ . 2
TF 7 TaTer (a0 o d»)
R oy N
8] O
E=H. flavone R=H, flavanone chalcone
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Figure n°7: Structure des différentes classes des flavonoides (MARTINEZ et al, 2005).

Les flavonoides dérivent d'une structure 1,3-diphénylpropane.

L'enchainement propanique est le plus souvent sous forme d'hétérocycle pyranique, a l'exception de
deux groupes : les chalcones et les aurones (VERPOORTE et ALFERMANN, 2000).

Au plan biosynthétique, 1’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation de trois
molécules de malonyl- CoA avec un ester du coenzyme A et d’un acide hydroxycinnamique, en régle
générale le 4- coumaroyl-CoA, pour obtenir la 4, 2, 4°, 6’-tetrahydroxychalcone (réaction catalysée par
la chalcone synthase). Dans les conditions physiologiques normales, cette chalcone tend a s’isomériser
en flavanone sous ’action de la chalcone isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle
conduisant a la seule (2S)-flavanone. Cette chalcone peut également se cycliser en aurone. Il est le
précurseur de toutes les classes de flavonoides.

De la voie de I’acide

shikimique via phenylalanine
De la voie de malonate

Le pont carboné

Figure n°8: L’origine biosynthétique du squelette flavonique (CROZIER, CLIFFORD et ASHIHARA,
2006).
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Figure n° 9: Biosynthése des flavonoides.

CS : chalcone synthase ; CI : chalcone isomérase ; F3H : Flavanone 3-hydroxylase ; IFS :

isoflavone synthase ; DRF : dihydroflavonol reductase ; FS : flavonol synthase ; AS :

anthocyanin synthase. R=-H, -OH ou -OCHs et OG= -O-sucre (PORTET, 2007 ; GROTEWOLD, 2006).
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4.2. Propriétés pharmacologigues des flavonoides :

L’activité la plus remarquable c’est qu’ils sont thermodynamiquement capables de réduire les
radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, 1’alkoxyle et I’hydroxyle par
transfert d’hydrogene (VAN ACKER et al, 1996) ou par la chélation des ions métalliques
impliqués dans la production des especes oxygénées réactives. Autres études aussi ont montré
que les flavonoides sont des bons inhibiteurs d’enzymes responsables de la production des
radicaux libres comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase et la lipooxygénase (DI CARLO
et al, 1999).

L’effet antiallergique des flavonoides sur la production de I’histamine, par I’inhibition des
enzymes (I’ AMP cyclique phosphodiesterase et ATPase Calcium-dépendante) responsables de la
libération de I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles.

Des études ont montré que certains flavonoides comme : quercétine, myricétine, 1’apigénine et la
chrysine ont des effets anti-inflammatoires par 1’action inhibitrice des enzymes responsables du
métabolisme de 1’acide arachidonique.

D’autres flavonoides : rutine et kaempférol ont montré une action inhibitrice sur le PAF (Platelet
Activating Factor), agent ulcérogene potentiel, et ainsi la réduction des dommages gastro-
intestinaux.

Effets anticancéreux par différents modes : I’inactivation du t-PA (tissue-type plasminogen
activator) en lui greffant la laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle
important durant la mort cellulaire. Le blocage de certaines phases du cycle cellulaire ou des
sites récepteurs des hormones, la stabilisation du collagéne, 1’altération de I’expression des
genes.

Les flavonoides préviennent le diabéte en inhibant I’aldose réductase.

La réduction du risque des maladies cardiovasculaires en entravant 1’athérosclérose.

On attribue aux flavonoides d’autres propriétés: veinotonique, anti tumorale, analgésique,

antispasmodique, antibactérienne, hépato-protectrice, etc. (TRINGALI, 2001).
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5. Les Alcaloides :

Les alcaloides représentent un groupe de métabolites secondaires tres diversifiés retrouvés chez les

organismes vivants, ils ont un large rang de types structuraux, de voies de biosynthese et d’activités
pharmacologiques.

En 1803, DEROSNE a isolé le premier alcaloide semi-pur du latex sec de I’opium (Papaver
somniferum), une drogue utilisée depuis des siecles pour des propriétés analgésiques et narcotiques. En
1805, SERTURNER a caractérisé cet alcaloide et la nommée morphine, et puis, entre 1817 et 1820
plusieurs alcaloides comme la strychnine, brucine, et quinine ont été isolés sous forme cristalline au
laboratoire de PELLETIER et CAVENTOU en France (WALTON et BROWN, 1999).

5.1. Définition, Classification et distribution des alcaloides :

- Selon PELLETIER en 1983, les alcaloides sont des composés cycliques contenant un ou
plusieurs atomes dazote (ROBERTS et WINK, 1998), typiquement comme les amines
primaires, secondaires, ou tertiaires et cela confére la basicité a l'alcaloide, en facilitant leur
isolement et purification comme sels solubles dans I'eau formés en présence des acides
minéraux. Pourtant, le degré de basicité varie beaucoup, selon la structure de la molécule
d'alcaloide et la présence et I'endroit des autres groupes fonctionnels ;

- Cette définition inclue les alcaloides avec un azote inclue dans I’hétérocycle et aussi les
alcaloides avec un nitrogéne extra cycliqgue comme la colchicine, les alcaloides peuvent étre de
nature terpénique, stéroidique ou aromatique ;

- Lactivité biologique de beaucoup d'alcaloides dépend souvent de la fonction amine étant
transformée en systeme quaternaire par ionisation aux pHs physiologiques (DEWICK, 2002).
Alors quatre groupes de composés azotés sont définis :

' Amines secondaires ou tertiaires qui sont hydrophiles & pH<7.0 ou plus généralement
lipophiles a pH>8.0, se sont les alcaloides classiques.

W Amines quaternaires, sont trés polaires et chargés a n’importe quel pH, et sont isolés
sous forme de sels, ex : berberine et sanguinarine.

1w Composés aminés neutres, incluent les amides-type alcaloides comme la colchicine,
capsaicine et la majorité des lactames comme la ricinine.

[ N-oxides, sont généralement trés soluble dans I’cau, retrouvés dans plusieurs classes
d’alcaloides, tel le groupe des pyrrolizidines.

- Depuis leur découverte et jusqu’a maintenant plus de 10.000 alcaloides ont été isolés ou détectés
chez les plantes, les champignons et méme les animaux, pour cela et a cause de la grande
diversitée de ce groupe de métabolites, leur classification est basée sur plusieurs criteres :
I’origine  biologique, la voie de biosynthese, la structure et les propriétés

spectroscopiques/spectrométriques (chromophores dans la spectroscopie UV) (HESSE, 2002).
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- La classification la plus adaptée est basée sur 1’origine biogénétique, par exemple, les indoles
dérivent du tryptophane, sous le méme groupe on peut trouver les indoles non terpéniques et
terpéniques (irridoides). Le groupe est aprés divisé en plusieurs sous groupes dépendant ainsi sur
le mode de cyclisation de la partie non glucidique de 1’alcaloide.

- Les alcaloides ne sont pas tous dérivés des acides aminés, et ainsi quatre groupes sont reconnus :

1. Les alcaloides dérivés des acides aminés comme 1’ornithine/arginine, lysine, histidine,
phenylalanine/tyrosine, tryptophane, 1’acide anthranilique ou nicotinique ;
2. Alcaloides purines, comme la xanthine cafféine ;
3. Terpénes aminés, ex : diterpene aconitine ou triterpene solanine ;
4. Alcaloides poly-cétoniques ou 1’azote est inclus dans le squelette poly-cétonique comme
la coniine et la coccinelline.
Remargue : Les deux derniers groupes sont rencontrés méme chez les insectes et les organismes
marins.

- Avant quelques années, la majeure source des alcaloides était les plantes a fleurs, les
angiospermes, ou 20% des espéces y contiennent (WALTON et BROWN, 1999). Actuellement,
plusieurs alcaloides proviennent des animaux, insectes, organismes marins, microorganismes et
les plantes inférieures, ex: muscopyridine de cerf porte musk, bufotaline du crapaud
(amphibien), les Arthropodes sont aussi une bonne source des alcaloides qui jouent un réle de
phéromone, ex : phéromone de trace, methyl-4-methylpyrrole-2-carboxylase, d’Atta.sp (espéce
de fourmi), les microorganismes y contiennent aussi : les alcaloides d’Aspergillus, pyocyanine
de Pseudomonas aeruginosa, chanoclavine-I de la moisissure de 1’ergot (Claviceps purpurea)
(ROBERTS et WINK, 1998).

5.2. Activités pharmacologiques :

Les alcaloides exercent généralement leurs activités pharmacologiques sur les mammiféres comme
I’Homme. Jusqu’a aujourd’hui, plusieurs médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, ils affectent
chez I’étre humain le systéme nerveux, particulierement les transmetteurs chimiques tels 1’acetylcholine,
epinephrine, norepinephrine, acide y-aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine.
Les alcaloides jouent plusieurs activités pharmacologiques :

Analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine, scopolamine, galanthamine), anti-malaria
(quinine), anti-hypertensive (reserpine), antitussive (codeine), dépressant cardiaque, stimulant centrale
(caffeine), diurétique, anesthésiant local (cocaine), narcotique (morphine), anti-tumeur,
sympathomimétique (ephedrine), ect... (BHAT, NAGASAMPAGI et SIVAKUMAR, 2005).

Plusieurs alcaloides servent de model pour la synthese d’analogues avec des propriétés meilleures.
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5.3. Biosynthése des alcaloides :
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Figure n°10: Schéma général de synthése d’alcaloides (ANISZEWSKI, 2007 ; WINK, 2010).
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6. Les huiles essentielles :

6.1. Introduction a I’aromathérapie :

L’aromathérapie (étym : lat « aroma », grec « arbma » = aréme; grec therapeia = soin, cure) est
I'utilisation médicale des extraits aromatiques de plantes (essences et huiles essentielles). Cela la
différencie de la phytothérapie qui fait usage de I'ensemble des éléments d'une plante (BELAICHE;
1979).

Le terme «aromathérapie» a été formulé en1928, par René Maurice GATTEFOSSE, batisseur de la

recherche scientifique sur les huiles essentielles, commenca ses recherches sur le pouvoir de guérison
des huiles essentielles apres avoir briilé sa main dans son laboratoire et I’avoir immergée dans I’huile de
lavande. Il a été impressionné de la rapidité de guérison de sa bralure (PITMAN, 2004). A partir des
annees 1970, quelques avanceées scientifiques et thérapeutiques sur les huiles essentielles, démontrees
par des chercheurs et des médecins (tels que VALNET, BELAICHE, DURAFFOURD, SEVELINGE,
PELLECUER, PENOEL, FRANCHOMME, MAILHEBIAU, etc.), ont permis a I’aromathérapie de se
positionner en tant que médecine de I’avenir et de sortir de son image d’utilisation issue de la tradition.
Les chercheurs ont voulu lui donner une valeur scientifique en étudiant la composition des huiles
essentielles et en attribuant aux molécules qu’elles contiennent des propriétés thérapeutiques (ZHIRI ;
2006).

L’aromathérapie consiste donc en [’utilisation des huiles essentielles pour prévenir ou traiter les
maladies et améliorer la santé et le bien-étre. C’est une thérapeutique naturelle d’une remarquable
efficacité, qui repose sur la relation existant entre les principes actifs contenus dans les huiles
essentielles et les propriétés thérapeutiques qui en découlent (WILSON; 2002).

L’aromathérapie scientifique est une science qui utilise les méthodes et les techniques scientifiques du
laboratoire pour mettre en évidence la relation entre la structure chimique des molécules actives des
huiles essentielles et leurs activités biologiques (ZHIRI ; 2006).

On appelle « plantes aromatiques » les plantes capables de synthétiser une essence. Parmi les
800.000 especes végétales, seules environ 10% possedent cette faculté. Selon les espéces, les organes
sécréteurs d’essence peuvent se trouver dans les sommités fleuries, les graines, les fruits, les feuilles, les

rhizomes, les racines, le bois, I’écorce ou encore 1’oléorésine (CHASSAING; 2006).
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6.2. Qu’est-ce gu’une huile essentielle ?

Selon sa profession, chacun répondra a la question d’une maniére différente. Une huile essentielle
peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un ardbme pour un parfumeur ou encore la
quintessence ou 1’esprit d’un végétal pour un alchimiste (MORO BURONZA, 2008).

En réalité, une huile essentielle est I’ensemble de tout cela, car il s’agit d’un produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale botaniquement
définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse
par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (CLARKE,
2008).

Selon la monographie de la Pharmacopée européenne, la matiere premiere végétale peut étre
fraiche, flétrie, séche, entiére, a I’exception des fruits du genre Citrus qui sont toujours traités a 1’état
frais.

Les huiles essentielles peuvent subir un traitement ultérieur approprié. Elles peuvent étre
commercialement dénommées comme étant déterpénée, désesquiterpénée, rectifiée ou privée de « x ».

v' Une huile essentielle déterpénée est une huile essentielle privée, partiellement ou totalement,

des hydrocarbures monoterpéniques.

v' Une huile essentielle déterpénée et désesquiterpénée est une huile essentielle privée,

partiellement ou totalement, des hydrocarbures mono- et sesquiterpéniques.

v Une huile essentielle rectifiée est une huile essentielle qui a subi une distillation fractionnée dans

le but de supprimer certains constituants ou d’en modifier la teneur.

v"Une huile essentielle privée de « x » est une huile essentielle qui a subi une séparation partielle

ou compléte d’un ou plusieurs constituants (AFSSAPS ; 2008).

Pour étre de qualité optimale, une huile essentielle doit étre 100% naturelle (c'est-a-dire non
dénaturée par des molécules de synthése chimique), 100% pure (c'est-a-dire non mélangée avec d’autres
huiles essentielles ayant des caractéristiques proches) et 100% intégrale (c’est-a-dire que le distillateur
aura recueilli la totalité des molécules contenues dans la matiére végeétale distillée). La détermination du
chémotype permet de le garantir (CHASSAING; 2006).

Une huile essentielle contient souvent de 50 a 100 molécules différentes et peut a I’extréme en
comprendre jusqu’a 300 travaillant en synergie pour donner a I’huile essentielle ses propriétés
(LAHLOU, 2004). Sa composition biochimique n’est par ailleurs jamais rigoureusement identique. Il
est impossible de reproduire en laboratoire cette complexité présente a 1’état naturel. C’est ce qui
explique notamment la grande efficacité des huiles essentielles dans le cadre de la lutte contre les
bactéries, les champignons ou les virus (CHASSAING; 2006).

Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les

différencie des huiles dites fixes. Elles sont plus ou moins colorées et leur densité est en général
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inférieure a celle de 1’eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumicre
polarisée. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels, entrainables a la
vapeur d’eau, treés peu solubles dans 1’eau. Elles sont composées de molécules a squelette carboné, le
nombre d’atomes de carbone étant compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) (AFSSAPS ; 2008).
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants variés en concentration variable
dans des limites définies. Ces constituants appartiennent principalement mais pas exclusivement a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les substances
biosynthétisées a partir de ’acide shikimique (donnant naissance aux dérivés du phénylpropane)
(PENOEL, 2002).

Les seules plantes aromatiques dont on peut extraire directement 1’essence sont les agrumes (oranges,
citrons, pamplemousses, mandarines ...). Cette extraction s’effectue par expression a froid des zestes
frais. On parle dans ce cas d’essence d’orange, d’essence de citron, etc. Pour les autres plantes
aromatiques, 1’extraction s’opére par distillation a la vapeur d’eau des organes sécréteurs. On parle dans
ce cas d’ « huiles essentielles » (CHASSAING; 2006).

6.3. Comment utiliser les huiles essentielles ?

Les huiles essentielles peuvent réagir avec le corps via trois voies, quand vous ouvrez un flacon d’huile
essentielle la premiere sens affecté c’est 1’odorat ce qui excite 1’appareil olfactif qui est directement lié
au cerveau, donne a ces composeés volatiles leur effet de soulager le corps.

Quand vous inhalez les huiles essentielles, ils entrent aussi a travers la voie respiratoire, dans les
poumons quelques molécules peuvent réagir avec 1’oxygene et ainsi pouvant gagner la circulation
sanguine puis les cellules. La troisiéme voie ou les huiles essentielles peuvent étre absorbé c’est la peau,
les minuscules molécules pénétrent via les pores des glandes sébacées, passent ainsi dans le fluide
intercellulaire puis la circulation sanguine (en ce cas, elles sont appliquées sur une base d'huile végétale
comme la noisette, amande, etc., a cause de leur effet irritant).

A travers ces capacités de pénétration, les huiles essentielles peuvent aider le corps a améliorer ses
moyens de défense contre les agents stressants.

L’administration orale ou rectale, doit étre suivie par un phytothérapeute ou un aromathérapeute, a cause
de la complexité constitutive et la puissance de ces formes volatiles d’une plante (WILSON, 2002 ;
WORWOOD, 1995 ; SNYDER et LINDQUIST, 2010 ; SCIMECA, 2006).
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6.4. Les méthodes d’extraction :

6.4.1. _L’hydrodistillation
Cette méthode est réalisée en 2 étapes :

= La partie de la plante contenant la molécule a extraire est placée dans un ballon avec de I’eau et
quelques morceaux de pierre ponce pour assurer le brassage de la solution. En chauffant, I’eau
s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques. En passant dans un réfrigérant, 1’eau
se condense et tombe dans un erlenmeyer ou il est possible de distinguer 2 phases bien distinctes
: ’huile essentielle et, dessous, I’eau aromatique (ou hydrolat) chargée d’espéces volatiles
contenues dans la plante et ayant une densité plus élevée ;

= On récupere les 2 phases huile essentielle / eau aromatique, chargée d’espéces volatiles, dans
une ampoule a décanter. Aprés avoir laissé reposer le contenu quelques secondes, il est possible
d’¢liminer totalement I’eau aromatique. Il ne reste alors plus que I’huile essentielle dans

I’ampoule a décanter (LUCCHESI, 2005 ; MORO BURONZO, 2008).
Réfrigérant (ou condenseur)

!__’j |

Thermometre  ——p EQ

Erlenmeyer

Décoction

ea‘_l ! )\ L(/’

eau (
Eﬁ Huile essentielle
+ Eau L

Chauffe-ballon

Support élévateur

Extraction Des deux phases

Figure n°11: schéma des étapes de 1’hydrodistillation
(LAGUNEZ RIVERA ; 2006).
e  Maintenant, d’autres méthodes d’hydrodistillation sont inventées, on peut citer :

- Hydrodistillation sous pression : pour les essences difficilement distillables. Bien que le
procédé sous pression conduise a une amélioration du rapport d’entrainement, donc, a des
¢conomies d’énergie, ’influence d’une température élevée (supérieure a 100°C) sur la qualité de
I’huile essentielle donne lieu a certains artéfacts.

- Le systeme de thermopompage : consiste a pomper la chaleur du condenseur et a I’utiliser pour
la production de vapeur. Les économies d’énergie calorifique et d’eau de refroidissement se
situeraient entre 60 et 90%.

- Turbodistillation : Pour activer la distillation a la pression atmosphérique, I’alambic est équipé
d’une turbine qui permet d’une part, la dilacération des matieéres végétales, d’autre part une
agitation turbulente, d’ou un meilleur coefficient de transfert thermique et une augmentation de la

surface de vaporisation (CU et al, 1999).
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- L’hydrodistillation assistée par ultrasons : Il s’agit dans ce cas précis d’un traitement « pré »
ou « post » opeératoire. En effet, les micros cavitations générées par les ultrasons, désorganisent la
structure des parois végetales, les rendements en huile essentielle sont augmentes et les cinetiques
accélerees (SKARIA et al, 2007).

6.4.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans
macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis décantées.

L’injection de vapeur se fait a la base de 1’alambic.

il

Exiracteur

Condensateur

b Cohobe

[
Fori] |:|

Essencier ou
vase florentin

Chaudiérs

Figure n°12: Principe schématisé de 1’appareillage d’extraction par entrainement a la vapeur de 1’eau
(PEYRON et RICHARD, 1992)

6.4.3. L’expression au solvant volatil :

Le matériel végétal dont on veut extraire une huile est placé sur des grilles puis dans des cuves appelées
extracteurs. On les rempli de solvant et on effectue ainsi plusieurs lavages successifs. Le mélange est
ensuite envoy¢ dans un décanteur ou on le laisse reposer : cette phase de repos va permettre d’obtenir
deux phases. Celle au fond contiendra 1’eau contenue dans les plantes, 1’eau étant plus lourde que le
solvant celui-ci sera a la surface. Les huiles essentielles étant trés solubles dans le solvant, elles se
retrouvent dans la méme phase. Il suffit donc d’¢éliminer I’eau. Ensuite on fait s’évaporer le solvant afin
d’obtenir un composé pur (WERNER, 2002). En fonction de la technique et du solvant utilisé on
obtient: des hydrolysats, alcoolats, teintures, résinoides, oléorésines et des concretes.

6.4.4. Expression a froid :

Ce mode d’obtention ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes (Citrus spp.) par des procédés mécaniques a
température ambiante. Le procédé consiste a exercer sous un courant d’eau une action abrasive sur toute
la surface du fruit. Apres élimination des déchets solides, 1’huile essentielle est separée de la phase
aqueuse par centrifugation (WILSON, 2002).

La plupart des installations industrielles permettent en fait la récupération simultanée ou séquentielle
des jus de fruits et de ’huile essentielle (AFSSAPS ; 2008).
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6.4.5. L’enfleurage

Cette méthode se rapproche quelque peu de ’extraction par solvants volatils mais dans ce cas on utilise
des graisses comme solvant, ces derniéres ayant elles aussi une forte affinité avec les composés
odorants, cette méthode peut étre réalisée a froid ou a chaud, et on obtient ainsi des absolues de
pommade (LARDRY et HABERKORN, 2007).

6.4.6. L’extraction au CQO, supercritigue :

Le terme supercritique signifie que le CO,, sous pression et a une température de 31°C, se trouve entre
I’état liquide et 1’état gazeux. Lorsqu’il est dans cet état, il est capable de dissoudre les huiles
essentielles. La matiere végétale est chargée dans D’extracteur ou est ensuite introduit le CO;
supercritique sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensuite recueilli dans un vase d’expansion ou la
pression est considérablement réduite. Le CO, s’évapore et il ne reste plus que I’huile essentielle qui est
proche du naturel et sans trace de solvant.

De plus le CO; est non toxique, incolore, inodore et ininflammable, ce qui permet des conditions de
sécurité supérieures (KEVILLE et GREEN, 1995 ; BAYSAL et STARMANS, 1999).
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Figure n°13 : Schéma du systéme d’extraction CO2 des solides (LAGUNEZ RIVERA ; 2006).

6.5. Criteres de qualité des huiles essentielles:

Les caractéristiques physiques, organoleptiques, chimiques et chromatographiques des huiles
essentielles sont définies par I’'Institut Scientifique d’Aromatologie (INSA) qui a créé le label
H.E.B.B.D : Huile Essentielle Botaniquement et Biochimiquement Définie. Exigez la mention de ce
label. 1l définit notamment trois critéres certifiant I'origine et la nature exacte des huiles essentielles
(GROSJEAN ; 2004).

Une méme plante aromatique peut sécréter des essences de composition totalement différente dans ses
différents organes (par exemple, 1’essence contenue dans le zeste d’oranger amer est différente de celle
présente dans la fleur ou dans la feuille) ou selon le lieu géographique ou le biotope (nature du sol,
climat, altitude, autres plantes présentes a proximité...) dans lequel elle est cultivée. Les essences

sécrétées peuvent également varier en fonction du degré d’ensoleillement, de la saison ou du moment du
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cycle vegetatif (CHASSAING; 2006). D’ou I’importance de connaitre avec précision 1’origine exacte
d’une huile essentielle (type de plante, origine géographique, moment de la récolte, partie de la plante
distillée, technique de distillation utilisée, etc.) avant d’en envisager une quelconque utilisation a des
fins thérapeutiques.

6.6. La biosynthese :

Il ya deux groupes de composés contenus dans une huile essentielle : les hydrocarbures et les
hydrocarbures oxygénés, ainsi plusieurs groupes peuvent s’y existent (voir annexe n°1).

Le groupe le plus important est celui des terpénoides dérivant de la voie de mevalonate ou pyruvate via
le précurseur isopentenyl pyrophosphate (IPP), et d’autres composés dérivant de la voie de shikimate
(phényl-propanoides et dérivés) (CLARKE, 2008).

La synthese des terpenoides est genéralement associee a la présence de structures histologiques
spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface de tissus des plantes. Les principales
structures cellulaires sont : des cellules & essence (Lauracées, Zingibéracées..), des poils sécréteurs
stipités (Pelargonium) ou sessiles (Labiées), des poches sécrétrices schizogénes (Myrtacées) ou
schizolysigénes (Rutacées, Burséracées), soit enfin des canaux sécréteurs (Terébinthacées,
Ombelliféeres) (MALEKEY ; 2008).
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6.7. Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont employées pour leur saveur et odeur en industrie des produits naturels et en
industrie des parfums ;

Elles ont des propriétés antiseptiques pour les poumons et les reins ou comme bain de bouche,
dépuratives, cicatrisantes, analgésiques et anti-inflammatoire, des activités antimicrobiennes,
antifongiques, antiparasitaires et antihelminthiques; et aussi des propriétés antioxydantes (effet
cleansing),

L’effet irritant/anesthésiant des huiles essentielles est utilisé pour soigner les douleurs rhumatismales;
Action stimulant sur I’utérus (exemple : I’huile essentielle de rue), effet abortif en cas d’intoxication ;
Action sur le systeme nerveux central, en exercant des effets sédative ou narcotique, relaxant et
déstressant ;

Effet anticancer, en stimulant I’apoptose des cellules tumorales (CAPASSO et al, 2003; DANIEL, 2006;
WORWOOD, 1995; HUSNU CAN BASER et BUCHBAUER, 2010).

Plusieurs études ont montrés que I’utilisation d’huile essentielle peut diminuer les troubles menstruels,

le stress post-partum ainsi que les troubles ménopausiques (LARDRY, 2007).

6.7.1. Activité antimicrobienne liée a la composition chimigue :

Lorsque ’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une activité 1étale
ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le plus souvent 1’action des
huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique. Cependant, certains de leurs constituants
chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides.

L’activité biologique d’une huile essentielle est liée a sa composition chimique aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composeés terpéniques et cétoniques) et a leurs
effets synergiques (ZHIRI ; 2006).

6.7.1.1. L’évaluation de ’activité antibactérienne des huiles essentielles

+ L’insolubilité des huiles essentielles dans I’eau et d’une maniére générale dans les milieux aqueux
largement utilisés en microbiologie, est une explication de la variété des techniques d’évaluation
de I’activité antimicrobienne.

Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés : (PIBIRI ; 2005)

e selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’huile essentielle, soit liquide, solide ou
gazeux,
e sclon la nature du contact de I’huile essentielle avec le germe : diffusion sur disque,

solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.
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2 1aromatogramme :

« L’aromatogramme est a la Phytothérapie ce que I’antibiogramme décrit par la Pharmacopée
francaise des antibiotiques est a la médecine ».

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles chémotypées.
Différents types d’aromatogrammes, en milieu solide, liquide, sont exploitables. Cependant, en pratique
quotidienne, c’est le milieu solide qui est le plus simple et le plus facilement reproductible (PIBIRI ;
2005).

Placés dans une étuve a 37,5 °C, dans des conditions optimales de culture, les germes pathogenes se
développent rapidement sur le milieu nutritif. Sur ces colonies microbiennes, plusieurs séries (6 & 8 par
boite) de petits disques de papier buvard imprégné de différentes huiles essentielles a tester sont ensuite
disposeées. Apres un temps de latence a 37,5 °C, le diamétre du halo d’inhibition entourant les disques
est alors mesuré. Chaque halo, une zone claire, montre la destruction des germes pathogénes et donne
une indication précise de I’activité antibactérienne des huiles utilisées.

L’aromatogramme représente cependant un point de repere essentiel puisque sa technique est identique

a celle utilisée pour mesurer 1’activité bactéricide des antibiotiques (ZHIRI ; 2006).
Boite de Pétri
Souches test

Milieu de culture gélosé (Agar)

Disque imbibé d’huile essentielle

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figure n°18: illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (PIBIRI ; 2005).

> Microatmosphéres :

Dérivé de la méthode précédente le protocole des microatmospheéres est techniquement proche de celle
des aromatogrammes. La différence réside principalement dans la position du disque imprégné.
Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri,

renversée pendant la durée de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé

(PIBIRI ; 2005).
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Figure n°19 : lllustration de la méthode des microatmospheéres (PIBIRI ; 2005).

