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Etude des propriétés pharmacologiques des extraits d 'une plante
médicinale Ruta chalepensis L.et formulation pharmaceutique.

RESUME

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétale méditerranéennes particulierement les
espéces trés connue et répondue en Algérie, nous avons mené une étude sur la phytochimie et
différentes activités biologiques des extrait aqueux et d’huile essentielle de Ruta chalipensis L
de la région de Blida. Qui est une plante cultivé, aromatique et médicinale, appartenant a la
famille des rutacées, appelée communément par la population locale « Fidjel ». Le screening
phytochimique a mis en évidence la présence d’'une série de métabolites secondaires :
(coumarines,  flavonoides,  d’alcaloides, = mucilages, tanins,  glycosides et
d’anthocyanes.).L'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation de Ruta Chalepensis
L. a Révéleé un rendement de 'ordre de 3.8%. Les essais pharmacologiques ont montré que
les infusés testés de Ruta chalepensis L possédent un effet anti-inflammatoire de 43.68%
comparé a 63% pour le diclofenac et un effet antispasmodique de 53.11% comparé a78,4 %
pour Ibuproféne . Les résultats de 1’activité antioxydante ont montré un pouvoir antioxydant
avec un ICsy de 0,181mg/ml des polyphénols et 0,135mg/ml pour ’extrait aqueux.L’Etude
de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles sur des souches bactériennes et fongiques
est mise en évidence par la méthode des aromatogrammes a révélé de trés bon résultats

avec : Staphylococcus sp 35mm (diamétre d inhibitions), Enterococcus faecalis 30mm.

Mots clés : Ruta chalepensis L., métabolites secondaires, huile essentielle, activité anti-

inflammatoire, activité, antispasmodique, pouvoir antioxydant, activité antimicrobienne.
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Etude des propriétés pharmacologiques des extraits d 'une plante
médicinale Ruta chalepensis L.et formulation pharmaceutique.

Summary

As part of the development of Mediterranean végétable species particulary the species , so
muche know and respond in Algeria, we have take an study on the phytochimical and
differencee biological activity of the extract and essentials oil of Ruta chalipensis L of the
region of Blida. Ruta chalepensis L. she is an aromatic plante, belong to the family of
Rutacées, called commonly by the population local "Fidjela" she is culttivated . Widelcly
spread .in northe Africa. The phytochemical screening revealed the presence of coumarins,
flavonoids, alkaloids, tannins, mucilages, glycosides and d’anthocyanes.the extract of
essentail oil by distillation of Ruta chalipensis L in prouve an yield of the order of 3,8%. the
pharmacologicals tests has shaw that the infuse test of Ruta chalipensis L possess an anti-
inflamatory effect of 43,68% compared with referance product Diclofenac 63% and an anti-
spasmodical effect of 53,11%, compared with referance product ibuproféne 78,4% These
extracts (crude extracts, flavonoids and alkaloids) have shown a medium powers to reduce
Iron and free radical scavenging (DPPH), which means the ICsq is between 0,181mg/ml of
polyphenolic and 0,135mg/ml of I’extrait . The essential oil of the stations Somaa has a good
antibacterial activity against several species including, Staphylococcus sp 35mm(diameter of

inihibition), and Enterococcus 30mm.

Keywords: Ruta chalepensis L, secondary metabolites, essential oil, antioxidant power,

antimicrobial activity.
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Glossaire

Agent pathogéne : un germe qui peut provoquer une maladie. (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL.2013).

Analgésique ou Antalgique : C’est un médicament capable de diminuer la perception des
sensations douloureuses sans entrainer la perte de conscience (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL.2013).

Antifongique : substance actives contre les champignons ou levures parasitaires de ’homme ,
végétaux ou des animaux (siham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Antiseptique : Un antiseptique est un désinfectant a usage corporel ; c'est une substance qui
tue ou prévient la croissance des bactéries, champignons et des virus sur les surfaces externes
du corps (siham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Carragéenine : C’est un Mucopolysaccaride sulfaté extrait d’une algue marine (siham
CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Diclofénac : est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) dérivé de I'acide phénylacétique
du groupe des acides arylcarboxyliques. Il posséde les propriétés suivantes : activité
antalgique, antipyrétique, anti-inflammatoire et inhibition de courte durée des fonctions
plaquettaires. L'ensemble de ces propriétés est li¢ a une inhibition de la synthése des
prostaglandines (stham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Effet anti-ulcere : ces médicaments sont utilisés dans le traitement de l'ulcere
gastroduodénal. Ils ont pour but de lutter contre la douleur due a une acidité gastrique trop
forte ou contre les I¢sions de 1'estomac, s'il est déja endommagé par les sécrétions acides
(siham CHAOUCHE-MAZOQOUNI,.2013).

