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Résumé

Ruta chalepensis L. est une plante médicinale largement utilisée en médecine traditionnelle en
raison de sa richesse en compos¢s bioactifs. Ce travail vise a réaliser un criblage phytochimique
des extraits, a évaluer les activités antioxydante et anti-inflammatoire des extraits et huiles
essentielles de Ruta chalepensis récoltée dans trois régions algériennes :Sidi Berich (montagne,
Tlemcen), Sebaa Chioukh (plaine, Tlemcen) et Blida (pépini¢re, Nord), tout en étudiant

l'influence de la région de récolte.

L'activité antioxydante a été évaluée par les tests DPPH, FRAP et CAT, tandis que l'activité

anti-inflammatoire a été évaluée par le test d'inhibition de la dénaturation de I'albumine d'ceuf.

Les extraits éthanoliques ont présenté les activités antioxydantes les plus importantes dans les
tests DPPH et CAT, alors que le test FRAP a révélé des différences liées aux mécanismes
d'action propres a chaque méthode. Les extraits étudiés ont également montré une activité anti-

inflammatoire intéressante par inhibition de la dénaturation des protéines.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel de Ruta chalepensis comme source naturelle de
composés bioactifs a propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, ce qui pourrait justifier

son utilisation dans les domaines pharmaceutique et thérapeutique.

Mots-clés : Ruta chalepensis, extraits végétaux, activité antioxydante, DPPH, FRAP,

capacité antioxydante totale, activité anti-inflammatoire, dénaturation de I'albumine.



Abstract

Ruta chalepensis L. is a medicinal plant widely used in traditional medicine due to its richness
in bioactive compounds. This work aims to perform a phytochemical screening of the extracts,
to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activities of the extracts and essential oils of
Ruta chalepensis collected from three Algerian regions: Sidi Berich (mountain, Tlemcen),
Sebaa Chioukh (plain, Tlemcen) and Blida (nursery, North), while studying the influence of the

harvest region on these properties.

Antioxidant activity was evaluated using DPPH, FRAP and CAT assays, while anti-

inflammatory activity was evaluated using the egg albumin denaturation inhibition test.

Ethanolic extracts exhibited the highest antioxidant activities in DPPH and CAT assays,
whereas the FRAP test revealed differences related to the specific mechanisms of action of each
method. The studied extracts also showed interesting anti-inflammatory activity through

inhibition of protein denaturation.

These results highlight the potential of Ruta chalepensis as a natural source of bioactive
compounds with antioxidant and anti-inflammatory properties, which could justify its use in

pharmaceutical and therapeutic fields

Keywords : Ruta chalepensis, plant extracts, antioxidant activity, DPPH, FRAP, total

antioxidant capacity, anti-inflammatory activity, albumin denaturation.
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Introduction générale

Le recours aux produits phytothérapeutiques connait un regain d’intérét
considérable a I’échelle mondiale, malgré les avancées majeures de la médecine
conventionnelle et de la pharmacologie de synthése. La biodiversité végétale constitue un
réservoir immense et encore partiellement inexploité de molécules bioactives. En effet, les
plantes médicinales, par leur capacité a synthétiser des métabolites secondaires variés, offrent
des solutions alternatives pour le traitement de nombreuses pathologies complexes (Al-

Majmaie et al., 2021) .

En Algérie, I’usage de la flore locale dans les soins traditionnels occupe une place
prépondérante, transmise de génération en génération comme un héritage socio-culturel et

scientifique précieux (Merghache et al., 2014).

Parmi les taxons les plus emblématiques de la région méditerranéenne, le
genre Ruta (famille des Rutaceae) se distingue par ses nombreuses vertus thérapeutiques.
L’espéce Ruta chalepensis L., communément appelée « Fidjel » ou « Rue de Chalep », est
particulicrement prisée en ethnopharmacologie algérienne pour ses propriétés
antispasmodiques, emménagogues et anti-inflammatoires (Al-Said et al., 1990). Cette plante
est une véritable usine biochimique, produisant des classes chimiques diverses telles que les
alcaloides, les coumarines, les flavonoides et une fraction volatile riche en cétones et en

esters (Al-Majmaie et al., 2021; Dob et al., 2008).

Toutefois, la qualité et l'efficacité d'un extrait végétal ou d’une huile essentielle
changent. Elles dépendent étroitement de facteurs extrinséques et intrinséques. D'une part, le
milieu pédoclimatique (nature du sol, altitude, pluviométrie) influence 1’expression du
métabolisme secondaire, créant ainsi une variabilité chimique appelée « chimiotype » (Dob et
al., 2008) . D'autre part, la nature du solvant utilisé pour l'extraction conditionne la richesse
moléculaire de l'extrait final. L'utilisation de solvants de polarités différentes, comme l'eau et
I'¢thanol, permet de cibler des familles de molécules distinctes, tandis que 'hydrodistillation

permet d'isoler la fraction volatile de la plante (Tounsi et al., 2011).

C’est dans ce cadre que s'inscrit notre étude. L'objectif de ce mémoire est d'étudier les

propriétés biologiques de Ruta chalepensis. Notre problématique repose sur l'influence de
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I'origine géographique et du procédé d'extraction sur le potentiel antioxydant et anti-
inflammatoire de la plante particulicrement pour les spécimens récoltés dans trois régions

Algérienne.

Afin de répondre a cette problématique, notre étude s'articule autour des axes suivants :

Le manuscrit débute par une introduction générale, suivie d'un premier volet consacré a la
synthése bibliographique. Cette partie aborde les généralités sur les substances naturelles et
les extraits végétaux, avant de se concentrer sur l'é¢tude botanique et chimique de Ruta

chalepensis, ainsi que sur ses activités biologiques reconnues.

La seconde partie est dédiée a la démarche expérimentale, a la présentation des résultats et a

leur interprétation. Elle s'organise autour de trois points majeurs :

1. Le processus d'extraction : 1'obtention des huiles essentielles, des hydrolats et des
extraits organiques a partir d'échantillons collectés dans différentes régions d'Algérie.

2. L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante : réalisée par le biais de trois méthodes
complémentaires.

3. L’étude de P’activité anti-inflammatoire : mesurée par le test de dénaturation

thermique des protéines.

Ce travail s'acheéve par une conclusion générale ouvrant sur des perspectives de recherche
futures. A travers cette étude, nous esperons apporter des données scientifiques rigoureuses afin
de contribuer a la valorisation de Ruta chalepensis dans les domaines de la biochimie appliquée

et de la pharmacognosie.
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1.1. L’importance des plantes dans la médecine d'aujourd'hui

Depuis I'Antiquité, les étres humains utilisent les plantes pour se soigner. Méme si la chimie
moderne permet aujourd’hui de fabriquer beaucoup de médicaments en laboratoire, les
substances naturelles restent essentielles. En fait, une grande partie des médicaments que nous
utilisons en pharmacie proviennent directement ou indirectement des végétaux (Newman &
Cragg, 2020). En Algérie, I'usage des plantes comme la Rue (Ruta) est encore tres présent dans
les familles pour traiter des problémes de santé quotidiens, ce qui montre que ce savoir

traditionnel est toujours vivant (Tounsi et al., 2011; Al-Majmaie et al., 2021).