6.7.1.2. Les principes actifs antibactériens (ZHIRI ; 2006).

Les phénols sont les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre:
thymol, carvacrol et eugénol.

Les phénols entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles dans les
infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation.

Le thymol et I’eugénol sont responsables des activités fongicides et bactéricides des huiles
essentielles qui en contiennent. La molécule de thymol exerce un effet inhibiteur et Iétal sur
différentes souches et, parmi elles, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles elle
provoque des fuites d’ions potassium. Par contre, elle n’est pas active sur Pseudomonas aeruginosa.
Les alcools avec 10 atomes de carbone (ou monoterpénols) viennent immédiatement aprés les
phénols, en terme d’activité, avec le géraniol, linalool, thujanol, myrcénol, terpinéol, menthol et
pipéritol pour les plus connus. Molécules a large spectre, elles sont utiles dans de nombreuses
infections bactériennes.

Les aldéhydes sont également quelque peu bactéricides. Les plus couramment utilisés sont le néral
et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal.

Les groupes moléculaires avec les plus puissantes actions antibactériennes sont également des
antifungiques efficaces mais ils doivent étre utilisés sur de plus longues périodes. Des études
fondamentales ont également montré que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient une
activité antifungique.

De nombreuses familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirale et, parmi elles, les
monoterpénols et les monoterpénals. Les virus sont généralement fortement sensibles aux
molécules aromatiques et de nombreuses pathologies virales séveres montrent des améliorations

importantes avec leur utilisation.
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6.7.1.3. Le mode d’action antimicrobienne des huiles essentielles

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il est

probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a

plusieurs sites d’action au niveau cellulaire.

ml

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une perturbation
chémo-osmotique et une fuite d’ions (K*): ce mécanisme a été observé avec I’huile de 1’arbre a
thé sur les bactéries Gram+ (Staphylococcus aureus) et Gram -(E. coli) et levure (Candida
albicans) in vitro.

Certains composés phénoliques des huiles essentielles interferent avec les protéines de la
membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie
hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de I’ADP. Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés
chez Enterobacter aerogenes a aussi été rapportee.

Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN, ARN, des protéines et des
polysaccharides.

Le mode d’action des huiles essentielles dépend aussi du type de microorganismes: en
général, les bactéries Gram - sont plus résistantes que les Gram + grace a la structure de leur
membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram - est plus riche en
lipopolysaccharides et en protéines que ceux de Gram+ qui la rend plus hydrophile, ce qui
empéche les terpenes hydrophobes d’y adhérer. Néanmoins, certains composés phénoliques de
bas poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries
(MALECKY ; 2008).
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I1l. Radicaux libres et antioxydants :

L’oxygeéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet de
produire de I’énergie en oxydant de la maticre organique. Mais nos cellules convertissent une partie de
cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux libres organiques. Les radicaux libres ne sont pas
toujours néfastes ; en fait, ils permettent au corps de contrdler la tonicité des muscles lisses, de
combattre les inflammations et de lutter contre les bactéries. Cependant, I’opération bénéfique des
radicaux libres dépend d’un équilibre délicat qui peut étre détruit par de nombreux facteurs, notamment
les polluants présents dans I’air que nous respirons et I’eau et les aliments que nous consommons. Les
rayons ultraviolets du soleil, d’autres radiations, la fumée de tabac, ’exercice excessif et le stress sont
également des facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans notre
systeme (DESCHEEMAEKER, 2004).

1. Les radicaux libres dans les systémes biologiques :

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se produire dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de ces composés qui jouent un rdle particulier en physiologie et que
nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment
par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule.

Par définition, un radical libre est tout atome, groupe d’atomes ou molécules possédant un €électron non
apparié (célibataire), sur leur orbitale externe. Il s’agit d’espéces chimiques trés réactives qui cherchent
dans leur environnement un ¢électron pour s’apparier (pour former une liaison chimique)
(PASSWATER, 1997 ; JADOT, 1994).

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de I’oxygene ou radicaux
primaires (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais aussi certains dérivés
réactives non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que 1’oxygene singulier, le peroxyde
d’hydrogene et le peroxynitrite peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (COOPER, 1997).

Tableau n° 2: Les principales espéces oxygénées réactives générées dans les systemes biologiques
(BARTOSZ, 2003 ; JADOT, 1994)

Nom Symbole
Anion superoxyde O
Radical hydroxyle OH’
Monoxyde d’azote NO’

Peroxyde d’hydrogéne | H,0O;
Acide hypochlorique HOCI

Oxygéne singulier o,
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO

31



L’instabilit¢ des espéces oxygénées réactives rend difficile leur mise en évidence au niveau des
différents milieux biologiques. Leurs constantes de vitesse réactionnelle varient selon leurs natures
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al, 2003). La durée de vie des especes oxygenées réactives est
extrémement treés courte de la nano a la milli seconde (LEHUCHER-MICHEL et al, 2001).

En effet, la toxicité des espeéces oxygénées réactives n’est pas nécessairement corrélée avec leur
réactivité, dans plusieurs cas des especes peu réactives peuvent étre a 1’origine d’une grande toxicité en
raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des locations sensitives ou elles

peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de leurs sites de production (KOHEN et

NYSKA, 2002). Les radicaux libres sont principalement produits par des sources endogenes, telles que
les chaines de transport d’électron, les peroxysomes et le systéme de cytochrome P-450.

RETICULUM —
ENDOPLASMIQUE CYTOSOL
—_/ = O =

2 +e i
A /

| L-arginine

1} | /

{ & ~ 3+

v C _\".P,gg.o Fe' ==

VR

NO-synthase

——=°NO

VOIE DES PENTOSES

PHOSPHATES
o SOD ONOO"
2 N
' -V
s > hd
oxydases : » H0;
S w_ 2H:0u_ AsH Px
H,0,“" TN
GSSG 2GSH
catalase \S’E_/
) /'. \-
H.O + 1/2 0> NADPH +3—I\_/.\ADP
| PEROXYSOME |
Fe¥* =

Fel‘ )

.
-
.

.

.

-

-

-

-

.

-

-

v -
-

-

=

*OH
+RH+0; — >

VOIE DES PENTOSES PHOSPHATES
v
ROOH

Figure n°20 : Les principales sources cellulaires des espéces oxygénées reactives (KOHEN et NYSKA,
2002).

2. Implications pathologiques des espéces oxygénées réactives :

Ces radicaux sont responsables de ’altération de I’ADN, du vicillissement cellulaire, et de diverses
pathologies allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires,
cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabete (CADENAS et PACKER, 2002).
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3. Stress oxydant et ses conséguences biologiques :

Le stress oxydatif référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant laquelle, la
génération d’oxydants accable le systéme de défenses antioxydantes, que ce soit par une augmentation
de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses antioxydantes.

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogéne d’agents prooxydants
d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons
ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques). L’accumulation des espéces 0Xygénées
réactives a pour conséquence ’apparition de dégats cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont
les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines les lipides et 1’acide désoxyribonucléique
(SMIRNOFF, 2005).
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Figure n°21: Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les especes oxygénées
réactives (KOHEN et NYSKA, 2002).

4. Les antioxydants :

Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir 1’équilibre oxydant /
antioxydant afin de préserver les performances physiologiques de 1’organisme.

Les antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses €tudes car, en plus d’un intérét certain dans la
conservation des denrées comestibles, ils pourraient s’avérer utiles dans la prophylaxie et le traitement
des maladies dans lesquels le stress oxydant est incriming.

Les risques et les effets néfastes des antioxydants synthétiques utilises comme additifs alimentaires
ont été questionnés au cours des derniére années et la nécessitée de les substituer par des antioxydants
naturels, issus de plantes médicinales, est apparente.

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des espéces oxygénées réactives est assuré par des

systemes d’antioxydants.
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Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement faible,
d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation de
ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup
d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’especes réactives de I’oxygene. La nature des systémes
antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu
intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en

systéemes enzymatiques et systémes non enzymatiques (SHAHIDI, 1997).
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Figure n°22: Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene par les systémes de défenses
antioxydants (MILBURY et RICHER, 2008).

4.1. Systéemes enzymatigues : (PIQUET et HEBUTERNE, 2007 ; SMYTHIES, 1998).
Il s’agit principalement de trois enzymes ;

4l Le superoxyde dismutase (SOD) [accélere la dismutation de I'anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogeéne, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a
cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD)],

4 La catalase (CAT) [Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes
hépatiques. Elle agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est d'accélérer la dismutation du
peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygéne moléculaire]

4l La glutathion peroxydase (GPx) [La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-
GPx) joue un role trés important dans la détoxification du peroxyde d’hydrogene, de
I’hydroperoxyde résultants de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction
de ces dérivés réactifs avec 1’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La
glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour role de régenérer le GSH a partir du GSSG tout en
utilisant le NADPH comme un cofacteur.

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O2° et du H,0,,

conduisant finalement a la formation de I’eau et de I’oxygene moléculaire.
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Figure n°23 : schéma du mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxification enzymatique (PIQUET
et HEBUTERNE, 2007).

4.2. Systémes non enzymatigues :

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances endogenes parmi lesquelles
on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine, 1’acide lipoique. De
tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute le glutathion
réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire). La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les
radicaux peroxyles et 1’oxygene singulier, protégeant ainsi ’albumine et les acides gras liés a
I’albumine des attaques radicalaires.

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme 1’haptoglobine, la ferritine, 1’albumine et la
céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants, comme les ions Fe** /Fe®*
ou Cu?/Cu* permettant par ce biais de prévenir la production des radicaux libres par la réaction de
Fenton (TRIVALLE, 2002).

D’autres substances exogeénes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines E (tocophérol), C
(acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant les radicaux et en
neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables. La vitamine piégeuse
devient a son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systéme. A titre d’exemple, la
vitamine E est régénérée par la vitamine C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases. Des
composés comme les alcaloides, les polyphénols et les phytates, huiles essentielles (BRUNETON,
1999). Flavonoides apportés également par 1’alimentation, jouent un role similaire de piégeurs de

radicaux libres.

5. Antioxydants naturels :

5.1. Les flavonoides :
Présentes dans la plupart des plantes, les flavonoides sont des pigments polyphénoliques qui sont

responsable dans la plupart des colorations des fleurs et des fruits. Ils possedent de nhombreuses vertus
thérapeutiques. Ils sont particulierement actifs dans le maintien d’une bonne circulation. Certains ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires et anti virales, d’autres ont des effets protecteurs sur le foie.

Des flavonoides comme 1’hespéridine et la rutine, présentes dans plusieurs plantes, dont le Sarrasin et le

Citronnier, renforcent les parois capillaires et préviennent 1’infiltration dans les tissus voisins.
9
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Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des composés phénoliques ont montré

que l’activité antioxydante était déterminée par la position et le degré d’hydroxylation (LECERF et
RAGOT, 2006).

5.2. Les tanins:
Toutes les plantes en contiennent & des degrés différents. Ce sont des composés polyphénoliques qui

permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections.

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples, comme dans le cas des veines
variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée et pour réparer les tissus
endommagés par un eczéma ou une brilure.

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de
stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides (SMYTHIES, 1998).

5.3. Les coumarines :

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et possedent
des propriétés trés diverses.

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux
hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions structurales requises pour [’activité
antiperoxydante des coumarines sont similaires a celles signalées pour les flavonoides (MADHAVI et
al, 1996).

5.4. Les phénols :

Il existe une trés grande variété de phénols, de composés simples comme 1’acide salicylique,
molécule donnant par synthése 1’aspirine, a des substances plus complexes comme les composés
phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides. Les phénols sont anti-inflammatoires et
antiseptiques. On suppose que les plantes, en les produisant, cherchent a se prémunir contre les
infections et les insectes phytophages. Les acides phénoliques, comme 1’acide rosmarinique, sont
fortement antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales.

Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus étudié. En effet, ce stilbéne,
isolé du raisin possede de fortes propriétés antioxydantes (PACKER et al, 1999).

5.5. Les xanthones :

Les propriétés pharmacologiques reconnues des xanthones sont essentiellement : leur activité
antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout I’inhibition de la monoamine-oxydase.
La manguiférine est une xanthone qui posséde la propriété d’inhibition envers la peroxydation des
lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les anions super oxydes
(PANGLOSSI,2006).
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DEUXIEME PARTIE
VATERIELS o METHODES



I. Le matériel végétal:

La plante a été récoltée dans la période allant du mois de DECEMBRE 2009 au mois de MAI 2010, de
quatre stations de la wilaya d’AIN TEMOUCHENT (AIN TOLBA, SIDI SAFI, SOUK LETHNIN et
SIDI BEN ADDA) (voir annexe n°5).

hora
lterranae Douar G

Plage de Oued
el Halla

Ternouchent

Figure n° 24: La carte de situation des différentes zones d’études (ENCARTA, 2009).

La situation géographique des stations figure dans le tableau n°3:
Tableau n°3 : situation géographique des quatre stations d’étude (ENCARTA, 2009).

Station Longitudes Ouest | Latitudes Nord | Altitudes (m)
Station 1 (Ain Tolba) 1°16' 35° 16’ 350
Station 2 (Sidi Safi) 1°19' 35° 16' 700
Station 3 (Beni Rhanane) | 1° 25 35° 14 100
Station 4 (Sidi Ben Adda) | 1° 17 35° 18’ 500

La plante, fraichement récoltée, est lavée puis laisser sécher a I’ombre dans un endroit sec et aéré pour
I’utilisation ultérieur pour les différents extractions des principes actifs, notant qu’avant le lavage une

quantité est récupérée pour la détermination de la teneur en eau (taux d’humidité).
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Il. Les tests phytochimigues :
(RAFFAUF, 1996 ; DOHOU et al, 2003 ; JUDITH, 2005; BRUNETON, 1993 ; TIMBO, 2003 ;
DIALLO, 2005 ; BEKRO et al, 2007 ; HOUGHTON et RAMAN, 1998 ; KAR, 2007).

1. La Teneur eneau :

Elle est déterminée par la Méthode gravimétrique qui consiste en la détermination de la perte de masse
par dessiccation a ’étuve.
Matériel :
- Balance analytique de précision, Etuve réglée a 110°C, Verre de montre, Pince, Spatule métallique,
Capsules en verre, Dessiccateur.
Technique :

- Nous avons opéré sur un échantillon homogéne, broyé ou concasse.