Emmeénagogue : Activité contre les douleurs de cycle menstruelle (Fakhfakh et al., 2012).

Gavage : Le gavage est une technique d’alimentation forcée pratiquement chez I’Homme et
I’animal (siham CHAOUCHE-MAZOUNIL.2013).

Gynotype : c’est l'ensemble ou une partie donnée de l'information génétique (composition
génétique) d'un individu. Le génotype d'un individu est donc la composition allélique de tous
les génes de cet individu (stham CHAOUCHE-MAZOUNIL,.2013).

Herbacées : En botanique, une herbacée désigne toute plante vivace, annuelle ou bisanuelle
qui n'a pas de tige ligneuse persistante au dessus du sol, ou dont l'aspect est de la nature de
I'herbe verte par opposition a ce qui est ligneux. Ainsi, les plantes herbacées sont des plantes
fréles non ligneuses, molles, qui ne produisent pas de bois (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL,.2013).



Glossaire

In vitro :(en latin : « dans le verre ») signifie un test en tube, ou, plus généralement, en dehors
de l'organisme vivant ou de la cellule. Un exemple est la fécondation in vitro (FIV) (siham
CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013). Le liber : ou phlo¢me secondaire est produit par le
cambium vers l'extérieur. C'est la zone ou circule-la ¢laborée. Le liber est constitué¢ de tubes
criblés, de leur cellule compagne, de parenchyme et de fibres (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL.2013).

Laxatif : Produit accélérent le transit intestinal (sitham CHAOUCHE-MAZQOUNIL,.2013).
Le phloéme : est le tissu conducteur de la séve €élaborée qui est une solution riche en glucides
tels que le saccharose, le sorbitol et le mannitol chez les plantes vasculaires (siham
CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

levuriformes : en biologie, désigne un microorganisme apparent¢ a une levure (siham
CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Molécules bioactives : Molécules qui possedent des propriétés biologiques ou des substances
biologiquement actives dans un but curatif ou préventif (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL.2013).

Mycéliennes : (Mycéliens) Le mycélium est la partie végétative des champignons ou de
certaines bactéries filamenteuses comme les Actinomycétes. Il est composé d'un ensemble de
filaments, plus ou moins ramifiés, appelés hyphes, que I'on trouve dans le sol ou le substrat de
culture (siham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

OEdéme : C’est un gonflement anormal d’un tissu.

OEdéme : Gonflement des tissus provoqué par une infiltration de liquide interne (siham
CHAOUCHE-MAZOUNIL,.2013).

Phylogénique : Le terme phylogénétique provient de "phylogénese" qui est I'évolution des
especes. Phylogénétique est donc employé pour décrire un phénomene relatif a I'évolution des
especes (siham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Pommade : préparation de consistance molle, pour 1’usage externe, composée de la substance
médicamenteuse associée a un corps gras qui sert d’excipient (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL.2013).

Sedative : Se dit d'une substance qui agit contre la douleur, 1'anxiété, 1'insomnie ou qui
modere l'activité d'un organe (siham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).

Spasme : Contraction pathologique des muscles et spécialement des muscles lisses.
Superoxyde : L'ion superoxyde, not¢ O2.- ou O2— (la deuxiéme écriture ne fait pas

apparaitre explicitement le caractere radicalaire) est issu de la réduction monoélectronique du



Glossaire

dioxygene (02)1. L'ion superoxyde est paramagnétique (siham CHAOUCHE-
MAZOUNIL.2013).
Vaseline : C’est une substance pateuse, d’une certaine onctuosité. Utilisée comme excipient
dans les pommades.
Xyléme : Le xyléme ou tissu xylémique, est un constituant des tissus végétaux formé de
'association de vaisseaux, de cellules mortes ou vivantes de soutien et de cellules associées

(siham CHAOUCHE-MAZOUNI,.2013).
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Introduction

Au travers des ages, ’Homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et ¢galement pour ses besoins médicaux (Gurif, 2006).
Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné a la consommation et une matiere
premicre pour I’obtention de substances bioactives (Bouzid., et al., 2011).
Bien qu’une grande partie du XXéme siccle fut consacrée a la mise au point de molécules de
synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de
sources naturelles a permis de découvrir un grand nombre de médicaments utiles qui

commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies (Gurif, 2006).