1.2. Le métabolisme secondaire : une stratégie de survie biochimique

Au sein du régne végétal, on distingue deux types de métabolismes. Alors que le métabolisme
primaire assure la survie de la plante (photosynthese, respiration), le métabolisme secondaire
produit des molécules appelées « métabolites secondaires » et ce sont celles qui nous intéressent
car elles ont des effets thérapeutiques sur 'homme. Ces derniers ne participent pas directement
a la croissance, mais sont essentiels pour la survie de la plante dans son écosystéme : ils agissent
comme des signaux de communication, des agents de protection contre les rayons UV ou des
molécules de défense contre les herbivores et les micro-organismes.

Trois classes de métabolites secondaires montrent une importance particuliére :

Les composés phénoliques : I1 s'agit de la famille la plus vaste. On y trouve les acides
phénoliques et les flavonoides (comme la rutine). Leur structure chimique, riche en
groupements hydroxyles (-OH), leur confere une capacité remarquable a piéger les radicaux
libres, d'ou leur role d'antioxydants naturels (Tounsi et al., 2011).

Les alcaloides : Ce sont des molécules azotées souvent dotées de propriétés biologiques
puissantes. Chez la Rue, les alcaloides quinoléiques sont les plus fréquents et font 1'objet de
nombreuses recherches pour leurs effets antimicrobiens (Al-Majmaie et al., 2021) .

Les composés volatils (les huiles essentielles) : Principaux constituants des huiles essentielles,
ils sont responsables de 1'odeur caractéristique de la plante et posseédent souvent des propriétés

antiseptiques et anti-inflammatoires (Al-Said et al., 1990; Tounsi et al., 2011).

1.3. Extraction par solvants liquides (Extraits bruts)
L'extraction constitue 1'étape fondamentale ou les molécules actives sont séparées de la matrice

végétale. Le choix du solvant est important, car son efficacité dépend directement de
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sa polarité. En fonction de l'affinité chimique des composés recherchés, plusieurs solvants
peuvent étre utilisés(« A Review on the Extraction Methods Use in Medicinal Plants, Principle,

Strength and Limitation », 2015) (Azwanida, 2015):

o L'extraction aqueuse : L'eau est le solvant le plus polaire. Elle est principalement
utilisée pour isoler les molécules hydrophiles, telles que les sucres, les hétérosides et
certains tannins. Cette méthode est celle qui se rapproche le plus de 1'usage traditionnel
(infusion ou décoction), permettant ainsi de valider scientifiquement les remedes

populaires.

o L’extraction éthanolique : L’éthanol est un solvant particuliérement polyvalent. Grace
a sa polarité intermédiaire, il posseéde la capacité de rompre les membranes cellulaires
et d'extraire une vaste gamme de métabolites, notamment les flavonoides, les alcaloides
et certains terpénes. Il permet généralement d'obtenir des rendements plus élevés que

I'eau pour les molécules ayant un intérét thérapeutique marqué.

o L’extraction par le mélange acétone-eau : Ce mélange souvent utilisé a un ratio de
70/30 est efficace pour la récupération des composés phénoliques. L'ajout d'acétone a
l'eau facilite l'extraction des tannins et des flavonoides de haut poids moléculaire. Dans
les travaux de phytochimie, ce mélange est réputé pour briser les complexes qui lient
les polyphénols aux protéines ou aux polysaccharides de la plante, offrant ainsi un

extrait brut tres riche en molécules d’intérét thérapeutique

1.4 Méthodes d’obtention des huiles essentielles

L'extraction des huiles essentielles consiste a isoler les métabolites secondaires volatils stockés
dans les structures sécrétrices de la plante (glandes, poils ou poches). Le choix de la technique

dépend de la fragilit¢ de la plante et de la localisation de 1’essence.
1.4.1. L’hydrodistillation (Méthode de référence au laboratoire)

C’est la technique la plus ancienne et la plus utilisée pour les travaux de recherche, notamment
pour I’¢tude de Ruta chalepensis. Le matériel végétal est totalement immergé dans un ballon
rempli d’eau. L’ensemble est porté a ébullition. La chaleur brise les parois des cellules
sécrétrices, libérant ainsi I’huile essentielle. Celle-ci, étant volatile, est entrainée par la vapeur

d'eau vers un réfrigérant ou elle se condense. Le mélange liquide (eau + huile) est ensuite
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récupéré dans un essencier (type Clevenger). La séparation se fait naturellement par différence
de densit¢ (decantation) : I’huile, généralement plus légere, surnage au-dessus de I'eau
aromatique (hydrolat). Il est crucial de noter que la composition de ces huiles est extrémement
sensible au temps de distillation et a la température appliquée, ce qui nécessite une

standardisation rigoureuse du protocole (Dob et al., 2008) .

. Condenseur
Colonne de distillation

Cohobage v
_L Je—— Huile essentielle
{  <e—— Phase aqueuse
- )
[ Vase florentin
ReEaCtetr sm—
Matérnel végéal e— Fau

Plaque chauffante

Figure 1 : Représentation schématique du procédé d'hydrodistillation (HD) (Nadjib &
Amine, 2019)

1.4.2. L’entrainement a la vapeur d’eau (Distillation a la vapeur)

Contrairement a 1’hydrodistillation, la plante n’est pas en contact direct avec 1’eau bouillante.
Elle est déposée sur une grille perforée située au-dessus du niveau de I’eau. C’est la vapeur

d’eau injectée qui traverse la masse végétale.

Cette méthode limite les phénoméenes d'hydrolyse et de dégradation thermique des molécules
fragiles. Elle est la méthode standard pour la production industrielle d'huiles essentielles de

haute qualité.
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. Condenseur
v
1
Réacteur —— * %
* * *
Matérie] végétal PR * ***
* Kk oo fe——— Huile essentielle
fe——— Phase aqueuse
Cohobe
Vase florentin
Chaudere

Figure 2 : Représentation schématique du procédé d'extraction par entrainement a la vapeur

d'eau (EVE) (Nadjib & Amine, 2019)

1.4.3. L’expression a froid (Presse mécanique)

Cette méthode est spécifiquement réservée aux fruits de la famille des Rutacées (Citrus : citron,
orange, bergamote). L'essence se trouve dans de larges poches situ¢es dans le péricarpe (le
zeste). On exerce une pression mécanique a température ambiante pour briser ces poches et

libérer I’essence.

Puisqu’il n’y a pas de chauffage, le produit obtenu est appelé « essence » et non « huile

essentielle », car il reste identique a la substance naturelle présente dans le fruit frais.

Figure 3 : Représentation photographique du systeme d’extraction par expression a froid

(Chenni & El Abed, 2017) .
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1.4.4. L’extraction par solvants organiques

On utilise des solvants volatils (hexane, éthanol, éther de pétrole) pour solubiliser les molécules
aromatiques. Apres évaporation du solvant, on obtient une pate parfumée appelée « concrete »,

qui, apres lavage a 1’alcool et filtration, donne « 1'absolu ».