- Faire une prise d’essai de 1 a 2 g (peser au mg pres).

- Dessécher de facon a obtenir une masse constante aprés plusieurs pesees consécutives.

- Le refroidissement avant pesé se fait dans un dessiccateur renfermant un desséchant (Chlorure

de calcium, anhydride phosphorique)

- Calcul: Masse drogue essai = masse avant étuve - tare
Masse eau =masse avant étuve — masse apres étuve
% Eau = (masse eau + masse drogue essai) x 100

2. Les Alcaloides :

- Macération

La poudre végétale (10 g) dans un erlenmeyer de 250 ml+ 50 ml de H,SO,4 dilué au 1/10 (50 ml).
Agitation et macération pendant 24 heures a la température ambiante du laboratoire. Filtration sur papier
lavé a I’eau distillée de maniére a obtenir environ 50 ml de filtrat.

- Réactions de caractérisation (voir annexe n°2)

- 1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de MAYER (5 g de Kl et 1,358 g de HgCl, solubilisés dans 100
ml d'eau distillée) s'il apparait un précipité c'est qu'on est en présence d'alcaloides. (Précipité blanc-
jaunatre)

- 1 ml de filtrat+ 5 gouttes de réactif de WAGNER (2 g de Kl et 1,27g d'l, solubilisé dans 100 ml d'eau
distillée) s’il apparait un précipité brun c’est qu’on est en présence d’alcaloides.

- Test de confirmation

Nous procédons a une extraction de la poudre veégétale en milieu acide.

Dans un ballon de 500 ml contenant 5 g de poudre végétale on verse 25 ml d'acide chlorhydrique 0,05N.
Le mélange est laissé en macération sous agitation magnétique a la température ambiante du
laboratoire (environ 25° C) pendant 24 heures; puis filtré et lavé a I'eau distillée. La solution obtenue est

ensuite ajustée a 20 ml avec de I'eau distillée, et aprés réaliser les tests de caractérisation précédents.
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3. Les Dérivés Anthracénigues : y compris les quinones et les anthraguinones

- Extrait chloroformique : A 1 g de drogue en poudre, ajouter 10 ml de chloroforme et chauffer
au bain-marie pendant 3 mn, filtrer a chaud et compléter a 10 ml si nécessaire.

- Hydrolysat : A une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme, ajouter 10 ml d’eau
distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentré. Maintenir le tube a essai dans le bain-marie
bouillant pendant 15 mn. Refroidir sous un courant d’eau et filtrer. Compléter a 10 ml avec 1’eau
distillée.

- Caracteérisation :

[ Dérives anthracéniques libres : 1 ml d’extrait chloroformique + 1 ml de NH4OH dilué puis
agitation; la coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.
® Dérivés anthracéniques combinés :
» O-hétérosides (anthraquinones):
Prélever 5 ml d’hydrolysat et agiter avec 5 ml de chloroforme, soutirer la phase organique et 1’introduire
dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH,OH dilué. Agiter, la présence d’anthraquinones est révélée par
la coloration rouge plus ou moins intense.
> O-hétérosides a génines réduites :
Ou bien 5 ml d’hydrolysat + 3 a 4 gouttes de FeCls a 10 %, chauffer pendant 5 mn au bain-marie.
Refroidir, agiter avec 5 ml de chloroforme. Soutirer la phase chloroformique et I’introduire dans un tube
a essai, ajouter 1 ml de NH,OH dilué et agiter. En présence de produits d’oxydation des anthranols ou
anthrones, la coloration rouge est plus intense.
» C-hétérosides :
Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation des O-hérosides par 10 ml
d’eau distillée et ajouter 1 ml de FeCls a 10%. Maintenir le tube a essai dans un bain-marie bouillant
pendant 30 mn, refroidir et agiter avec 5 ml de chloroforme, soutirer la phase chloroformique dans un
tube a essai. Ajouter 1 ml de NH,OH dilué et agiter. Une coloration rouge plus ou moins intense indique
la présence de génines de C-hétérosides.

4. Les Saponosides :

Elle se fait sur le décocté a 10% de la drogue.

Dans une série de 10 tubes a essai de 160 x 16mm, répartir 1, 2, ..., 10ml d’extrait et ajuster le volume a
10 ml dans chaque tube.

Agiter ensuite dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en raison de 2 agitations par seconde,
laisser reposer 15 mn et mesurer la hauteur de la mousse dans chaque tube. Celui (X) dans lequel la
hauteur fait 1cm indique la valeur de I’indice de mousse, il est égal a

L’indice de mousse = hauteur de mousse (en cm) dans le X°® tube x 5/ 0,0X.
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5. Les Coumarines :

Placer 1 g d'échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un papier imbibé
d'une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes. Ajouter 0,5 ml de
NH;OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiére ultraviolette. La

fluorescence des taches confirme la présence des coumarines.

6. Les Stérols et Triterpénes : réaction de Lieberman-Burchard (voir annexe n°2).

Elle se fait sur une macération de 24h a 5% dans ’éther. L’extrait éthérique est ensuite évaporé a sec et
repris avec 1 ml de I’anhydride acétique puis 1 ml de chloroforme. Déposer au font du tube, contenant
I’extrait, de 1’acide sulfurique. En cas de réaction positive il se forme un anneau rouge-brunéatre ou
violet a la zone de contact des deux liquides, la couche surnageante étant verte ou violette.

7. Les Tanins :

- La préparation_de Uinfusé : 1.a poudre seche (5 g) dans de I’eau distillée bouillante (100 ml)

contenue dans un erlenmeyer de 250 ml puis infusion pendant 15 mn (infusé a 5%).

- A 30 ml d’infusé a 5%, nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a 40%
plus 5 ml HCI concentré) et chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 mn. L’obtention d’un
précipité montre la présence de tanins catéchiques. Filtrer et saturer le filtrat d’acétate de
sodium pulvérisé. Ajouter 1 ml d’une solution de FeCl3 a 1%. Le développement d’une teinte
bleu noire indique la présence de tanins non précipités par le réactif de Stiasny : ce sont les
tanins galliques.

8. Les Flavonoides :

8.1. Anthocyanes :

A 5 ml d’infusé & 5% présentant une coloration plus ou moins foncée ; ajouter 5 ml d’acide
sulfurique puis 5 ml de NH4OH. Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en
milieu basique, on peut conclure la présence d’anthocyane.

8.2. Laréaction a la cyanidine : (voir annexe n°2)

Nous introduisons dans un tube a essai 5 ml d’infusé, ajouter 5 ml d’alcool chlorhydrique (alcool a
95°, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume) ; 1 ml d’alcool iso amylique puis quelques
copeaux de magnésium. Il se produit une réaction de prépitation pendant quelques minutes.

L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou rose- Violacée (flavanones) ou rouge
(flavonones, flavanonols) rassemblée dans la couche surnageante d’alcool iso-amylique indique la
présence d’un flavonoide libre (génine).

La réaction a la cyanidine sans ajouter de copeaux de magnésium et chauffer pendant 15 mn au
bain-marie. En présence de leucoanthocyane, il se développe une coloration rouge cerise ou violacee ;

les catéchols donnent une teinte brun-rouge.
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I1l. L’extraction des principes actifs :

1. Préparation de ’extrait brut :

29 de poudre de chaque partie de la plante est macéré dans 20 ml de méthanol absolue, pendant une
nuit a température ambiante, 1’extrait est ensuite filtré puis évaporé sous pression réduite a sec
(T°=60°C) par un évaporateur rotatif (Buchi Rotavapor R-200, voir annexe n°3). Le résidu sec est repris
par quelques millilitres de méthanol et conservé a +4°C (BENHAMMOU et al, 2009).

2. Préparation de L ’extrait flavonique:

Pour I’extraction des flavonoides, 1’utilisation de solvant approprié (selon sa polarité) est importante
pour séparer la classe souhaitée, ou les flavonoides les moins polaires (exemple : isoflavones,
flavanones, methylated flavones, et flavonols) sont extraits par : chloroforme, dichlorométhane, éther
diéthylique, ou I’acétate d’éthyle, puis les flavonoides glycosylés et les plus polaires aglycones sont
extraits avec 1’alcool ou les mélanges alcool-eau. Tandis que la solubilisation de certains flavanones
dépend du pH, et I’acidification permet 1’élimination des anthocyanes (ANDERSEN et MARKHAM,
2006).
L’extraction était réalisé par une macération sous agitation magnétique, récemment de nouveaux
procédés sont établis, pour accélérer I’extraction et augmenter les rendements, tels : extraction liquide
sous pression (PLE Pressurized Liquid Extraction), L’extraction au liquide supercritique (SFE
Supercritical Fluid Extraction), extraction sous micro-ondes (MAE Microwave-Assisted Extraction) et
aussi I’extraction par ultrasonication (Ultrasound-assisted extraction) (GARETH, 2007).

- Notre extrait flavonique est obtenu par la méthode de LEE et al, 1995 modifiée a la deuxieme

étape par DRAGAN et al, 2007, le protocole est représenté dans la figure n°25.

Ultrasonication a

Poudre + o
ethanol/eau |::> 40+ 120Cn|]oie;]ndant |:> Filtration |:> Extraction par n-
s 0
dIStllleen(]7/3/o) 1/10 (fréquence=40 butanol (50 ml)

KHz)

Extraction 3 fois

par acétate Evaporation du Acidification par
d'éthyle/eau <::| Résidu sec <::| solvant dans le <::| HCl a 10% au

distillée (V/IV) rotavapor & 40°C pH=3
pendant 1 heure

<

Phgggi?iggea;;?ue |:> Repos pendant 15 |:> Egﬁ/r;%rtaég)r?sollg [> Residu pesé et repri
NaHCO; au pH=9 min rotavapor a 40°C par du méthanol

Figure n° 25: Protocole d’extraction des flavonoides.

41



3. Préparation de ’extrait alcaloidique:

L’extraction des alcaloides de la poudre végétale est souvent réalisée par un milieu acide, tel 1’acide
chloridrique (HCI), I’acide sulfurique (H,SO4) ou ’acide acétique, la basification est ensuite faite par
I’ammoniac (NH4OH) pour libérer les alcaloides qui sont enfin précipités soit par les réactifs de
caractérisation (réactif de MAYER ou DRAJENDORFF) ou bien par I’ammoniac (KAR, 2007).

Dans notre étude 1’extraction est réalisée selon le protocole d’HARBORNE, 1998 :

{ Poudre + acide acétique a 10 % dans I'éthanol (1/10: m/V) J
L2

l Macération pendant 4 heures J

l Filtroation J

<

{ Concentration au 1/4 du volume initial J

R
{ Précipitation par NH,OH concentré (au pH=9) J
LV
{ Centrifugation a 3000 g pendant 10 min J

LV
{ Lavage par NH,OH a 1% J

[ Séchage du résidu puis pesée et reprise ’
par méthanol

Figure n°26 : Protocole d’extraction des alcaloides.

< Calcul des rendements :

Nous pouvons déterminer le rendement de différentes parties de la plantes en extrait brut, flavonique
ou alcaloidique avec le rapport :
Rendement (%)= (P1-P,/ P3) x 100
P, . Poids du ballon aprés évaporation
P, : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide)

P3 : Poids de la poudre végétale de départ
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4. L’extraction d’huile essentielle

Elle effectuée par hydrodistillation de la partie aérienne de la plante, ou 100g de la plante seche est

introduite dans un ballon a bi ou tri cols, et imprégné d’eau, I’ensemble est porté a ébullition pendant 2 a

3 heures. Les vapeurs d’eau chargées d’huile essentielle, en traversant le réfrigérant, se condensent et

chutent dans une ampoule a décanter, I’eau et I’huile se séparent par différence de densité.

Calcul de rendement : on appel rendement le rapport entre le poids de I’huile essentielle extraite et le

poids de la plante a traiter. Le rendement en pourcentage (R) est calculé par la formule suivante :

R= Py /Ppx 100 ou

Py : poids de I’huile essentielle extraite en g

Pp : poids de la plante traitée en g

Entrée d’eau

Réfrigérant

Sortie d’eau

Ampoule
a décanter

Colonne de distillation

T

Cohobe

"

Condensateur

Cuve d'extraction

Photo n°1: Montage d’hydrodistillation.
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IV. Les indices physicochimigues des huiles essentielles : (AFNOR, 1986).

1. Les indices chimigues
1.1. L’indice d’acide

Définition : I’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle.

Mode opératoire :

- Dans un ballon ou une fiole introduire la prise d’essai (2g £ 0.05), puis ajouter 5 ml d’éthanol
(95%) et 5 gouttes de solution de phénolphtaléine (0.2%) ;
- Neutraliser le liquide avec la solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (0.1 mole/l),
contenue dans une burette, jusqu’a obtention d’une couleur rose ;
- On peut réserver éventuellement le ballon et son contenu pour la détermination de I’indice
d’ester ;
- L’indice est donc donné par la formule :
5.61V/m
Ou : V est le volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée
m est la masse, en grammes, de la prise d’essai.

1.2. L’indice d’ester :

Définition : I’indice d’ester est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters dans 1g d’huile essentielle.

Principe : hydrolyse des esters par chauffage, en présence d’une solution éthanolique titrée d’hydroxyde
de potassium, et dosage de 1’exces d’alcali par une solution titrée.

Mode opératoire :

- Dans le ballon, contenant la solution provenue de 1’indice d’acide, ajouter 25 ml d’une solution
d’hydroxyde de potassium a 0.5 mole/l, puis on adapte le réfrigérant et on place sur le chauffe
ballon et on laisse chauffer pendant une heure ;

- Laisser refroidir, puis démonter le réfrigérant et ajouter 20 ml d’eau puis 5 gouttes de la solution
de phénolphtaléine a 0.2%

- Titrer ’excés d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide chlorhydrique (0.5 mole/l) ;

- Parallelement, effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions, en remplacant la solution
provenue de I’indice d’acide par 5 ml d’éthanol.