Et d’apres la médecine traditionnel Algériennes nous avons trouvé que notre grande mére
utilise la rue comme un reméde pour plusieurs thérapies sans confirmation scientifique, ci
pour ca en a essaie de confirmer I’hypothése, par des méthodes scientifique pour un but
d’enrichir notre chois des remedes biologique et plus efficace et pour valoriser une plante

Algériennes facile a cultiver et a utiliser.

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

Cette espece est I'une des plantes, les plus souvent utilisées dans la médecine populaire de
nombreux pays pour ses effets emménagogue, antihelminthique, anti-inflammatoires et

spasmolytiques (Fakhfakh et al., 2012).

Le présent travail a été¢ consacré a 1'étude phyt-therapetique a travers 1 extraction des
polyphénols totaux et 'huile essentielle de cette plante puis a I’évaluation in vitro de quelques
activités biologiques tels que 1'activité¢ antioxydante, anti-inflammatoire e , antispasmodique
et antimicrobienne de ces extraits et formulation galénique (préparation d’'une pommade a

base des PPT).

Ce manuscrit se subdivise en deux parties, une partie bibliographique consacrée aux
rappels théoriques et une partie expérimentale partagée en deux chapitre; un chapitre
matériels et méthodes ou nous exposons le matériels et les méthodes d'études et un chapitre

résultats et discussion, enfin nous concluons par une conclusion.
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Partie I : Les métabolites secondaires

I.1.1.Définition
Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement ét¢ introduit par Albrecht Kossel en
1891, est utilisé¢ pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes, qui
sont responsables des fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie des plantes.
Telles que la communication intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques

(Guillaume, 2008).
Les métabolites secondaires (SM) sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant
une répartition limitée dans 'organisme de la plante. Dont plus de 200.000 structures ont été

définies (Hartmann, 2007).

I.1.2. Classification des métabolites secondaires

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes : les composés
phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande
diversité de composés qui possédent une trés large gamme d'activités en biologie humaine

(Krief, 2003, Havenet al., 2000).

I.1.3. Fonction des métabolites secondaires
1.1.3.1. Fonctions pour la plante
La coopération avec les animaux (Les métabolites secondaires peuvent étre des moyens de
signalisation et d’interaction entre les plantes et les animaux disséminérent) et Lutte contre
la compétition avec d’autres plantes(Les métabolites secondaires participent a des réponses
allélopathiques) Protection de 1’attaque des pathogenes ou des herbivores (utiliser comme
des composés de défense contre les escargots et autres herbivores (Wink, 2003).)

1.1.3.2. Réle pour ’Homme
Dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Ces composé€s sont en
grande mesure illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997).
1. Utilisation en médecine
Les métabolites secondaires qui font la base des remedes pour ’Homme :
- en urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs, sommeil et

désordres nerveux.
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- systémes cardiovasculaires

- drogues immunostimulantes, antispasmodiques et anti-inflammatoire
- contre le diabéte

- les maladies du stress (Lee et al., 2005).

- Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire (Mohammedi, 2006).

2. En Agriculture exemple : les huiles utilisées comme bio pesticide
3. En alimentation : Les épices et les herbes aromatiques (Mohammedi, 2006).

4. En cosmétique : Des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produits d'hygiene
(Mohammedi, 2006).

I.1.4. Les composés phénoliques

1.1.4.1. Définition

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules trés
largement répandues dans le régne végétal. Sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la croissance,
ou la reproduction (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversit¢ de molécules
qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire (Nkhili,
2009).