Cette méthode peut laisser des traces de solvants chimiques dans le produit final, ce qui la rend

moins adaptée a un usage thérapeutique strict par rapport a la distillation.

1.4.5. Méthodes innovantes et "Vertes"

De nouvelles techniques cherchent a réduire le temps d'extraction et la consommation d'énergie

e L’extraction assistée par micro-ondes : Les micro-ondes chauffent I’eau interne de

la plante, provoquant 1’éclatement rapide des cellules et la libération de 1’huile.

Y

Condenseur

Cohobage

—|_ e Huile essentielle

| qe—— Phase aqueuse

Vase florentin
(-
Matériel végétal D e——— Four a Micro-ondes
Réacteur
Eau O

Figure 4 : Illustration schématique du systeéme d’hydrodistillation assistée par micro-ondes

(Chenni & El Abed, 2017).

e L’extraction au CO2 supercritique : On utilise du dioxyde de carbone dans un état
intermédiaire (entre gaz et liquide) comme solvant. C'est une méthode trés propre et
efficace, car le CO2 s'évapore totalement sans laisser de résidu, préservant ainsi

l'intégralité du profil chimique de la plante(Chemat et al., 2012).
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CO, a l'état supercritique + Extrait CO, a l'état gazeux

> >< >

Séparateur

Extracteur Condenseur

Pompe

N
.~ -~
CO, a I'état supercritique CO, a I'état liquide

Figure 5 : Représentation schématique du procédé d’extraction au CO: supercritique (Chenni

& El Abed, 2017) .
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2.1. Description de la plante et classification

L’espeéce Ruta chalepensis L., que 'on appelle souvent « Fidjel » en Algérie ou « Rue de Chalep
» en frangais, appartient a la famille des Rutaceae. C'est une plante herbacée vivace qui peut
atteindre 80 cm de hauteur. Elle se reconnait facilement grace a ses feuilles d'un vert grisatre
ou bleuté, qui dégagent une odeur tres forte et particuliere quand on les frotte (Al-Majmaie et

al., 2021) .

Sur le plan botanique, ses fleurs sont d'un jaune vif et présentent une caractéristique unique :
leurs pétales ont des bords "frangés" (avec de petits filaments), ce qui permet de la distinguer
de sa cousine, Ruta graveolens (Al-Majmaie et al., 2021) . Elle apprécie particulierement le
climat méditerranéen et pousse spontanément dans les zones rocheuses, les bords de routes et

les terrains secs en Algérie (Quezel & Santa, 1963).

Classification systématique de Ruta chalepensis

La classification de cette espece est la suivante :
o Reégne : Plantae
e Sous-regne : Tracheobionta
o Division : Magnoliophyta
e Classe : Magnoliopsida
e Ordre : Sapindales
o Famille : Rutaceae
o Genre: Ruta

o Espéce : Ruta chalepensis L.

Figure 6 : Ruta chalepensis L (Al-Ajlouni et al., 2022)
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e Origine et répartition géographique
Ruta chalepensis est une plante originaire du bassin méditerranéen et de 1'Asie. Elle s'est
largement naturalisée dans les régions tempérées et tropicales d'Afrique et d'Amérique du
Sud (Al-Majmaie et al., 2021). En Algérie, elle est tres répandue, poussant a I'état sauvage
dans les zones de broussailles, les paturages secs et sur les bords de routes, particulierement

sur les sols calcaires bien ensoleillés de 1'0Ouest algérien (Quezel & Santa, 1963) .

2.2. Composition phytochimique : une richesse moléculaire

Ce qui nous intéresse le plus chez la Rue, c'est sa capacité a produire des molécules tres variées.
La littérature scientifique montre que cette plante contient plus de 200 composés chimiques
différents, incluant des métabolites primaires et secondaires (Al-Majmaie et al., 2021).

2.2.1. Les Alcaloides

La Rue est célebre pour sa richesse en alcaloides, principalement de type quinoléique (comme
la dictamnine et la skimmianine). Ces molécules sont étudiées pour leurs effets puissants contre
les bactéries et les champignons. Elles se trouvent principalement dans les racines et les feuilles

(Al-Majmaie et al., 2021) .

2.2.2. Les Flavonoides et 1a Rutine

Le composé le plus remarquable de cette plante est sans doute la Rutine (un glycoside de
quercétine). Ce flavonoide est un antioxydant majeur. Il est connu pour renforcer les vaisseaux
sanguins et réduire l'inflammation. C'est en grande partie grice a la rutine que la plante est
utilisée contre les douleurs articulaires (Al-Majmaie et al., 2021; Tounsi et al., 2011) .

2.2.3. Les Coumarines

On trouve également des coumarines (comme le berbapténe). Ce sont des molécules qui
protégent la plante contre les rayons du soleil, mais il faut étre prudent car elles peuvent rendre
la peau sensible a la lumiére (effet photosensibilisant) (Dob et al., 2008) .

2.3. L'huile essentielle de Ruta chalepensis

L'huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes est trés spécifique. Contrairement a
beaucoup d'autres plantes, 1'huile de Rue est dominée par des molécules appelées cétones
aliphatiques, notamment la 2-undécanone (qui peut représenter plus de 50 % a 70 % du total)
(Dob et al., 2008; Tounsi et al., 2011) . C'est ce composé€ qui donne I'odeur forte a la plante et

qui lui confére ses propriétés insecticides et antimicrobiennes (Dob et al., 2008) .
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2.4. Utilisations traditionnelles et pharmacologiques de Ruta chalepensis

En Algérie, Ruta chalepensis (communément appelée « Fidjel ») occupe une place trés
importante dans la médecine populaire. Elle est utilisée depuis longtemps par la population
locale pour soigner divers maux grace a ses multiples propriétés. Selon les besoins, la plante
peut étre préparée de différentes manieres :

En infusion : C’est [’usage le plus courant pour traiter les problémes internes. Les feuilles ou
les fleurs sont infusées dans de I’eau chaude pour calmer les douleurs digestives, les maux de
ventre (coliques) et les troubles de I'estomac. Cette méthode permet de profiter des vertus

antispasmodiques de la plante (Al-Majmaie et al., 2021) .

En cataplasme : Pour les douleurs externes, les feuilles fraiches sont écrasées et appliquées
directement sur la peau. Ce traitement est particulierement utilisé pour réduire les
inflammations et soulager les douleurs articulaires liées aux rhumatismes.

Sous forme d'huile : L'huile obtenue par macération de la plante est utilisée pour soigner les
maux d'oreilles. On l'applique également en massage sur le front et les tempes pour calmer les
maux de téte et les migraines (Newman & Cragg, 2020).

Au-dela de ces remedes, on lui attribue parfois des propriétés sédatives pour calmer la nervosité.
Tous ces usages traditionnels servent aujourd’hui de point de départ aux chercheurs.
L'observation de ces pratiques permet de mieux cibler les études en laboratoire. Cela aide a
valider scientifiquement I'efficacité de la plante et a envisager son utilisation dans de nouveaux

médicaments naturels.

2.5. Synthése des travaux antérieurs sur la variabilité de 1'huile essentielle

De nombreux chercheurs se sont intéressés sur la composition chimique de I’huile essentielle
de Ruta chalepensis a travers le monde, les résultats montrent une variabilité et que les
proportions varient énormément selon la région.