Expression des résultats :

L’indice est calculé par la formule :

28.05/ m (Vo -V1) Ou :
V, est le volume, en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai a blanc
V1 est le volume, en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination

m est la masse, grammes, de la prise d’essai
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1.3. L’indice de peroxyde

Définition : on entend par indice de peroxyde d’un corps gras le nombre de microgrammes actif du
peroxyde contenu dans un gramme de produit et oxydant 1’iodure de potassium avec libération d’iode.
Principe : traitement du corps gras, en solution dans 1’acide acétique et du chloroforme, par une
solution d’iodure de potassium. Titrage de 1’iode libéré par une solution titrée de thiosulfate de sodium.

Mode opératoire :

- Dans un flacon ou erlenmeyer on pése 1g d’huile essentielle, ajouter 10 ml de chloroforme puis
dissoudre rapidement I’huile essentielle en agitant ;

- Ajouter 15 ml d’acide acétique, puis 1 ml de solution d’iodure de potassium ;

- Boucher le flacon, I’agiter pendant une minute et I’abandonner pendant cinq minutes a 1’abri de
la lumiére ;

- Puis ajouter 75 ml d’eau distillée. Titrer, en agitant vigoureusement et en présence d’empois
d’amidon comme indicateur, 1’iode libéré avec la solution de thiosulfate de sodium (0.01 N) ;

- Parallélement et simultanément effectuer sans 1”huile essentielle un essai a blanc.

Mode de calcul et formule :

L’indice de peroxyde, exprimé en microgrammes d’oxygene actif par gramme, est égal a :
8000 x V/E Ou:
V est le volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour 1’essai, corrigé compte tenu de
I’essai a blanc, exprimé en ml.
E est la masse, en gramme, de la prise d’essai.

2. Les indices physiques

2.1. La miscibilité a I’éthanol :

Une huile essentielle est dite miscible a V volumes et plus d’éthanol de titre alcoométrique déterminé, a
la température de 20 °C, lorsque le mélange de 1 volume de I’huile essentielle considérée avec V
volumes de cet éthanol est limpide et le reste aprés addition graduelle d’éthanol de méme titre, jusqu’a
un total de 20 volumes.

2.2. Ladensité relative & 20 °C (d%%) :

Définition : La densité relative a 20 °C d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain

volume d’huile, a la masse d’un égal volume d’cau distillée.
Principe : a I’aide d’un pycnométre, pesé successivement de volumes égaux d’huile essentielle et d’eau

a la température de 20 °C.
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La densité est ainsi donnée par la formule :

Mz — Mg
m; — Mg
ou:

mo : est la masse, en grammes, du pycnomeétre vide
My : est la masse, en grammes, du pycnometre rempli d’eau
m; : est la masse, en grammes, du pycnométre rempli d’huile essentielle.

2.3. L’indice de réfraction :

Définition : I’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle
d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée,

passant de ’air dans 1’huile essentielle maintenue a une température constante.
- Utiliser un réfractometre permettant la lecture directe d’indices de réfraction situés entre 1.300 et
1.700, I’appareil est ajusté¢ de manicre a donner, a la température de 20 °C, une valeur de 1.333

pour I’eau distillée.
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V. L’évaluation de activité antioxydante
1. Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) :
La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe**présent dans le complexe ferrocyanure de

potassium en Fe”*, la réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe**) en
couleur bleu vert du fer ferreux (Fe*), I’intensité de cette coloration est mesuré par spectrophotométrie
a 700 nm.

Photo n°2: Réduction du fer ferrique en fer ferreux.

Le protocole experimental utilisé est celui de YILDIRIM, MAVI, et KARA (2001) ou : 0.5 ml de
I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 1.25 ml d’une solution tampon phosphate a
0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe (CN) ¢ & 1%. Le tout est
incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 2.5 ml d’acide trichloracétique a
10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3000g pendant 10 min. 1.25
ml du surnageant sont ajoutés a 1.25 ml d’eau distillée et 250 pl d’une solution de chlorure de fer
(FeCls, 6H,0) a 0.1%. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre (voir annexe n°3).

2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) :

Pour étudier I’activité antiradicalaire des différents extraits, nous avons opté pour la méthode qui utilise
le DPPH comme un radical libre relativement stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520 nm.

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des molécules dites
antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme réduite (diphényl picryl-hydrazine :
de couleur jaune) n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance
(SANCHEZ-MORENO, 2002).

Selon le protocole décrit par MANSOURI et al (2005). La solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (6x10™ M). 25 pl des solutions d’extraits ou

standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975 pul DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30
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min et la décoloration par rapport au contréle négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est
mesurée a 517 nm. L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

e, . . . Abs controle - Abs échantillon
%d’activité antiradicalaire = Abs controle x100

Calcul des ICs :

ICso (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient concentration50), est la
concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les ICsy sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes
concentrations des extraits testées (TORRES et al, 2006).
N.B : L’acide ascorbique est utilis¢ comme controle positif, dans les deux méthodes de I’évaluation de
’activité antioxydantes (DPPH ou réduction du fer), et aux mémes conditions expérimentales.

V1. Tests de activité antimicrobienne :

1. Souches :
Les souches utilisées sont cing souches bactériennes et une levure de référence.

Tableau n° 4: Les souches microbiennes

Etat frais Souches Gram
Bacille Escherichia coli ATCC 25922 Négatif

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cereus ATCC 11178

Cocci Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Levure Candida albicans ATCC 10231

2. Evaluation de Uactivité sur milieu gélosé:

L’activité biologique se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la croissance microbienne
autour du disque contenant I’huile essentielle. La lecture s’effectue par la mesure du diametre

d’inhibition observé (BSSAIBIS et al, 2009).

+ Méthode des disques :

- Selon la NCCLS 1990, I’activité des huiles essentielles de Ruta chalepensis de différentes zones a
été évaluée.

- Les différentes souches sont inoculées sur gelose nutritive pour les bacteries et gélose Sabouraud
pour la levure. Aprés incubation de 18 a 24 heures a 37°C, un inoculum est préparé pour chaque
souche dans 1’eau physiologique, jusqu’a une densité microbienne de 10° et 10* UFC/ml pour les
bactéries et la levure respectivement, puis ensemencement sur Mueller-Hinton.

- Les boites de pétri contenant le milieu gélosé (Muller Hinton) sont inoculées par inondation, apres

30 mn, les boites de pétri sont mises a sécher 15 mn a 37°C
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- Les disques (6 mm de diamétre) imprégnés d’huile essentielle (10 pl) sont déposés aseptiquement
sur la gélose inoculée. Les boites sont ensuite incubées 24 heures a 37 °C.

- Les zones d’inhibition des souches sont observées autour des disques (6 mm) puis mesurées.

- Des disques standards d’antibiotiques sont utilis€és comme controles positives, la gentamicine
(10pg) pour les bactéries et I’amphotericine B (20ug) pour la levure.

3. Détermination des CMI (Concentration Minimale Inhibitrice):

Les CMI sont déterminées par la méthode standardisée de micro-dilution en milieu liquide.
L’étude est réalisée en microplaques en matiére plastique comportant 96 puits a fond « U » (8 rangées
de 12 puits numérotés de 1 & 12) en bouillon Mueller- Hinton, avec un inoculum bactérien final de 5.10°
UFC/ml, selon les recommandations de la CA-SFM.
Les microplaques sont incubées 18h a 37°C en aérobiose.
Les dilutions d’échantillons ont été distribuées dans les cupules en partant de la concentration la plus
forte (250 pg/ml) a la plus faible (1.95 pg/ml). Les dilutions de 1’huile essentielle ont été réalisées dans
le DMSO a 10%, la premiere concentration étant 250 pg/ml puis des dilutions en cascade jusqu’a la
concentration 1.95 pg/ml.
La CMI correspond a la premiere dilution ou la croissance est négative (pas de culture visible), la
suspension de la cupule correspondant est inoculé sur gélose pour déterminé I’activité exercée par
I’huile essentielle sur les souches testées, ou leurs croissance correspondant a I’activité bactériostatique,

tandis que I’effet bactéricide est révélé par une gélose claire aprés incubation (DRAMANE, 2010).

250 g 8@@@@@@@ Q"
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Figure n°27: Schéma d’utilisation d’une microplaque.
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I. Phytochimie de Ruta chalepensis :

1. Teneurs en eau

Le tableau n°5 regroupe les teneurs en eau de nos échantillons.

Tableau n° 5: Influence du lieu de récolte et la partie de la plante sur la teneur en eau (exprimée en %)

Station Station 1 Station 2 Station 3 Station 4
(Ain Tolba) (Sidi Safi) (Beni Rhanane) | (Sidi Ben Adda)
Altitude 350 700 100 500

Partie de la plan

Tige 45.97 62.14 59.16 40.18
Feuille 54.90 77.18 60.15 47.28
Fleur - 78.15 — 53.17

Nous constatons que :
- Comme la plupart des végétaux, notre plante est riche en eau.

- Les feuilles et les fleurs disposent d’un plus grand rendement comparativement parlant aux tiges.

- L’altitude n’a aucune influence sur ce rendement. En effet, la station 2 située a 700 m et la plus
riche en eau, suivie de la station 3 (100 m), puis de la station 1 (350 m) et enfin de la station 4 a
500m d’altitude.

2. Groupes chimiques caractérisés

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants une plante,
nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques. Pour cela nous avons réalisé
les tests phytochimiques sur les trois parties de la plante (tiges, feuilles et fleurs),

Ces tests sont en relation avec l’intensité du précipité et de turbidité ou la coloration est
proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.

Ainsi :

Une réaction franchement positive est représentée par : +++

Une réaction moyennement positive est représentée par : ++

Une réaction faiblement positive est représentee par : +

L’absence de la substance est représenté par : —.

Les réactions de caractérisation ont permis de mettre en évidence plusieurs groupes chimiques.
Les résultats sont présentés dans les tableaux n°6, 7 et 8.

> Dans les tableaux n°6, 7 et 8 : les Dérivés anthracéniques combinés sont symbolisés par :
- O: pour les O-hétérosides
- C: pour les C- hétérosides

- G: pour les O- hétérosides a génines réduites.
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Tableau n° 6: Les groupes chimiques rencontrés dans les feuilles de Ruta des 4 stations d’études

Stations Station 1 | Station 2 | Station 3 Station 4
Constituants
Catéchols - + - -
Tanins catéchiques + ++ + +
% galliques - - - -
= Flavonoides Flavonones et +++ +++ ++ ++
S Flavanonols
§ Flavonoides libres + ++ + +
S Leucoanthocyanes - - - -
% Anthocyanes _ - - - -
Q libres - - - -
£ Dérivés 0 - - - -
O anthracéniques Combinés C + - - -
G + + - -
Coumarines + +++ ++ +++
Compos | Alcaloides +++ ++ +++ ++
és azotes
Stérols +++ ++ ++ +++
° B :
g2 Tritérpénes + + + +
o2
S8 Saponosides + + ++ ++
Hh IM=118.75 | IM=125 | IM=150 | IM=141.66
- IM: Indice de Mousse
Tableau n° 7: Les groupes chimiques caractéristiques de la tige de Ruta chalepensis des quatre stations
Stations Station 1 Station 2 Station 3 | Stations 4
Constituants
Catéchols - + - -
Tanins catéchiques +++ +++ ++ ++
galliques - - - -
o Flavones + + — -
qg Flavonoides Flavonoides libres + + ++ ++
S Leucoanthocyanes - - - -
§ Anthocyanes - - - -
o libres + + + -
3 Dérivés o) - - - -
8 anthracéniques | Combinés C + + + +
5 G + : : :
© Coumarines +++ + ++ ++
Composes | Alcaloides ++ + +++ ++
azotés
2 W Stérols ++ ++ + +
(<5}
ket ?g Tritérpénes +++ +++ + +
Sg Saponosides +++ - +++ ++
ﬁ b IM= 225 IM=237.5 IM= 150

- IM:

Indice de Mousse
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Tableau n° 8: Les groupes chimiques de fleur de Ruta chalepensis.

Stations Station 2 Station 4

Constituants

Catéchols - -

Tanins catéchiques ++ +
8 galliques - -
= Flavonoides Flavonoides libres +++ +++
3 Leucoanthocyanes - -
S Anthocyanes : ;
c -
Q libres - -
3 Dérivés 0 _ 3
8 anthraceniques Combinés C - -
S G - -
(@)
O Coumarines +++ F++
Composés | Alcaloides ++ ++
azotes
t Stérols + +

[«B}
g —

@ S Triterpenes + n
T £ .
S8 Saponosides + +
S & IM= 66.66 IM=50
n

IM : Indice de Mousse

Nous constatons que :

Les flavonoides existent dans les trois parties de la plante. Ils sont en quantités plus
importantes dans les feuilles par rapport aux tiges et fleurs et cela pour toutes les stations
étudiées. La réaction de cyanidine confirme la présence de flavonones, flavanonols et
flavonoides libres dans les feuilles. De flavones et flavonoides libres (génines flavoniques)
dans les tiges et fleurs.

Dans les quatre stations, les tanins catéchiques sont présents avec des quantités plus
importantes dans les tiges par rapport aux feuilles et aux fleurs. Leur présence est confirmée
par la réaction de Stiasny.

Les coumarines sont importants dans les trois parties de la plante et cela quelque soit la station.
Dans toutes les stations, nous avons remarqué que les alcaloides sont plus importants dans les
feuilles et tiges par comparaisons aux fleurs.

Les stérols sont plus importants que les triterpenes dans les feuilles, et inversement dans les
tiges. 1ls sont cependant en quantité équivalentes dans les fleurs dans toutes les stations.

Les indices de mousses indiquent que I’intensité des saponosides est plus importante dans les
tiges et les feuilles comparativement parlant aux fleurs dans les stations: 1, 3 et 4. Un cas
exceptionnel et enregistré dans la station 2 ou nous constatons 1’absence des saponosides dans
les tiges.

Enfin, il est a noter que dans les quatre stations, les tanins galliques, les anthocyanes, les
Leucoanthocyanes et catéchols ainsi que les dérivés anthracéniques dans les différentes parties
de la plantes sont absents ou rares.

De facon général, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent confirmer les
travaux de HNATYSZYN et al en 1974 ; MOHR et al en 1982 ; ULUBELEN et TEREM en
1988 et aussi MANSOUR EL-SAID et al en 1990 sur la méme espece (Ruta chalepensis) de
provenance d’Espagne, Egypte, Turquie et d’Arabie saoudite respectivement.