IlIs ont largement distribués et comportant au moins 9000 structures connues différentes
(Bahorun, 1997). Ces corps jouent un role fondamental car sont des éléments importants de
qualités sensorielles (couleur et caractéres organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux,
tels que les légumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le
café, le cacao ou le thé. Une alimentation €équilibrée fournit a ’Homme environ un gramme de
polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de

caroténoides ou vitamine E (Scalbert et al., 2005).

1.1.4.2. Propriétés biologiques des polyphénols
Des propriétés physiologiques, comme les activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-

inflammatoire, hépato-protective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne,

)
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anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardio-protective (Middleton ez al., 2000 ; Ksouriet

al., 2007).

-Effets antioxydant

-Effets anti-trombotique et vasodilatoires
-Effet antiallergique

-Effet anti-inflammatoire

- Effet anti-ulcére

- Effet anticancéreux

Le Role des polyphénols chez la plante c’est les fonctions majeures des flavonoides est de
contribuer a la couleur des plantes notamment a celle des fleurs (Maillard, 1996). Nous avons
classe selon les acides phénoliques (phénols simples), les flavonoides, les lignanes, les
stilbénes, les coumarines et les tannins (Glombitza, 1985 ; Harborne, 1980 ; Goodwin,
1988 ; Porter, 1989;Boros, 2010).

Les Polyphénols sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses
activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Ochockda et al., 1995 ; Taguchi, 2000
;Ojala et al., 2000 ; Chen et al., 2004 ; Khan et al., 2005 ; Thati et al., 2007 ; Stefanova et al.,
2007).

Pour D’activité antibactérienne, les Polyphénols sont efficaces contre les bactéries a Gram

positif (Cottiglia et al., 2001 ; Laure, 2005 ; Khan et al.,2005).

I.1.5. Autres composes

e Les flavonoides
Le terme flavonoide (de favus, «jaune»» en latin) désigne une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz, 2006). Ils constituent des
pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux

(Havasteen, 2002).

e Les lignanes
Le terme lignane a I’origine présenté par Haworth en 1936. Les lignanes sont les Dimeres des

unités de phenylpropane (C6 C4) (Benarous, 2009).

)
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Selon(Yousefzadi et al., 2010), les lignanes présentent Plusieurs activités biologiques
montrant les Antiviral, anticancéreux, antimicrobien et Antioxydant.

e Les stilbenes
Les Stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
Aromatiques reliés par un double liaison, dont la structure est C6-C2-C6 comme les
flavonoides (Crozier et al., 2006)

e Les coumarines
Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(DipterixordorotaWild., Fabaceae) dont les feéves contiennent 1 a 3% de coumarine, d’ou
futisolée en 1982 (Bruneton, 1993). Le squelette de base des coumarines est constitué¢ de
deuxcycles accolés avec neuf atomes de carbone (Ford et al., 2001).
Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent diverses
Activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale,
diurétiques, antimicrobienne, antivirale et analgésique (Ochockdaet al., 1995).

e Les tannins
Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de
transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir (Bruneton, 1999).
La précipitation des protéines par les tanins protége les microorganismes du rumen de leurs
effets déléteres. Elle permet également le recyclage de 'urée. Elle participe également a
l'activité antidiarrhéique, en protégeant les organes digestifs des attaques nuisibles. Les
taninsont également un pouvoir cicatrisant car ils favorisent la régénération des tissus en cas
deblessure superficielle (Brunet, 2008).

e Les alcaloides
Le terme «alcaloide» a été introduit par W. Meisner au début du XIXéme. La définition
admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un alcaloide est une
substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et présentant une structure
moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga; 2011).
L’origine des alcaloides vrais remontent aux acides aminés entre autres. les alcaloides sont
utilisées dans plusieurs médicaments, ils affectent chez 1I’étre humain le systéme nerveux
particuliérement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl choline, norepinephrine , acide
aminobutyrique (GABA), dopamine et la sérotonine.
D’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que 1’effet

analgésique (cocaine), anti-cholinergique (atropine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive
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(réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépressant cardiaque et
diurétique narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimétique (é¢phédrine) (Badiaga,
2011).