2.5.1. Travaux réalisés en Algérie

En Algérie, les études menées sur des populations de 1’Ouest et du Centre montrent une
prédominance des cétones aliphatiques. Par exemple, les travaux de Dob et al. (2008) sur une
huile récoltée dans la région d'Alger ont révélé que la 2-undécanone était le constituant
majoritaire avec un pourcentage de 77 % (Dob et al., 2008) .Une autre étude réalisée
par Haddouchi et al. (2013) dans la région de Tlemcen a confirmé cette predominance , tout
en soulignant la présence de composants minoritaires comme le phynylméthyl benzoate, qui

pourraient influencer 'activité antioxydante globale de la plante (Haddouchi et al., 2013) .
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2.5.2. Etudes dans le bassin méditerranéen (Tunisie et Maroc)

En Tunisie, les recherches de Mejri et al. (2010) ont mis en évidence un profil légerement
différent. Bien que la 2-undécanone reste majoritaire, ils ont noté des concentrations plus
¢levées en 2-nonanone et en esters acétates. Ces variations sont souvent attribuées aux
conditions de stress hydrique plus intenses dans certaines zones arides de Tunisie(Mejri et al.,
2012).

Au Maroc, les travaux de Khabbach et al. (2012) montrent également que I'altitude de récolte
dans le Moyen Atlas joue un réle direct sur le rendement en huile, prouvant que plus la plante

pousse en hauteur, plus elle semble concentrer ses essences pour se protéger .

2.5.3. Comparaison avec les origines du Moyen-Orient

En Arabie Saoudite ou en Turquie, certains chimiotypes présentent des taux plus élevés de
terpenes (comme le limonéne ou le pinéne) par rapport aux échantillons maghrébins. Une
synthése réalisée par Al-Majmaie et al. (2021) indique que ces différences géographiques ne
modifient pas seulement 1'odeur de la plante, mais aussi son efficacité biologique, notamment

son pouvoir cytotoxique et antibactérien (Al-Majmaie et al., 2021) .

En résumé, il apparait que la 2-undécanone est le "marqueur”" chimique de l'espéce Ruta
chalepensis, mais que 1'équilibre entre les différentes cétones dépend directement de I'origine

géographique.

2.6. Facteurs influencant la composition chimique des huiles essentielles

I1 est important de préciser que 'huile essentielle d'une plante comme Ruta chalepensis n'a pas
une composition fixe. Plusieurs parameétres peuvent modifier la nature et la quantité des
molécules présentes dans I'extrait. Ces facteurs sont généralement classés en quatre groupes :
2.6.1. Les facteurs génétiques

C’est le code génétique de la plante qui détermine ce qu’elle est capable de produire. C'est pour
cette raison que l'on parle de "chimiotypes". Deux plantes de la méme espéce, qui se
ressemblent , peuvent avoir des compositions chimiques totalement différentes parce qu'elles
appartiennent a des lignées génétiques distinctes (Bakkali et al., 2008).

2.6.2. Le climat et l'environnement

Le milieu ou pousse la plante joue un réle de régulateur. Les conditions extérieures forcent la

plante a s'adapter :
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Le soleil et la température : Une forte exposition a la lumiére peut augmenter la production
de certains principes actifs pour protéger la plante.

La nature du sol : La richesse du sol en minéraux et son humidité influencent directement le
rendement en huile. Par exemple, une plante qui manque d'eau (stress hydrique) produira

parfois plus d'essence pour se défendre (Figueiredo et al., 2008).

2.6.3. Le moment de la récolte (Stade phénologique)

La chimie de la plante évolue tout au long de sa vie. Une plante récoltée avant la floraison n'aura
pas la méme odeur ni la méme efficacité qu'une plante récoltée en pleine floraison ou lorsque
les fruits apparaissent. En général, c'est pendant la floraison que les huiles essentielles sont les

plus riches en molécules actives (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

2.6.4. L'impact du séchage et de I'extraction

Enfin, la fagon dont on traite la plante aprés la récolte est cruciale.

Le séchage : Si on laisse la plante trop longtemps au soleil ou si la température est trop élevée,
les molécules les plus légeres s'évaporent.

L'extraction : La durée de l'hydrodistillation en laboratoire est aussi un facteur clé. Si
l'extraction est trop courte, on ne récupére qu'une partie des composants, ce qui donne une huile

incompléte.

Toxicité de ’espéce Ruta

Il est impératif de souligner que la Rue de Chalep est une plante puissante qui peut étre
dangereuse. Elle contient des furanocoumarines qui provoquent une phototoxicité : un contact
avec la plante suivi d'une exposition au soleil peut entrainer des briilures cutanées. Par ailleurs,
elle est strictement contre-indiquée chez les femmes enceintes car elle peut provoquer des
contractions utérines et des avortements. A forte dose, elle peut causer des troubles hépatiques

et rénaux.
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CHAPITRE III LES ACTIVITES BIOLOGIQUES RECHERCHEES

L'intérét porté a Ruta chalepensis dans ce travail repose sur sa capacité a intervenir dans deux
processus biologiques fondamentaux : I'oxydation cellulaire et I'inflammation. Ces
mécanismes, bien que naturels, peuvent devenir pathologiques s'ils ne sont pas régulés. Ce

chapitre détaille les concepts théoriques liés a ces deux activités.

3.1. Le stress oxydatif et le pouvoir antioxydant

Le fonctionnement métabolique de nos cellules est indissociable de l'utilisation de l'oxygéene.
Cependant, cette consommation vitale s'accompagne de la formation de molécules instables
qu'il est nécessaire de neutraliser.

L'équilibre de notre organisme repose sur une balance permanente entre deux forces opposées
: les molécules pro-oxydantes et les systémes antioxydants. D'un c6té, des agressions comme
les radiations, la chimiothérapie ou certains facteurs biologiques produisent des radicaux libres
qui peuvent abimer nos cellules. Pour contrebalancer cet effet, notre corps déploie un bouclier
protecteur composé d'enzymes naturelles, telles que la SOD, la Catalase ou la Peroxydase,
ainsi que des molécules comme le Glutathion.

La santé dépend du maintien parfait de cette stabilité. Cependant, si la balance penche du c6té
des pro-oxydants, on entre dans un ¢tat de stress oxydatif, responsable du vieillissement
prématuré et de nombreuses maladies. C'est ici que l'apport d'antioxydants naturels, devient
essentiel : ils viennent renforcer le plateau des défenses pour rétablir cet équilibre vital et

protéger les cellules contre les dommages.

Pro-oxidants Anti-oxidants

Figure 7 : déséquilibre de la balance antioxydants/pro-oxydantes (Bayala, 2014).
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3.1.1. Définition et origine du stress oxydatif

On parle de stress oxydatif lorsque 1'équilibre chimique au sein de l'organisme est rompu. Pour
produire de 1'énergie, les cellules générent des déchets métaboliques que 1'on appelle « Espéces
Réactives de I'Oxygene » (ERO) ou, plus couramment, radicaux libres.