52



- Des screening phytochimiques ont mis en évidence la présence de coumarines: chalepensin,
chalepin, rutamarin, bergapten, isopimpinellin et xanthotoxin (ULUBELEN et TEREM, 1988),
augustifolin, scoparone et le 6,7,8-trimethoxy-coumarine (DEL CASTILLO et al, 1984), et
d’alcaloides :  kokusaginine, skimmianine , arborinine, y-fagarine, graveoline, 3'-
hydroxygraveoline (ULUBELEN et al , 1986), taifine, isotaifine and 8-methoxytaifine (MOHR
et al, 1982) en plus du chaloridone (ULUBELEN et TEREM, 1988).

3. Rendement des extractions

NB : La plante recueillie des stations d’Ain Tolba et Beni Rhanane n’a pas fleurie, de ce fait nous avons
récolté la plante pour I’extraction de 1’huile essentielle, mais nous n’avons pas réalisé les autres extraits
sur les fleurs.

3.1. Extrait brut méthanoligue: (voir annexe n°6)

Les rendements en extraits bruts (en %) dans les différentes parties de la plante dans les quatre stations
sont présentés au tableau n°9:

Tableau n° 9: Rendement en extraits bruts

Station Partie de la| % en extraits
plante bruts
Station 1 Tige 8.2
(Ain Tolba) Feuille 15.88
Fleur -
Station 2 Tige 5.75
(Sidi Safi) Feuille 19.81
Fleur 32.15
Station 3 Tige 17.49
(Beni Rhanane) Feuille 19.38
Fleur -
Station 4 Tige 6.05
(Sidi Ben Adda) | Feuille 13.52
Fleur 23.76

Les rendements en extraits bruts sont variables selon les stations et la partie de la plante. Cependant,
les rendements les plus importants sont enregistré dans les fleurs, suivis des feuilles et en dernier des
tiges.

Il est interressant de remarquer que Ruta chalepensis de la station de Sidi Safi est la plus riche en
substances solubles dans le méthanol.

Selon une étude mener par MANSOUR EL-SAID et al en 1990 sur la méme espece, le rendement
en extrait brut de la partie aérienne entiere est de 3.75%. Rendement nettement inférieure a celui obtenu
dans notre étude. Cela est peut étre du a I’utilisation de soxlet ou la température élevée pendant
plusieurs heures qui peut dégrader certains constituants sensibles (tels les polyphénols...) (ANDERSEN
et MARKHAM, 2006), ce qui n’est pas le cas dans notre étude ou I’extraction est réalisée a froid par
simple macération.
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3.2. Extraits flavonigues : (voir annexe n°6)

Les rendements en extrait flavonique sont représentés dans le tableau n°10.

Tableau n° 10: Rendements en extraits flavoniques (%)

Station Partie de la| % en extraits
plante flavoniques
Station 1 Tige 1.03
(Ain Tolba) Feuille 4.89
Fleur -
Station 2 Tige 1.63
(Sidi Safi) Feuille 5.64
Fleur 3.83
Station 3 Tige 2.32
(Beni Rhanane) Feuille 2.79
Fleur -
Station 4 Tige 1.84
(Sidi Ben Adda) | Feuille 2.48
Fleur 3.92

Les rendements sont en relation avec la partie de la plante ainsi qu’avec la station d’¢étude.

Selon le protocole d’extraction des flavonoides utilisé, nous remarquons, qu’a I’exception des tiges
ou ils sont les plus faibles, ces rendements sont indépendants de la partie de la plante. Notamment pour
les stations 2 et 4. En effet, nous notons bien une différence de proportion entre les fleurs et les feuilles
pour ces deux stations.

Le rendement le plus important est obtenu dans les feuilles de la station de Sidi Safi.

Nos résultats sont confirmés par FLEMING et al, 2000, ou les flavonoides représentent selon ses

auteurs, 2 a 5% selon la partie de la plante utilisée.
3.3. Extraits alcaloidiques : (voir annexe n°6)

Les rendements en extraits alcaloidiques sont présentés selon la partie de la plante (tige, feuille ou fleur)
et selon les différentes stations de récolte dans le tableau n°11:

Tableau n° 11: Rendements en extraits alcaloidiques

Station Partie de la| % en extrait
plante alcaloidique
Station 1 Tige 0.81
(Ain Tolba) Feuille 2.39
Fleur -
Station 2 Tige 0.26
(Sidi Safi) Feuille 0.35
Fleur 0.60
Station 3 Tige 1.17
(Beni Rhanane) Feuille 1.55
Fleur -
Station 4 Tige 0.92
(Sidi Ben Adda) | Feuille 0.47
Fleur 0.84

Nos résultats montrent que nos rendements en alcaloides :
- Sont en ordre décroissant allant des fleurs, feuilles puis tiges ; pour les stations 2 et 4 ; feuilles
et tiges pour les deux autres.
- Qu’ils sont plus importants dans les stations d’Ain Tolba et de Beni Rhanane.
- Ce qui est en accord avec la bibliographie : WATERMAN (1975), FLEMING et al (2000).
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3.4. Huile essentielle : (voir annexe n°6)

L’huile essentielle était extraite de la plante entiere dans deux périodes, avant et pendant la floraison, le

tableau n° 12 représente les rendements en huile essentielle obtenus.

Tableau n° 12: Rendement en huile essentielle (en %)

2riode Avant Pendant
floraison floraison
Station
Station 1 0.42 0.51
(Ain Tolba)
Station 2 1.27 1.67
(Sidi Safi)
Station 3 0.41 0.48
(Beni Rhanane)
Station 4 1.80 1.90
(Sidi Ben Adda)

Il apparait au vu des résultats du tableau n°12 que les rendements sont meilleurs pendant la floraison.
De plus, il semblera qu’il y a une relation entre altitude et rendement. En effet, les stations de Sidi Safi
et Sidi Ben Adda respectivement situées a 700 et 500 m d’altitude enregistrent des rendements plus
important par rapport & ceux des deux autres stations situées a moins de 350 m. Ce qui est confirmé par
I’étude de MERGHACHE et al, 2009.

Les rendements de 1’huile essentielle rencontrés dans nos échantillons, sont plus importants que ceux
enregistrés par MERGHACHE et al, 2009 (0.82 %), d’INIGO et al, 1981 citée par MERGHACHE (0.1
a 1.13%) sur la méme espece, mais moins importants que ceux enregistrés par MEJRI et al, 2010
(Jusqu’a 5.51% v/m) sur la méme espece du nord de Tunisie.

4. Les indices physicochimiques de ’huile essentielle de Ruta chalepensis

Les indices de I’huile essenticlle, consignés dans le tableau n°13,

floraison de la plante.

sont calculés avant et pendant

Tableau n° 13: Les indices physicochimiques de 1’huile essentielle de Ruta chalepensis

Période Densité | Miscibilité | Indice de Indice Indice | Indice de
de a dans réfraction | d’acide | d’ester | peroxyde
cueillette | Stations 20°C | Péthanol
Avant Station 1 0.9295 1V/1.5V 1.428 8.62 50.36 8623.78
floraison | (Ain Tolba)
Station 2 0.8812 1V/1.5V 1.429 4.82 47.87 6221.03
(Sidi Safi)
Station 3 0.9013 1V/1.5V 1.500 9.53 30.90 9423.75
(Beni Rhanane)
Station 4 0.9133 1V/1.5V 1.398 2.15 18.98 7920.79
(Sidi Ben Adda)
Pendant | Station 1 0.9115 1V/1.5V 1.344 8.50 52.44 9036.95
floraison | (Ain Tolba)
Station 2 0.8631 1V/1.5V 1.378 3.11 48.15 8905.08
(Sidi Safi)
Station 3 0.8840 1V/1.5V 1.464 8.75 31.68 9800.50
(Beni Rhanane)
Station 4 0.8960 1V/1.5V 1.350 2.09 19.02 8031.23

(Sidi Ben Adda)
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Nous pouvons constater :

- Un volume d’huile essentielle de chaque station est miscible dans un volume et demi d’éthanol,
avant ou pendant floraison.

-Les densités a 20°C et les indices de réfractions des huiles essentielles des quatre stations sont
proches, avec des diminutions infimes pendant la floraison.

- L’huile essentielle de Sidi Ben Adda a I’indice d’acide et d’ester les plus faibles par rapport aux
autres stations.

- Pour les densités a 20°C, les indices de réfraction et d’acide de trés faibles diminutions sont
remarqués pour les huiles essentielles de la plante pendant floraison. L’inverse est observé pour I’indice
d’ester et de peroxyde. Cela est valable pour chaque station prise a part.

- Nos résultats sont dans 1’ensemble conformes a la littérature, ou les propriétés physicochimiques
déterminés par BASER et al, 1996 cité par MERGHACHE et de MERGHACHE et al, 2009 sont
proches (tableau n°14).

Tableau n° 14: les indices physicochimiques de I’huile essentielle de R.chalepensis de la région de

Tlemcen (Beni Mester) obtenus par 1’étude de MERGHACHE et al, 2009

Indices Densité | Miscibilité | Indice de Indice | Rendement
a dans réfraction | d’acide (%)

Station ]
20°C I’éthanol

Période

Beni Mester | Avant floraison 0.8273 1v/2v 1.4344 7.32 0.28
Pendant floraison | 0.8312 1v/2v 1.4316 452 0.78

<) 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 1’huile essentielle de Ruta chalepensis de
provenance 1’Argentine (38.1%), la Turquie (66.5%), I’'Iran (52.5%) et I’Inde (4.3 - 67.8%). Quant a
I’huile essentielle de 1’ Arabie Saoudite, le pourcentage en 2-undécanone est inférieur ou égal a 4.5%.
Cependant I’huile essentielle de provenance I’Italie contient deux constituants majoritaires le 2-
nonanone (49.9 %) et le 2-undécanone (30.0 %) (MERGHACHE et al, 2009).

L’analyse par CG-SM de I’huile essentielle de rue de provenance Tunisie, 13 composes ont été
identifiés, le constituant majoritaire est le 2-undecanone (77.18%), 2-decanone (8.96%) et 2-dodecanone
(2.37%) dans I’huile essentielle de la partie aérienne, pour celui des fleurs le composé unique était le 2-
Undecanone (100%), le pulegone dans les tiges (32.11%) et le camphore est exclusivement identifié
dans I’huile essentielle des feuilles (2.46%) (MEJRI et al, 2010).

Tandis que d’aprées I’étude de MERGHACHE et al, 2009. L’analyse par CG et CG/SM des constituants
volatils des différentes parties de la plante montre 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, 2-

nonanone et le 1-décanol.

56



Il. Tests in vitro de [’activité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits de plante sont largement dépendant de la composition de ces
extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in vitro, 1’évaluation de 1’activité est donc
nécessairement réalisée par au moins deux méthodes différentes (WONG, LEONG et KOH, 2006).

Remargue : Dans toutes les figures qui suivent la nomination des extraits : T= tige, F= feuille, FI=

fleur, les numéros de 1 a 4 indiquent les stations (1 : Ain Tolba ; 2 : Sidi Safi ; 3 : Beni Rhanane ; 4 :

Sidi Ben Adda)

1. Réduction du fer (FRAP) :

L’évaluation de I’activité antioxydante par réduction de fer est une méthode facile et reproductible, pour

cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (LI et al, 2007).

Pour tous les extraits, des dilutions en cascade allants de 1 a 0.06 mg/ml, sont préparées, les pouvoirs

réducteurs sont mesurés a 700 nm (AMAROWICZ et al, 2010 ; GULCIN et al, 2010).

3,5
3
2,5
2
15

1

Absorbance a 70 nm

0,5

0

-

-

-
—‘—
-
-

= == Ac ascorbique
F1

— 2

F3

—

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration (mg/ml)

— F4
—_—T1
—_— T2
— T3

T4
— FI2
— Fl4

Figure n° 28: Pouvoir réducteur des extraits bruts et de 1’acide ascorbique.
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Figure n° 29: Pouvoir réducteur des extraits flavoniques et de 1’acide ascorbique.
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Figure n° 30: Pouvoir réducteur des extraits alcaloidiques et de 1’acide ascorbique.

Les pouvoirs réducteurs de tous les extraits bruts, flavoniques et alcaloidiques sont représentés dans

I’histogramme ci-dessus pour avoir une idée sur les extraits les plus actifs.
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Figure n° 31: Pouvoir réducteur de tous les extraits de Ruta chalepensis.
< D’aprés nos résultats, pour tous les extraits testés une augmentation de la réduction du fer est
proportionnelle aux concentrations utilisées.
<) Tous nos extraits des trois parties de la plante recueillie des quatre stations présentent des
activités antioxydantes nettement inférieures que celle de la référence (acide ascorbique), pour

ce dernier la réduction est presque totale a partir d’une concentration de 0.6 mg/ml.
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< Les extraits bruts sont généralement les plus actifs, puis les extraits alcaloidiques et flavoniques,

dans les différentes stations.

< Les extraits de fleurs sont les plus actifs comparativement parlant aux extraits de feuilles ou

tiges dans chaque station a part (sauf exception pour les extraits bruts de feuilles des stations 2 et

4 qui sont plus actifs).

2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl):

L’activité antioxydante des différents extraits flavoniques et alcaloidiques de Ruta vis-a-vis du radical

DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne

par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.

/}-::-\ /\i‘ //".;\\.h ‘//'\.__\.
NSNS + Antioxydant-OH NS /Ir + Antioxydant-O*
-‘jl- NH
ONZ~NO: ON A _-NO;
~ >

DPPH (violet)

DPPH-H (jaune)

Figure n°® 32: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant de 0,046875 a 1.5 mg/ml

pour 1’acide ascorbique, de 0,46875 a 15 mg/ml pour les extraits bruts et alcaloidiques, de 0,625 a 20

mg/ml pour les extraits flavoniques.

Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, une courbe d’allure

exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une relation proportionnelle entre le pourcentage de

réduction du radical libre et la concentration de 1’extrait dans le milieu réactionnel.

2.1. Acide ascorbique :

= e
N DA OO O N
o o © © o o

% d'activité antiradicalaire

o

Acide ascorbique

y = 24,5In(x) + 87,936
R2 = 0,994

0 0,5 1

15 2

Concentration (mg/ml)

Figure n° 33: Pourcentages de reduction du radical libre DPPH de I’ Acide Ascorbique.
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Remargue : Dans toutes les figures qui suivent la nomination des extraits : T= tige, F= feuille, Fl=
fleur, les numéros de 1 a 4 indiquent les stations (1 : Ain Tolba ; 2 : Sidi Safi ; 3 : Beni Rhanane ; 4 :
Sidi Ben Adda).