Les alcaloides tout d’abord, ont des effets bénéfiques sur la plante synthétisante, parmi ces
effet, selon (DA CONCEICAO en 2010) : ils Régulent la croissance et le métabolisme interne
végétaux, ils désintoxiquent et transforment les substances nocives au végétal, ils Protégent la
plante contre les rayons ultraviolets comme ils ont des effets contre les herbivores. (Mauro,

2006).

e Les terpenoides
Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomere a 5 carbones appelé isopréne, ces composés sont majoritairement
d’origine végétale (Malecky, 2005). Synthétisés par les plantes, organismes marins, les
champignons et méme les animaux (Benaissa, 2011).

e Produits de dégradation des tri-terpées (les stéroides)
Les stéroides ne sont pas des terpenes mais des composés de biodégradation de triterpenes. Ils
constituent une classe de composés abondamment présents dans la nature (régne animal et
végeétal).
Dans les plantes, algues, champignons, ainsi que chez les animaux, le cholestérol est la source

de tous les métabolites de type stéroides (Benaissa, 2011).

1.1.6. Les huiles essentielles

1.1.6.1. Définition

Le terme huiles essentielles (HES) dérive de « quintaessentia », un nom donné par le médecin
suisse Paracelse aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la fragrance et la
quintessence de la plante (Khenaka, 2011).

1.1.6.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont retrouvées chez les Spermaphytes qui inclus les Myrtaceae,
Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Poaceae,
Zingiberaceae, Piperaceae, etc. (Rakotonanahary, 2012).

Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, des écorces, des

bois, des racines, des rhizomes, des fruits, des graines (Figueredo, 2007).

1.1.6.3. Propriétés physico-chimique des huiles essentielles

)
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En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un groupe
trés homogene, qui a des propriétés communes représentées dans les points suivants :
e Les huiles essentielles sont habituellement liquides a température ambiante et
volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes.
e Elles sont plus ou moins colorées
e clles peuvent conférer leur odeur a 1’eau.
e leur densité est en général inférieure a celle de ’eau.
e Leur indice de réfraction et pouvoir rotatoire sont tres €levés.
e Elles sont entrainables par la vapeur d’eau, soluble dans 1’alcool, 1’éther et les huiles
fixes, mais insolubles dans I’eau.
e FElles sont altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant

lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a ’abri de la
9

lumiére et de I’air (Rakotonanahary, 2012 ; Laib, 2011).

3.4. Activité biologiques des huiles essentielles

Le rdle des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, les parfums émis jouent un réle attractif pour les insectes pollinisateurs Les huiles
essentielles ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales et antiparasitaires. D
leurs vaste utilisation dans les domaines pharmaceutique, alimentaire, cosmétique.
Néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations a la fois (Laib, 2011).

1. Activité antioxydant

2. Activité antibactérienne

3. Activité antifongique

1.1.6.5. Toxicité des huiles essentielles

La toxicit¢ des huiles essentielles est moins investiguée. En régle générale, les huiles
essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou trés faible avec des
DL50 supérieures a S5g/kg. Chez I’Homme des intoxications aigues sont possibles. Les
accidents graves, les plus souvent observés chez les petits enfants, sont provoqués par

I’ingestion en quantité importante d’huiles essentielles (Laib, 2011).

1.1.6.6. Les méthodes d’extraction des huiles essentielle
Entrainement a la vapeur, Hydro-distillation, Solvant organiques, CO, supercritique, Micro-

ondes, Ultra-sons, Initiation, Enfleurage, Expression

)
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Partie 02 : Etude botanique de Ruta chalepensis L.

I.2.1. Présentation de la famille des rutacées

La famille des rutacées est une famille de plantes dicotylédones. Elles comprennent plus
de 700 especes en grande partie arborescente et appartenant aux pays chauds, ce sont des
arbres, arbustes ou plus rarement des plantes herbacées productrices d’huile essentielles. Les
caracteéres morphologiques de cette famille sont assez variables, le plus caractéristique est la
présence de glandes a huiles essentielles visibles sur les feuilles sous la forme de points
translucides. La plupart des plantes de cette famille sont toxique. En effet, les rutacées sont
riches en furanocoumarines photosensibilisantes qui sont responsable de manifestations
phytotoxique.
Les rutacées sont essentiellement tropicales, sont particulierement bien diversifiées dans le
sud de 1’Asie, de I’Afrique et en Australie. Certaines especes habitent les régions
subtropicales et tempérées de I’hémisphere Nord, notamment le pourtour méditerranéen et le

sud de I’Europe. Les rutacées vivent dans les milieux naturels tres variés. (P.crété, 1965).