Sur le plan chimique, un radical libre est une entité instable car elle posséde un ¢électron non
appari¢ (cé€libataire). Pour retrouver sa stabilité, cette molécule cherche a « arracher » un
¢lectron a d'autres structures saines, provoquant ainsi une réaction de dégradation en chaine
(Halliwell & Gutteridge, 2015).Si nos défenses internes suffisent habituellement a contrdler
ces molécules, elles peuvent étre submergées par des agressions extérieures :

Les polluants atmosphériques et la consommation de tabac ;

L'impact des rayons ultraviolets sur les tissus ;

Une hygiéne de vie inadaptée ou la présence d'inflammations répétées.

3.1.2. Conséquences des dommages cellulaires

Une présence excessive de radicaux libres finit par altérer les constituants essentiels de la
cellule:

La lipoperoxidation : Les graisses constituant les membranes cellulaires sont attaquées, ce qui
fragilise la cellule et peut mener a sa destruction.

L'altération des protéines : Les molécules fonctionnelles (enzymes, récepteurs) subissent des
modifications de forme, ce qui bloque leur activité biologique.

Les dommages génétiques : En s'attaquant a I'ADN, les radicaux libres provoquent des erreurs
lors de la division cellulaire, un phénomene qui favorise 1'apparition de pathologies comme le
cancer (Kozakiewicz et al., 2019) .

3.1.3. Les mécanismes de défense antioxydante

Le role des antioxydants est de mettre fin a cette agression. L'organisme dispose de deux lignes
de front :

Les systémes enzymatiques : Ce sont des outils internes (Catalase, Superoxyde Dismutase)
qui décomposent les radicaux.

Les apports non-enzymatiques : Ils proviennent principalement de 1'alimentation et des
plantes médicinales. C'est ici que 'é¢tude de Ruta chalepensis prend tout son sens. Cette plante
est riche en molécules comme les flavonoides et les polyphénols, qui se comportent comme des

« pieges a radicaux ». Elles neutralisent les molécules instables en leur cédant un €lectron, tout
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en restant elles-mémes stables, protégeant ainsi I'organisme des attaques oxydatives (Rice-

Evans et al., 1996) .
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Figure 8 : Représentation schématique de la régulation des espéces réactives de 1’oxygene

(ERO) par les systémes de défense antioxydants ( Milbury et al., 2008).

3.1.4. Distinction entre antioxydants naturels et synthétiques

Dans le domaine de la recherche et de l'industrie (agroalimentaire, cosmétique,
pharmaceutique), on distingue deux grandes catégories d'antioxydants selon leur origine et leur
mode de fabrication.

A. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants de synthése sont des molécules créées par voie chimique pour stabiliser les
produits et empécher l'oxydation des graisses. Les plus courants sont le BHA (Butylated
Hydroxyanisole), le BHT (Butylated Hydroxytoluene) et le TBHQ (Tert-Butylhydroquinone).
Ils sont tres efficaces a faible dose, stables a haute température et peu coliteux a produire
industriellement.

Malgré leur efficacité, ces composés sont de plus en plus controversés. Plusieurs études
toxicologiques suggerent que leur consommation prolongée pourrait avoir des effets néfastes
sur la santé, notamment des risques de carcinogénicité ou des perturbations hormonales (Saad
et al., 2007).C’est pour cette raison que leur utilisation est strictement réglementée et que de
nombreux consommateurs s'en méfient.

B. Les antioxydants naturels

Face aux doutes soulevés par les molécules chimiques, les antioxydants naturels suscitent un
regain d'intérét. Ils sont principalement extraits du régne végétal (fruits, 1égumes, épices et

plantes médicinales).
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On y retrouve les vitamines (C et E), les caroténoides et surtout la vaste famille
des polyphénols (dont les flavonoides sont les plus célébres).

Au-dela de leur simple action antioxydante, ces composés posseédent souvent d'autres vertus
biologiques (anti-inflammatoires, antibactériennes).

Contrairement a une molécule synthétique isolée, un extrait naturel comme celui de Ruta
chalepensis contient un mélange de plusieurs molécules qui agissent ensemble. Ce phénomeéne
de synergie rend souvent l'extrait global plus performant que ses composants pris séparément

(Pokorny, 2007).

3.2. Le processus inflammatoire et les mécanismes d'inhibition

L'inflammation est une réaction complexe qui communique étroitement avec le stress oxydatif
; 'un alimentant souvent l'autre dans le cadre de maladies chroniques.

3.2.1. Les étapes de la réaction inflammatoire

L'inflammation est avant tout un signal de survie. C'est la réponse que le corps déploie pour
réparer une lésion ou combattre une intrusion microbienne. Elle se caractérise par quatre
manifestations typiques : la douleur, la chaleur, la rougeur et le gonflement (cedéme)(Ferrero-

Miliani et al., 2007).

LA REPONSE INFLAMMATOIRE

icroorganismes

.. " médiateurs
« " chimiques

Vaisseau
isanguin

Figure 9 : Les Etapes clés du processus inflammatoire
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3.2.2. Les principaux médiateurs de l'inflammation

Comprendre l'action de ces molécules est essentiel pour envisager un traitement :

Les Prostaglandines : Ce sont elles qui causent la fievre et la douleur. Leur production dépend
d'une enzyme nommée Cyclooxygénase (COX).

Les Cytokines (ex: TNF-a) : Elles agissent comme des messagers qui amplifient 1'alerte
immunitaire.

L'Histamine : Elle provoque la dilatation des vaisseaux et I'accumulation de liquide dans les

tissus (cedéme).

3.2.3. Inhibition et role des substances naturelles

L'objectif thérapeutique des extraits de Ruta chalepensis est de moduler ces réponses

Les flavonoides de la Rue peuvent bloquer les enzymes COX, empéchant ainsi la formation des
molécules de la douleur, un mécanisme comparable a celui de certains médicaments de synthése
(Rathee et al., 2009).Le traitement de l'inflammation repose sur l'utilisation de substances
capables d'interrompre la cascade chimique responsable de la douleur et du gonflement
Contrairement aux médicaments synthétiques qui ciblent souvent une seule enzyme, les extraits
naturels agissent de maniére "multi-cibles". Les flavonoides (comme la rutine) et les alcaloides
présents dans le Fidjel peuvent a la fois bloquer les enzymes de la douleur et neutraliser les
radicaux libres qui entretiennent l'inflammation.L'un des principaux avantages des substances
naturelles est leur meilleure tolérance par 'organisme. Utilisés correctement, ces composés
présentent généralement moins d'effets secondaires digestifs que les AINS classiques (Yuan et

al., 2016).
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CHAPITRE 1V MATERIALE ET METHODE

Objectif :

L'objectif de cette étude est d'évaluer les activités antioxydante et anti-inflammatoire des
différents extraits et de I'huile essentielle de Ruta chalepensis récoltée dans plusieurs régions
d'Algérie, afin de mettre en évidence l'influence du solvant d'extraction et de 1'origine
géographique sur leurs propriétés biologiques.