2.2. Extraits bruts méthanolique:

Les profils d’activités anti-radicalaires des extraits bruts de différentes parties de la plante des 4 stations
sont représentés dans la figure.
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Figure n° 34: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits bruts des tiges.

L’extrait brut des tiges des stations 1, 2 et 3 ont montré des pouvoirs de piégeage du radical DPPH
presque similaires, tandis que les tiges de la quatrieme station ont une activité moindre. De fagon
générale, tous les extraits bruts des tiges des différentes stations ont atteint 50% d’activité.
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Figure n° 35: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits bruts des feuilles.

En vu de la figure si dessus, nous pouvons dire que les extraits bruts des feuilles ont tous des activités
similaires, et atteints 50% d’activit¢ a des concentrations inférieures a 3 mg/ml
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Figure n° 36: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits bruts des fleurs.

Les fleurs ont des pouvoirs réducteurs similaires, plus importants par rapport aux autres parties de la
plantes et ont atteint 50% de réduction avant une concentration de 2 mg/ml.

2.3. Extraits flavoniques :
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Figure n°® 37: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits flavoniques des tiges.
Les extraits flavoniques des tiges ont révélés des activités moins importantes que les extraits bruts, ils

ont atteint 50% de réduction a des concentrations proches de 5 mg/ml.
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Figure n° 38: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits flavoniques des feuilles.
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Les extraits flavoniques des feuilles des quatre stations ont tous atteint 50% d’activité antiradicalaires
mais a des concentrations différentes, les feuilles de la quatriéme station ont montré I’activité la plus
importante, tandis que celles de la station trois les moindre.

120 -
100 -
80 -
60 - *FI2

40 - BFl4

20

9% d'activité antiradicalaire

0 5 10 15 20 25
Concentration (mg/ml)

Figure n°® 39: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits flavoniques des fleurs.
Les extraits flavoniques des fleurs ont atteint aussi 50% d’activité a des concentrations inférieurs a 3

mg/ml, avec des activités similaires pour les fleurs des deux stations ou on a pu les cueillir.

2.4. Extraits alcaloidiques :
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Figure n° 40: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits alcaloidiques des tiges.

Les extraits alcaloidiques des tiges ont montré des activités moyennes avec une atteinte de 50% de
réduction a des concentrations situées entre 3 et 12 mg/ml.
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Figure n° 41: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits alcaloidiques des feuilles.

Les extraits alcaloidiques des feuilles des stations 2 et 4 ont montré des pouvoirs de réduction meilleurs
que celles des stations 1 et 3. Tous les extraits ont atteint 50% de réduction a des concentrations

differentes.
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Figure n° 42: Pourcentages de réduction du radical libre DPPH des extraits alcaloidiques des fleurs.
Les extraits alcaloidiques des fleurs préparés selon la méthode d’HARBORNE, ont atteint le seuil de

50% de réduction du radical libre DPPH a des concentrations proches et inférieures a 2 mg/ml.
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3. Calcul des IC50 :

La capacité antioxydante de nos différents extraits a été déterminée a partir des IC50. C’est la

concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. L’IC50 et 1’activité antioxydante

de I’extrait testé sont inversement proportionnels (PRAKASH et al, 2007).

Nous avons calculé les IC50 pour chaque extrait a partir de 1’équation logarithmique de la courbe tracée,

les valeurs sont représentées dans le tableau n°15,

Tableau n° 15: Valeurs des IC50 (en mg/ml) des extraits de Ruta chalepensis et de 1’ Acide Ascorbique.

EXTRAITS IC50 extraits | IC50  extraits | IC50  extraits

bruts flavoniques alcaloidiques
T1 2,23320728 8,004962875 3,188674747
F1 2,60081804 3,788174845 4,926310927
T2 2,16844811 7,319435742 11,53318972
F2 1,33019767 457243077 2,462053518
Fl2 1,72494055 2,183671173 1,03812411
T3 7,78526629 10,69267189 4,651840474
F3 2,70050907 3,845749799 6,065272212
T4 2,89775631 4,011943191 7,776028805
F4 1,16591909 5,387620555 2,815928756
Fl4 1,50715176 2,465578239 1,710270345
Acide Ascorbique | 0,06822943

IC 50 en mg/ml

Figure n°® 43: Les IC50 des différents extraits de Ruta chalepensis et de 1’acide ascorbique.

B |C50 extraits bruts

IC50 extraits flavoniques

IC50 extraits alcaloidiques

® D’aprés I’histogramme, nous remarquons en premier lieu que tous nos extraits ont des activités

moins importantes que la substance de référence, 1’acide ascorbique,

extraits des feuilles et tiges,

m En second lieu, les extraits des fleurs sont généralement les plus actives par rapport aux autres
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Au sein des extraits bruts on peut les classer selon I’ordre décroissant d’activité antioxydante
comme suit : Acide ascorbique> F4> F2> Fl4> FI2> T2> T1>F1> F3> T4> T3 ;

Les extraits flavoniques peuvent étre classés par ordre décroissant du pouvoir anti-radicalaire,
comme suit : Acide ascorbique> FI2> Fl4> F1> F3> T4> F2>F4>T2>T1> T3

Finalement, les extraits alcaloidiques sont classés par ordre d’activité décroissante comme :
Acide ascorbique> FI2> FI4> F2> F4> T1> T3> F1> F3> T4> T2.

D’apres les résultats, le classement des extraits selon la méthode du piégeage du radical DPPH

est confirmé par le classement obtenu par la méthode de réduction du fer.

4. Conclusion de activité antioxydante :

Les extraits bruts sont plus actifs que les extraits alcaloidiques et flavoniques, cela est due
surement a la complexité des extraits bruts en substances polyphénoliques et la synergie entre
eux pour une meilleure activité antioxydante (VERMERRIS et NICHOLSON, 2006).
BOLAND et TENHAVE ont postulé en 1947 les réactions selon lesquelles les composés
phénoliques (AH) interférent avec ’oxydation des lipides en cédant leurs hydrogenes aux
radicaux lipidiques, puis entrent en compétition avec les réactions de propagation (SHAHIDI et
NACZK, 2004).
ROO+AH — ROOH+A’
RO+AH—ROH+A’
ROO+A'—ROO0A
RO+A"— ROA
RO’+RH — ROOH+R’
L’efficacité de I’antioxydant (AH) augmente si la force de la liaison A-H est faible et le radical
(A) résultant doit étre le plus stable possible, ce qui est le cas pour les composé phénoliques et
flavonoides, se sont des meilleurs donneurs d’électron ou d’hydrogéne (SHAHIDI et NACZK,
2004), chélateurs des ions métalliques (PRATT et HUDSON, 1990 ; LADANIYA, 2008).
Plusieurs études ont montrés que les groupements hydroxyles dans les composés phénoliques et
flavonoides sont responsables de leurs pouvoirs antioxydants (HEIGNEN et al, 2001 ; HEIM et
al, 2002), et aussi les sites d’hydroxylation des différents noyaux affectent la potentialité
antioxydante (URI, 1961). Pour les flavonoides, les formes aglycones sont plus actives que les
formes glycosylées (SHAHIDI et NACZK, 2004).
Les activités des extraits flavoniques sont généralement proches de celles des extraits bruts.
Selon DJERIDANE et al (2006), les flavonoides représentent un groupe important de composés
phénoliques chez le genre Ruta.
En général, les activités de nos extraits sont moyenne en général, ce qui est confirmé par 1’étude

de DJERIDANE et al, 2006 ou il a trouvé que ’activité d’extrait phénolique de Ruta sp est
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moins importante par rapport aux autres dix plantes étudiées en méme temps, malgré que le
contenue en composés phénoliques est important, cela est due généralement a la synergie entre
les différents composés antioxydants existants, ce qui rend [Dactivit¢ non seulement
concentration-dépendante.

Selon 1’étude de RATHEESH et al, 2010 sur une espece proche, Ruta graveolens révele aussi
une activité antioxydante remarquable, en plus de ’activité anti-inflammatoire et prévention

contre les maladies cardiaques chez des rats obéses.
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I11. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de la plante Ruta chalepensis des

quatre stations a été effectuée, et ce vis-a-vis de cing souches bactériennes et une levure. Les souches

étudiées sont représentées dans le tableau n°16.

Tableau n° 16: Les souches microbiennes.

Souches Etat frais Coloration de | Provenance
Gram

Escherichia coli ATCC 25922 Bacille - Laboratoire

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bacille - LAPRONA

Bacillus cereus ATCC 11178 Bacille + (Université de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Cocci + Tlemcen).

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Cocci +

Candida albicans ATCC 10231 Levure

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a été réalisée par deux techniques :

+ La technique de diffusion des disques sur milieu solide, qui est une technique qualitative basée

sur la mesure des diametres d’inhibitions en mm. La quantité des huiles essentielles déposée sur

les disques est de 10 pl (nous avons essayé avec 3 pl d’huile essentielle mais nous n’avons pas

eu d’activité importante).

+ La méthode de micro-dilution en milieu liquide est réalisée pour les souches dont la zone

d’inhibition est importante (>10 mm) (DRAMANE, WITABOUNA et KAGOY IRE, 2010).

+ L’inoculation sur milieu gélosé est nécessaire pour déterminer la nature de [D’activité

antimicrobienne (bactéricide ou bactériostatique).

Tableau n° 17: les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches (en mm) par la méthode de

disques. (voir annexe n°4)

Souches Diametre d’inhibition (mm)
L’huile essentielle Antibiotique de référence
Station 1 | Station 2 | Station 3 | Station 4 | Gentamicine | Amphotéricine
(AIn (Sidi (Beni (Sidi Ben (10ug) B (20p0)
Tolba) Safi) Rhanane) | Adda)
Escherichia coli 31 15 36 6 13
ATCC 25922
Pseudomonas 19 6 10 6 15
aeruginosa ATCC
27853
Bacillus cereus 24 6 48 15 23
ATCC 11178
Staphylococcus 17 38 10 6 32
aureus ATCC 25923
Enterococcus 11 12 10 10 26
faecalis
ATCC 29212
Candida albicans 13 18 10 12 22
ATCC 10231
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*

*

En vu des résultats, les huiles essentielles de Ruta chalepensis des quatre stations agissent
difféeremment sur les souches testées.

L’activité des huiles essentielles est plus importante contre Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus et Escherichia coli ou I’huile était parfois plus actif que 1’antibiotique de référence, et
moindre contre les autres bactéries et la levure Candida albicans.

Pseudomonas aeruginosa, malgré sa grande résistance aux antibiotiques, elle est sensible vis-a-
vis de I’huile essentielle de la station 1, plus ou moins sensible vis-a-vis de I’huile essentielle de
3éme

celle de station, et résistante contre les huiles essentielle des stations 2 et 4.

Staphylococcus aureus et Escherichia coli sont résistantes a I’huile essentielle de la station 4.

Tableau n° 18 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) des huiles essentielles des quatre stations.

(voir annexe n°4)

Microorganisme Huile essentielle | CMI (ug/ml)
Station 1 31,25
Bacillus cereus ATCC 11178 Station 3 15,625
Station 4 125
Station 1 46,875
Escherichia coli ATCC 25922 Station 2 93,75
Station 3 125
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Station 1 250
Station 2 93,75
Station 1 125
Candida albicans ATCC 10231 Station 2 125
Station 4 187,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | Station 1 250
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Station 2 250

Les CMI des huiles essentielles des différentes stations sont comprises entre 15 et 250 pg/ml.
L’huile essentielle de Ruta chalepensis des stations 1,3 et 4 exerce une activité bactériostatique
sur Bacillus cereus. C’est la souche la plus sensible avec des CMI comprises entre 15 et 125

ug/ml,
En second place vient Escherichia coli a des concentrations d’inhibitions allant de 46 a 125

pg/ml.
Staphylococcus aureus est plus sensible vis-a-vis de I’huile essentielle de la deuxieme station.

Les autres souches sont plus résistantes.

68



Conclusion :

L’huile essentielle de Ruta chalepensis exerce une bonne activité antimicrobienne contre les six
souches utilisées dans notre étude, ou nous remarquons une grande variation entre les huiles essentielles
de cette plante par rapport aux différentes stations de cueillette.

Plusieurs études ont montrés 1’efficacité d’autres extraits de rue sur des souches microbiennes tels :
L’activité antifongique (Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Microsporum canis, Paecilomyces
lilacinus, Scopulariopsis brevicaulis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum) d’extrait
éthanolique de rue démontrée par les travaux de LAUK et al, 2000. D’autres travaux sur ’activité
antimicrobienne d’extraits et méme d’huile essentielles des espéces proches (Ruta montana et Ruta
graveolens) renforcent plus nos résultats (IVANOVA et al, 2005 ; EMEA, 1999).

Malgré que nous n’ayons pas trouvé dans la littérature des études sur I’activité antimicrobienne de
I’huile essentielle de rue mais le profil des composés volatile qu’il contient selon des travaux variés,
confirme I’activité qu’il peut 1’exercer.

La présence de composés cétoniques, d’acides aliphatiques, d’alcools de mono et sesquiterpénes
révele aux huiles essentielles des espéces de Ruta (chalepensis, graveolens et montana) leurs activités
antibactéeriennes et antifongiques (DE FEO et al, 2002; OLIVA et al, 2003; IVANOVA et al, 2004 ;
BURGA, 2005).
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CONCLUSION



R uta chalepensis est une plante a effet thérapeutique de la racine a la tige, des feuilles aux fleurs,
prometteuse pour ses activités antimicrobienne et antioxydante, qui lui conférent toutes les
propriétés pharmacologiques qui date de 1’ére Hippocratique. A cette époque déja elle était utilisée
comme abortif, emménagogue et contre des maladies pulmonaires, soit par administration interne par
tremper de la plante dans le vin, le miel ou ses dérivés, soit par voie externe. Ce qui est le plus utilisé
actuellement, a cause de sa toxicite.

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en métabolites secondaires,
ol nous avons constaté la présence des flavonoides, des tanins, des stérols, des triterpénes, des
coumarines, des alcaloides et des huiles essentielles.

Les rendements des extraits réalisés sur les différentes parties de la plante sont relativement
importants. Pour les extraits bruts, les fleurs ont les rendements les plus élevés avec plus de 19%. Les
différentes parties de la plantes dans les quatre stations de récolte ont des rendements en extrait
flavonique allant de 1 & 5%. Avec la station de Beni Rhanane, le rendement en alcaloides est important
1.17% pour les tiges et 1.55% pour les feuilles.