IV.1. Provenance et identification de la plante :

Lieu de récolte :

Les échantillons de Ruta chalepensis ont €té ramassés entre février et début avril dans trois
endroits différents en Algérie

Blida (Nord) : des plantes cultivées venant d’une pépiniére.

Sidi Berich (Tlemcen) : des plantes sauvages poussant en montagne.

Sebaa Chioukh (Tlemcen) : des plantes sauvages poussant en plaine.

Identification

L'identité de la plante a été vérifiée et confirmée par le Professeur Babali Ibrahim de
I'Université de Tlemcen (Laboratoire d’Ecologie).

Séchage et conservation :

Apres la récolte, nous avons fait sécher les plantes naturellement a I'ombre dans un endroit bien
aéré. Ce séchage lent permet de protéger les principes actifs de la plante. Une fois séches, les
plantes ont été stockées a I'abri de 1'humidité et de la lumiere pour éviter qu'elles ne s'abiment

avant les tests.

N22] ! AinKebira

Honaine 7 : el e Alger
ine., f ;
s [ wiger Sebaa Chioukh E 5 Hedroma P sl 3L aa
ol azuand| / ; iagy
ha]zigjl‘Jel N2 /)
Slg .
m = w100 A
W100 A3) : Bhutirk
w109 &
(N99)
® Tlemcen €2y Beni Add Ain
Maghnia @~ 9liaal ™=/ Fezza Caves
Qo I
= Tlemcen
Bdmcn National Park d (L 4
Hammam
: W46 Boughrara
ujda 53y ala>
= Sebdou
9w w103
Maghnia hadr
m\w = “1 o
(a) Sebaa chioukh (b) sidi berich (c) Blida

Figure 10 : Localisation géographique des trois sites de récolte de Ruta chalepensis L. en
Algérie (a :Sebaa Chioukh, plaine, Tlemcen; b : Sidi Berich, montagne, Tlemcen ; c : Blida,
pépiniére, Nord).
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IV.2. Extraction des huiles essentielles :

Pour I’obtention des huiles essentielles, nous avons utilisé I’hydrodistillation, qui est la
technique de référence. Nous avons employ¢ un dispositif de type Clevenger Cette extraction
se fait en trois étapes : I’hydrodiffusion, la co-distillation et la coalescence.

Pour cela, 250 g de la plante coupée est introduite dans un ballon de 6L contenant une quantité
suffisante d’eau pour I’immerger totalement. Le mélange a été chauffé a I’aide d’un chauffe-
ballon pendant 4 a 5h.

A T’issue de la distillation, le produit obtenu (le distillat) se sépare naturellement en deux
phases:

Une phase aqueuse appelée hydrolat.

Une phase organique, trés odorante, qui constitue 1’huile essentielle.

Pour garantir la stabilité des composants, 1’huile essentielle ainsi récoltée a été stockée dans des
flacons en verre ambré (pour la protéger de la lumiére) et conservée au réfrigérateur a une

température constante de 4 °C.

Figure 11 : Montage d'hydrodistillation

IV.3. Extraction des hydrolats :

L'extrait d'hydrolat de Ruta chalepensis a été¢ obtenu en récupérant le premier litre d'eau de
I'hydrodistillation, puis en faisant 1’extraction liquide-liquide trois fois avec 300 ml d'éther
diéthylique. La phase organique a été évaporée dans un évaporateur rotatif Durant cette étape,
nous n'avons appliqué aucune source de chaleur afin de préserver l'intégrité des composants
sensibles. Ce procédé a permis d'obtenir une huile de teinte jaunatre.. Comme pour les huiles
essentielles, I'extrait d'hydrolat est conservé dans un flacon en verre ambré a 4 °C jusqu'a son

analyse.
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IV 4. Préparation des extraits :

IV.4.1. Préparation des extraits aqueux , éthanoique et eau -acétonique :

Les extraits de Ruta chalepensis L. ont été préparés selon différentes méthodes d’extraction
afin de comparer leurs rendements et les activités biologiques :

Extrait aqueux (Sidi Berich) : obtenu par décoction dans 1’eau.

Extrait éthanolique 1 (Sidi Berich) : obtenu par extraction au Soxhlet a I’éthanol.

Extrait éthanolique 2 (Sebaa Chioukh) : obtenu par décoction a I’éthanol.

Extrait eau—acétonique (Blida) : obtenu par macération a froid dans un mélange eau—acétone.

e Décoction : introduire dans un ballon surmonté d’un réfrigérant 12g de plante avec 250
ml de solvant (eau distillé ou éthanol) et placé dans un chauffe ballon contenant
quelques pierres ponces. Ensuite ; on laisse le mélange a reflux pendant 1 heure.
L’extrait est récupéré par filtration apres refroidissement et on termine par I’évaporation

du solvant.

Figure 12: Montage a reflux

e Soxhlet : L opération permet a mettre 12 grammes de plante finement coupée dans une
cartouche de papier filtre, le toute est introduit dans un Soxhlet de 100 ml, ce dernier
(Soxhlet) est placé sur un ballon contenant 250mL d’éthanol et quelques pierres ponces.
une fois le solvant amené a ébullition, les vapeurs se condensent dans le réfrigérant et
retombent dans le siphon, ce qui fait macérer la matiére végétale dans le solvant. Ce

condensat s’accumule dans 1’extracteur jusqu’a ce que le solvant atteigne un certain
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niveau, puis retourne au ballon. Cette opération est appelée un cycle, pouvant se répéter
plusieurs fois jusqu’a épuisement de la matiere végétale.

L’extrait résultant est filtré et évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif.

Figure 13: Montage d'un extracteur de soxhlet

e Macération : La préparation de cet extrait consiste a macérer 12g de matiére végétale
séche avec 100ml de solvant eau-acétone (30ml eau distillée + 70ml acétone), et la
laisser 24 h a température ambiante. Apres 1“incubation, le mélange a été filtré a sur
papier filtre et le filtrat a été évaporé par 1’évaporateur rotatif (rotavapor) a 45°C pour
éliminer I’acétone. Aprés évaporation, I’extrait obtenu est versé dans des boites de pétrie
et placé a I’étuve a 50°C pendant 24h en raison d’éliminer 1’eau et de sécher 1’extrait

eau-acétone. Le produit est récupéré et conservé jusqu’a I’utilisation.

IV.5. Détermination des rendements en huiles essentielles et des extraits :
Le rendement est défini par le rapport entre la masse de 'huile essentielle (ou d’extrait) obtenue
et la masse de la plante utilisée. Il est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule
suivante :

R% = (m / m-) x100
R%=rendement en huile essentielle (ou d’extrait) en %.
m = masse des huiles essentielles (ou des extraits) récupérée en gramme (g).

m’= masse de la plante en gramme (g).
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IV.6. Tests phytochimiques :

Les différents extraits obtenus de Ruta chalepensis L. ont été soumis a divers tests
phytochimiques afin de mettre en évidence les principaux métabolites secondaires présents dans
les parties aériennes de la plante. Ces analyses ont été réalisées a 1’aide de techniques de
caractérisation qualitative basées sur des réactions de coloration, de précipitation et, le cas

échéant, sur des observations sous lumiére ultraviolette.