Le pouvoir antioxydant des extraits sont moyens a faible en général, avec des IC50 inférieurs a 12
mg/ml. Ces résultats sont confirmés par deux méthodes : la réduction du fer et le piégeage du radical
libre DPPH.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle est moyenne & bonne sur les souches testées.

Bacillus cereus et Escherichia coli sont relativement sensibles avec des CMI comprises entre 15 et 94
pg/ml pour les stations de Beni Rhanane, Ain Tolba et Sidi Safi. Staphylococcus aureus est sensible a
I’huile essentielle des stations d’Ain Tolba et Sidi Safi avec respectivement 17 et 38 mm de diamétre
d’inhibition. Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis et Candida albicans, sont plutét peu a
pas sensibles

L’étude sur Ruta chalepensis dans les quatre stations selectionnées de Ain Témouchent, nous a permis
de remarquer la diversité au sein de cette espece, de point de vue composition qu’activité. Aussi nos
perspectives pour 1’avenir seront :

- Extraction et isolement des produits du métabolisme secondaires avec un degré de pureté
suffisant pour les constituants de chaque famille;

- Faire des études in vitro sur les activites des constituants de chaque famille cette plante
concernant le pouvoir antioxydant et antimicrobien en usant d’autres souches microbiennes.

- Etil serait également intéressant, de tester les différentes familles ou molécules isolées, in vivo
sur différents modéles biologiques, afin de trouver une application thérapeutique des molécules
actives isolées.

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

nord de I’ Afrique.
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Annexe n°1 : Huile essentielle

Electronégative, relaxation

Coumann

| or aromatic aldehydes

Molécules Polaires, hydrophiles

Hydrocarbons

Electropositive, stimulateur

Figure n° 44: Biogramme aromatique (PITMAN, 2004)

Figure n° 45: Distillateur de 1’ére moyenne (PITMAN, 2004).

Molécules non polaires, hydrophobes
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Tableau n° 19: Classification biochimique des huiles essentielles

(PRABUSEENIVASAN et al, 2006 ; SHIGEHARU et al, 2001 ; CHASSAING; 2006 ;

KEVILLE et GREEN, 1995 ; CLARKE, 2008 ; HIGLEY, 2005).

Groupe

Exemples

Propriétés

Les hydrocarbures
mono terpéniques

Noms des composants dont le
suffixe est en éne :

o thuyene, Camphene,
Cymene et ses isomeres,
Limonéne, Ociméne, Pinéne et
ses isomeres, Terpinéne et ses
isomeres, Terpinoléne.

e A utiliser avec précaution car elles peuvent
devenir dermocaustiques ;

¢ Antalgique en usage percutaneé ;

¢ Antiseptique atmospheérique : a utiliser en
diffusion et relativement agressives pour les
muqueuses ;

e Microbicide par contact.

Les hydrocarbures
sesquiterpéniques

Aromadendrene, Bisabolene,
Cadinene et ses isomeres,
Calamenéne, Cédréne et ses
isomeres, Chamazulene,
Curcumene, Zingibéréne

e Généralement ces huiles sont colorées, elles
donnent une couleur vert sombre ou bleue ;

¢ Anti inflammatoire ;

e Calmant ;

o L égérement hypotenseurs.

Les phénols

Australol, Carvacrol, Chavicol,
Eugenol, Gaiacol, Thymol.

e Déséquilibrant a haute dose

e Leur emploi exige une association d’une
huile végétale (pour éviter leur toxicité et
faciliter leur digestion) ;

e[ ’usage d’huile essentielle a phénol doit
étre associé a I’absorption d’autres huiles
essentielles régulatrices et
décongestionnantes de la sphére hépato
biliaire afin de faciliter leur assimilation ;

¢ Anti-infectieux puissant  (bacteéricide,
virucide, parasiticides) ;

e Dermocaustique ;

e Excitant a dose élevée ;

e Hépatotoxiques a doses fortes et répétées
(leur emploi devrait étre restreint) ;

¢ Hypertenseur ; Hyperthermisant ;

e Immunostimulant ;

e Irritant pour les muqueuses (utile dans les
congestions ORL) ;

e Tonique a faible dose

Les alcools mono Bornéol, Carvéol, Citronnellol, | e Anti infectieux (bactéricide, virucide,
terpéniques Géraniol, Lavandulol, Linalol, | fongicides) ;
Menthol, Myrténol, Nérol, | e Excellentimmunostimulant ;
Pinacarvéol, Sabinol, | e Faiblement hyperthermisant et
Terpinéol et ses isomeres, | hypertenseur ;
Thuyanol. e Neurotonique (dose élevée) ;
e Tonique général ;
e Hémolytiques a fortes doses.
Les alcools Bisabolol et ses isomeres, | e Faiblement anti infectieux ;
sesquiterpéniques Cadinol et ses isomeres, | e Immunostimulants
Carotol,  Cédrol,  Daucol

Farnésol, Santalol,

o Non toxiques ;
e Stimulants généraux ;
e Toniques.
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Les alcools
diterpéniques

Diol, Manool,
Scalérol.

Salviol,

¢ Régulatrices hormonales ;
e Faiblement volatiles.

Les aldéhydes

Chémotypes dont les noms se

terminent par al :
Citral et ses
Citronnellal,
Myrténal, Phellandral.

isomeres,
Farsénal,

e Agissent favorablement sur le systéeme
nerveux ;

¢ Anti inflammatoires ;

e Hypotenseur ;

¢ Hypothermisant.

Les cétones

Artémisia cétone, Atlantone,
Bornéone = camphre, Carvone,
Cryptone Menthonone,
Pinocamphone, Pinocarvone,
Pulégone, Thuyone,
Verbénone, Vétivone,
Vulgarone et ses dérivés.

e Leurs ventes sont réservées aux
pharmaciens ;
e Faible dose : calmante, sédative,

hypothermisant ;

eForte dose: neurotoxique, stupéfiante,
épileptisantes, abortive (les thuyones:
sauge...);

e Mucolytique; Lipolytique ;

¢ Anticoagulant tout en activant le processus
de cicatrisation ;

¢ \Vermifuge ; Antimycosique.

Les diones Dicétone, Dimethyl, Methyl, | e Antispasmodiques ;
Tetrameéthyl, Trimethyl et leurs | o Anticoagulants.
dérivés.
Les Acides Acides : Angélique, Anisique, | e Anti inflammatoire puissant ;
Campholénique, Cinnamique, | e Diurétique ;
Citronne”ique Géranique, ° Hypotenseur :
Myrténique, Phtalique, | o Hypothermisant.
Pinonique, Rosmarinique,
Salicylique.
Les esters Différents acétates, benzoates, | e Antispasmodique ;
salicylates des chémotypes des | e Calmant :
huiles essentielles e Tonique ;
e Rééquilibrant nerveux ;
e Décongestionnant cutané en cas de
manifestations inflammatoires
Les ethers Apiol, Asarone, Elémicine, ¢ Spasmolytique puissant ;
Les différents méthyls et trans | e Calmant : Sédatif (puissant),
des chémotypes des huiles | Décontractant :
essentielles, e Antidépresseurs  psychique  (excellent
Myristicine, Safrol. rééquilibrant nerveux) ;
eL’apiol et la myristicine : éthers oxydes :
utéro-toniques, spasmolytiques et toxiques
a dose élevee (abortif, hépato toxique).
Les oxydes 14 Cineol, 1.8 cinéol = eDécongestionnant a tropisme  broncho
eucalyptol, Ascaridol, | pulmonaire ;
Différents oxydes des | « Mucolytique ;
chémotypes des huiles | o Expectorant ;
essentielles. e Action hormonale (oxyde de
sesquiterpénols et diterpénols).
Les coumarines Angélicine, Auraptene, | e Sédatif nerveux ; Anticonvulsif ;
Bergamottine, Bergaptene, | Hypothermisant ;Hypotensif ;

Bergaptol, Byakangélicine
Célérine, Citropténe,
Umbelliférone.

¢ Excellent anticoagulant ;
eLes furocoumarines ne doivent pas étre
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utilisées sur la peau avant I’exposition au
soleil car elles sont photosensibilisantes ;

eles pyrannocoumarines sont
hépatotoxiques.

Les lactones

Différents lactones des
chémotypes des huiles
essentielles, Hélénine  ou

isoalantolactone, Santonine ou
santolactone.

eLes lactones agissent en profondeur du
terrain du patient et  certaines sont
allergénes par voie cutanée ;

¢ Mucolytiques ; Expectorant.

Les phthalides Sédanolide, Ligustilide | eDraineur des émonctoires: foie, rein,
(ou phthalydes) sédanénolide intestins ; Détoxiquant.

Les composés a Alcool benzylique, Haxanol, | eSe trouvent dans les hydrolats et en faible
nombre de carbone Isoamylol, Octanone, | quantité dans les huiles essentielles (sauf les
inférieur a 10 Nonanone, Angélate | hydrocarbures) ;

d’isobutyle, Vanilline, Octanal,
Haxanal, Nonanal, Aldéhyde
isovalérianique.

el eurs propriétés respectives sont celles
dues a leurs fonctions biochimiques ci —
haut indiquées.

Les composés soufrés

diallyl disulfide, diallyl
trisulfide, allylpropyl disuflide,
méthylpropyl trisuflide,
thiobenzoate de s-méthyle.

e Odeur tres forte, pour cela leur prescription
est delaissée ;

e Dermocaustiques (usage externe)

e Révulsives (en usage externe)

e Irritant (en usage externe ;

¢ Antibactériens ;

¢ Anti parasitaires ;

¢ Usage dans les affections respiratoires

Les composés azotés

anthranilate de méthyle et ses
dérivés, cynanide et ses
dérivés, indole.

e Calmante sur le systeme nerveux

Les composés
bifonctionnels
(soufre + azote)

isothiocyanate d’allyle
isothiocyanate d’éthyle

e Toxique ;
o Neurotoxiques ;
e Dermocaustique.
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Annexe n°2 : Réactions de caractérisation positive

~ Photo n° 3: Réaction de cyanidine positive.

Photo n° 4: Réaction de WAGNER et MAYER
positive.

Photo n° 5: Réaction de Stiasny positive pour les
tanins catéchiques.
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Annexe n°3 : Quelques Matériels de laboratoire

Photo n° 9: Centrifugeuse
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Photo n° 11: Etuve
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Annexe n°4 : Activité antimicrobienne

NB: S1: Station 1 (Ain Tolba)
S2 : Station 2 (Sidi Safi)
S3: Station 3 (Beni Rhanane)
S4 : Station 4 (Sidi Ben Adda)

Photo n° 12: Activité huile essentielle contre Bacillus cereus

Photo n°® 13: Activité huile essentielle contre Escherichia coli
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Photo n° 14: Activité huile essentielle contre Pseudomonas aeruginosa.

Provenance d'uile Huile essentielle + DMSO

essentielle
¢ Souches
S2 Staphylococcus aureus
S1
S2 Enterococcus faecalis
S3
S2 Escherichia coli
S1
S1 Pseudomonas aeruginosa
S1
2 Candida albicans
S4

Concentration en
huile essentielle en

pg/ml

250 > 1.95

Photo n°15: Microplaque avec les CMI.
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Annexe n°5: Stations d’étude

e o)

Tolba.

Photo n°16: Station d’Ain

Photo n°17: Station de Sidi Safi.

Photo n°18: Station de Beni Rhanane.

Photo n°19: Station de Sidi Ben Adda.
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Annexe n°6: Nos extraits

Photo n°22: Extraits flavoniques de tige (T), feuille (F) et fleur (FI) de la station de Sidi Safi (2).
™ F3

Photo n°23: Extraits alcaloidiques de tige (T), feuille (F) et fleur (FI) de la station de Sidi Ben Adda (4).
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Photo n°24: Tous les extraits réalisés sur Ruta chalepensis.
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Résumé

Ruta chalepensis L. est une plante aromatique, médicinale, appartenant a la famille des rutacées,
appelée communément par la population locale « Fidjel ». Elle est spontanée, largement répandue en
Afrigue du nord, particulierement en Algérie.

Le screening phytochimique pour les trois parties de la plante recueillie de quatre stations de la
wilaya d’Ain Témouchent a mis en évidence la présence de coumarines, flavonoides, d’alcaloides,
tanins et de stérols et triterpenes. L’extraction par hydrodistillation, a permet 1’obtention d’huile
essentielle.

Les extractions sélectives ont révélés des rendements importants comparativement parlant aux études
réalisées sur la méme espéce dans d’autres pays...

Les extraits bruts, flavoniques et alcaloidiques ont montrés des pouvoirs moyens de réduction de Fer
et de piégeage de radical libre DPPH. Les IC50 sont comprises entre 1 et 12 mg/ml.

Les huiles essentielles des quatre stations ont de bonnes activités antibactériennes contre Bacillus sp,
Escherichia sp, Staphylococcus sp et méme Pseudomonas sp.

Mots clés : Ruta chalepensis, métabolites secondaires, huile essentielle, pouvoir antioxydant, FRAP,
piégeage du DPPH, activité antimicrobienne.

Summary

Ruta chalepensis L. is an aromatic plant belonging to the family of Rutaceae, commonly called
by locals “Fidjel”. It is spontaneous, largely spread in North Africa, especially Algeria, it is a medicinal
plant still used in traditional medicine in many countries as a laxative, anti-inflammatory, analgesic,
antispasmodic, abortifacient, antiepileptic, emmenagogue and for the treatment of skin diseases.

The phytochemical screening of the plant from four stations in the wilaya of Ain Temouchent
revealed the presence of coumarins, flavonoids, alkaloids, tannins and sterols and triterpenes.
The preparation of crude extracts, of flavonoids and alkaloids from the three parts of the plant by
specific solvents and the extraction of essential oil of the whole plant have revealed significant returns.
These extracts (crude extracts, flavonoids and alkaloids) have shown a medium powers to reduce
Iron and free radical scavenging (DPPH), which means the IC50 is between 1 and 12 mg / ml.
The essential oil of the four stations has a good antibacterial activity against several species including
Bacillus sp, Escherichia sp, Staphylococcus sp and even against Pseudomonas sp.

Keywords: Ruta chalepensis, secondary metabolites, essential oil, antioxidant power, FRAP, free radical
scavenging DPPH, antimicrobial activity.
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