™ e T - = T L
} A . “ — N ,
Ui\ . ¥ | .’! " I I
( ] »T‘i‘ "v i" 4 | | » !
\J / » 1 f ?“" » r w.l
M i [
4 ) ails
MIES
“lemin, cba > E N I
I 4 ; s v Teprd "‘fﬁ“ ; ! 4 ’J
e )
B2 ” - =k b
ib = e o B e
N > s A ; -/ TN
Extrait éthanoique Extrait aqueux

Figure 14 : Résultats de quelques tests phytochimique

> Les alcaloides :

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI1 (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le deuxieme tube. La présence de précipité présente un test
positif.

e Réactif de Mayer:

On dissout 1.358g de HgCl> dans 60 ml d’eau et 5 g de KI dans 10 ml d’eau. Ensuite, on
mélange, les deux solutions et on ajuste 100 ml d’eau. Ce réactif provoque un trouble plus un

précipité blanc avec les alcaloides.
e  Réactif de Wagner:

Ondissout 2g de Kl et 1.27 g de 1> dans 75 ml d’eau, on ajoute 100ml d’eau dans la solution

obtenue. Un test positif est indiqué par un précipité brun.

» Les composés polyphénoliques :

e Les tanins :
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Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 2 a 3 goutes d’une
solution aqueuse de FeCl3 (1%). La présence des tanins est indiquée par la coloration verte ou
bleu-noire

e Les flavonoides :
Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de Hcl concentré et
quelques copeaux de magnésium. Un test positif est confirmé par I’apparition d’une coloration
rose, rouge ou jaune.
e Les coumarines : Fluorescence UV
Dans deux tubes a essai, introduire Iml de I’extrait a analyser, prendre le premier comme
témoin et ajouter 0,1 ml de NH4OH (10%) a I’autre. placer deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiére UV a 366 nm. Une fluorescence intense révele la présence des
coumarines.
e Les saponines : Test de mousse
Dans un tube a essai, introduire 10 ml d’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une mousse remarquable indique la présence de
saponines.
e Les quinones libres :
Dans un tube a essai, introduire 2 ou 5 ml d’extrait a analyser et ajouter quelques gouttes de
NaOH (1%). Une couleur jaune, rouge ou violette indique un test positif.
e Les anthoquinones :
Dans un tube a essai, introduire 10 ml d’extrait a analyser et ajouter 5ml de NH4OH (10%)
on agite. L apparition d’une coloration violette montre la présence des anthoquinones.
e Les terpenoides :
Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’extrait a analyser et ajouter 2 ml de chloroforme et 3
ml de H2SO4 concentré. Deux phases et une couleur marron en interphase prouve la présence

des terpenoides.

IV.7. Evaluation de I’activité anti-oxydante :

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles et des extraits des parties aériennes de Ruta
chalepensis a été évalué par trois méthodes complémentaires : le piégeage du radical libre
DPPH, le pouvoir réducteur (FRAP) et la capacité antioxydante totale (CAT) par la méthode
au phosphomolybdéne .

IV.7.1. Piégeage du radical libre DPPH :

L'activité antioxydante a ét¢ mesurée en utilisant le test DPPH. Le DPPH (2,2-diphényl-1-
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picrylhydrazyle) est un radical libre stable qui absorbe dans le visible. Lorsqu'il est réduit par
une substance capable de donner des protons, sa couleur violette intense devient jaune.
L'intensité de cette décoloration est proportionnelle a la capacité des antioxydants a céder des

protons.

YO, + AD=H —> + AD*

/—j\) O.N

\

Mode opératoire :

La solution de DPPH a été préparée en dissolvant 0,006 mg de DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle) dans 100 mL de méthanol. Les échantillons (huile essentielle, extrait, etc.) ont
été dissous dans le méme solvant. A 1 mL de chaque extrait, préparé a différentes concentrations
apres des tests préliminaires, on ajoute 1 mL de la solution de DPPH.

Le mélange est ensuite conservé au réfrigérateur, a I'abri de la lumiere, pendant 30 minutes. Les
absorbances sont mesurées a 517 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV, avec un blanc
composé de méthanol pur et un contréle négatif contenant 1 mL de méthanol et 1 mL. de DPPH.
Le pourcentage d'inhibition de l'activité antiradicalaire est calculé selon la formule suivante :
I% =[(AC-AE)/AC] x 100

AC: absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

AE: absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon)

Protocole :

[ 1ml de I'extrait ]
U

[ Ajout de 1ml de DPPH ]
\ 4

[ Incubation 30 min a I'obscurité ]
$

[ Lecture de I'absorbance a 517 nm ]

Figure 15 : Protocole d'évaluation de I'activité anti-radicalaire par le test DPPH®
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Dans les trois méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante (DPPH, FRAP et CAT), l'acide
ascorbique a été utilisé comme standard de référence et soumis aux mémes conditions

expérimentales que les échantillons étudiés.

La CI5¢ (concentration inhibitrice a 50 %) est définie comme la concentration d’un échantillon
nécessaire pour inhiber 50 % du radical libre DPPHe. Elle est déterminée graphiquement par
régression linéaire, en tragant les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations

croissantes des échantillons testés.

IV.7.2. Méthode de la réduction du fer (FRAP) :

-  3- — - 4
CN CN
”C”n.,,:' »N +1s === NC"""**,:' AN
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CN CN

L'activité réductrice des différents extraits a été mesurée en utilisant une méthode qui consiste a réduire
les ions ferriques Fe*', jaunes, du complexe KsFe(CN)s en ions ferreux Fe?', bleus, grace a un

antioxydant. Ce changement de couleur est quantifié par spectrophotométrie a 700 nm

Figure 16 : Solutions préparées pour 1'évaluation du pouvoir réducteur par la méthode
FRAP.
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Mode opératoire :

Un millilitre d'extrait, a différentes concentrations, est mélangé avec 2,5 mL d'un tampon
phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL d'une solution de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)e) a
1 %. Le mélange est incubé au bain-marie a 50 °C pendant 20 minutes. Ensuite, on ajoute 2,5 mL

d'acide trichloroacétique (TCA) a 10 % pour arréter la réaction.

Les tubes sont centrifugés a 3000 tours par minute pendant 10 minutes. On préléve alors 2,5 mL
du surnageant, que I'on mélange avec 2,5 mL d'eau distillée et 0,5 mL d'une solution fraiche de
FeCls a 0,1 %. L'absorbance est mesurée a 700 nm avec un spectrophotométre UV-VIS, en
utilisant un échantillon de controle préparé sans extrait. Un contrdle positif avec de 1'acide
ascorbique (antioxydant de référence) est également analysé dans les mémes conditions. Une

augmentation de 1'absorbance indique un pouvoir réducteur accru de I'échantillon testé.

e

ol thar oy

Extrait Ethanolique Extrait aqueux Huile essentielle

Figure 17 : Changement de couleur des échantillons apres réalisation du test FRAP.
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Protocole :
[ 1 ml d’extrait ]
[ Ajoute de 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ;PH =6,6) ]
!
Addition de 2,5 ml de ferricyanure de potassium (1%)
[ Incubation a 50 C° pendant 20 min ]
[ Ajout de 2,5 ml de TCA ]
!
[ 2,5 ml surnageant +2,5ml ED +0,5 ml FeCls a 0,1% J

(—

{ Centrifugation a 3000 tr/min pendant 30 minutes ]

(—

[ Lecture de I'absorbance a 700 nm ]
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IV.7.3. Capacité antioxydante totale (CAT):

Elle est réalisée selon la méthode décrite par Prieto et al., 1999:

Ce test est basé sur la réduction du molybdene (VI) en molybdeéne (V) par I'extrait de plante.
Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo (V) de couleur

verte.

Acide Ascorbique les Extraits

Figure 18 : Résultats du test CAT (capacité antioxydante totale) des extraits de Ruta

chalepensis et de l'acide ascorbique (référence).

Mode opératoire :

Un volume de 0,2 mL de chaque extrait a été mélangé avec 2 mL de la solution de travail
composée d’acide sulfurique (0,6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate
d’ammonium (4 mM). Les tubes ont ensuite été incubés a 95 °C pendant 90 min, puis
refroidis a température ambiante. L’absorbance des solutions a été mesurée a 695 nm contre

un blanc préparé dans les mémes conditions, en remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée.

29



CHAPITRE 1V MATERIALE ET METHODE

Protocole :

[ 0,2 ml de chaque extrait +2ml de solution de travail (dans des tube a vis) J

[ Incubation a 95 C° /90 min ]

[ L’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm ]

IV.8 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire :

Le pouvoir anti-inflammatoire des huiles essentielles a été effectué par la méthodes in vitro

de dénaturation de I’albumine de blanc d’ceuf

IV.8.1 Méthode de dénaturation de I’albumine de blanc d’ceuf :

La méthode de stabilisation de la dénaturation de 1’albumine de blanc d’ceuf est couramment
utilisée pour évaluer I’activité anti-inflammatoire de divers composés. Dans ce test, I’albumine
d’ceuf sert de protéine modele. Sa dénaturation est induite par des conditions extrémes, comme
une température €élevée, un pH extréme ou I’ajout d’agents dénaturants.

Lorsque la dénaturation se produit, la structure native de 1’albumine est altérée, ce qui entraine
une modification de ses propriétés physiques. L'efficacité anti-inflammatoire des extraits testés
peut alors étre estimée par leur capacité a empécher ou limiter cette dénaturation.

Mode opératoire :

Une solution réactionnelle de 2,5 mL a été préparée en mélangeant 0,1 mL d’albumine de blanc
d’ceuf, 1,4 mL de tampon phosphate salin (PBS, pH 6,4) et 1 mL de chaque extrait. Le
diclofénac sodique a été utilis¢ comme anti-inflammatoire de référence. Un témoin négatif a
été préparé en remplagant I’extrait par de I’eau distillée. Les mélanges ont été incubés a 37 + 2
°C pendant 20 min, puis chauffés a 60 °C pendant 5 min. Apres refroidissement, 1’absorbance

a été mesurée a 660 nm .

30



Conclusion Générale




Conclusion Générale

L’objectif de cette étude était de caractériser le potentiel phytochimique et biologique
de Ruta chalepensis (la Rue de Chalep) en explorant l'influence de trois biotopes algériens
distincts : Sidi Berich, Sebaa Chioukh et Blida. Les résultats obtenus permettent de tirer des

conclusions majeures sur la productivité et la réactivité de cette plante médicinale.

Nos travaux confirment que le rendement en huile essentielle est fortement influencé
par le stade phénologique et les conditions environnementales. Si la culture contrélée en
pépinicre (Blida) favorise des rendements €levés, le milieu montagnard (Sidi Berich) induit des
stress abiotiques qui modifient I'aspect et 'odeur de la plante. Nous avons également démontré
que l’introduction des fleurs lors de I'extraction maximise la récupération des huiles

essentielles, grace a leur densité élevée en poches sécrétrices.

Le criblage a révélé une diversité remarquable de métabolites secondaires. La
présence constante de flavonoides, d’alcaloides et de coumarines confirme le statut de la Rue
de Chalep comme une source précieuse de molécules bioactives. Nous avons mis en évidence
la sélectivité des solvants : si la décoction aqueuse permet d’isoler les tanins et les saponines,
I’éthanol s’avére étre le solvant le plus performant pour capturer les composés polyphénoliques

responsables de I’activité antioxydante.

L’évaluation biologique, menée via trois méthodes complémentaires (DPPH, FRAP
et CAT), souligne la supériorité des extraits polaires sur les huiles essentielles. L’enseignement
majeur de cette étude est la performance exceptionnelle de la région de Sidi Berich. Bien que
cette zone présente des rendements plus faibles, ses extraits (notamment éthanoliques) affichent
les capacités antioxydantes les plus puissantes. Cela suggere que la rudesse du climat
montagnard stimule la synthése de métabolites protecteurs plus efficaces. Enfin, la distinction
entre les résultats du DPPH et du FRAP a permis de mettre en lumiere les différents mécanismes
d’action (transfert d’hydrogéne contre le transfert d’électrons) des molécules présentes dans

nos extraits.

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire a mis en évidence le potentiel remarquable de Ruta
chalepensis . Un résultat majeur de cette étude réside dans la performance exceptionnelle de
I’extrait d’hydrolat (fraction oxygénée), qui affiche une IC50 de 8,6 ml/L, surpassant ainsi

l'efficacité du médicament de référence, le Diclofénac sodique. Cette bioactivité supérieure,
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bien que I’huile essentielle brute reste également trés active, s’explique par la forte
concentration de I’hydrolat en composés oxygénés. En démontrant une aptitude a freiner la
dénaturation protéique, un mécanisme clé¢ de I’inflammation chronique impliquée dans des
pathologies graves comme le cancer , nos travaux confirment que la Rue de Chalep constitue
une ressource naturelle prometteuse pour le développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques et préventives.

En terme de perspectives et pour approfondir les résultats obtenus dans cette étude, nous
suggérons d'orienter les futurs travaux vers les axes suivants :
11 serait pertinent d'identifier par chromatographie (HPLC ou GC-MS) les molécules précises
responsables de ces activités a Sidi Berich. De plus, I’évaluation du potentiel antimicrobien de
ces extraits permettrait de valoriser davantage Ruta chalepensis dans les industries
pharmaceutique et cosmétique donc il serait trés utile de tester ces mémes extraits contre des
bactéries, des champignons (activité antifongique) ou des virus
Nos résultats ont été obtenus en laboratoire (in vitro). La prochaine étape logique serait
de tester l'efficacité de ces extraits sur des modeles vivants pour observer comment les

antioxydants réagissent réellement avec les cellules et le métabolisme.

Enfin, cette étude démontre que nous pouvons exploiter pleinement le potentiel
antioxydant de la Rue de Chalep dans le domaine médical ou cosmétique,griace a leur fort
pouvoir protecteur contre 1'oxydation, les extraits de Sidi Berich pourraient étre testés comme
conservateurs naturels dans l'industrie agroalimentaire ou comme ingrédients actifs dans la

fabrication de crémes anti-age en cosmétique.
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