La famille est remarquable par la diversité de ses fruits qui peuvent étre une baie a paroi
coriace ou une capsule. La plupart de ces especes sont pollinisées par des insectes divers
surtout les abeilles et les mouches qui sont attirés par les fleurs souvent spectaculaire
produisant du parfum et du nectar. La majorité sont allogames en raison de leurs fleurs
unisexuées ou dans le cas de fleurs hermaphrodite parce que les stigmates et les anthéres sont

distants spatialement ou ont des périodes de maturité différentes (Judd et al., 2002).

1.2.2 Apercu sur le genre Ruta
Le genre Ruta comporte beaucoup d'especes originaires du pourtour méditerranéen et du

Moyen Orient mais qui ont été acclimatées dés la moyenne Age dans les régions tempérées
plus froides de 1'Europe. Les Espagnoles et les Portugais les ont introduites au 161me siecle

en Amérique de Sud (Nazich et aL,, 2009).

Ces especes se différentiés par rapport aux autres espeéces de la méme famille par une tige
ramifiée de couleur verte pale. Les feuilles sont séquées et cela d'autant plus que leur niveau
d'insertion sur I'axe est plus bas. Les fleurs sont groupées au sommet de la tige en une cyme
composée. La fleur centrale de l'inflorescence est pentamere, toutes les autres sont tétrameres.
Dans I'un et l'autre cas 1'androcée est complet, avec 10 ou 8 étamines, et obdiplostemone. Le

gynécée repose sur un disque épais, surmontant le point d'insertion des étamines. Les

g
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carpelles au nombre de 5 ou 4 et multiovulés, donnent autant de coques a déhiscence

suturales et contenant des graines albuminées (Crété, 1965).

1.2.3. Les variétés la rue

Les plus importantes espéces représentatives du genre on cite : Ruta gravelons Pers. (la
rue fétide) et Ruta chalepensis L. L. qui sont les plus connue et utilisées, dans une
moindre mesure Ruta montana L., Ruta angustfolia L., Ruta corsica DC. (Duval,

1992).

e Ruta Montana: c'est la rue des montagnes (synonymes: Ruta légitima
Jacq.; Ruta tenu jfolia Gouan). Appelé vulgairement en Algérie fidjlet
el-djbel ou Fidjela, a une odeur fétide trés intense, se trouve sur les
coteaux arides et dans endroits secs et pierreux de la région
méditerranéenne (BABA AISSA, 1999).

e Ruta graveolens: graveolens vient du latin 'gravis' qui signifie fort et de
verbe 'olere' qui veut dire sentir, donc odeur forte et désagréable.
Appelée aussi rue- officinale, rue puante, rue fétide, rue des jardins.
Herbe a la belle-fille, cette espéce est appelée vulgairement Fidjien. a8

® Ruta chalepensis :(décrite si dessous et plus détailler).

1.2.4.Ruta chalepensis L.
1.2.4.1.Définition

Chalepensis signifiant « d'Alep» (ville de Syrie) indique le lieu d'origine des spécimens
ayant servi a identifier et classer cette espece en premier lieu ou simplement 1'abondance de

celle-ci dans la région (Benstone, 1984).

Le mot « Ruta» est dérive d'un mot grec signifiant « qui libére » il fait allusion aux propriétés
médicinales de ces plantes qui avaient la réputation de «soulager » tant de maux de

I'empoisonnement aux troubles psychiques.

C'est une ancienne herbe médicale qui a longtemps ét¢ utilisée comme contrepoison et comme
talisman contre la sorcellerie chez les Grec. Les Romains ['utilisaient surtout pour améliorer la

vision (Duval, 1992).

]
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Aristote dans son "Histoire des animaux Ix-6" rapporte que la belette avant de combattre les
serpents, se frotte contre cette plante redoutée des reptiles ou cette croyance est encore vivace

de nos jours (web master 3).

1.2.4.2. Description générale
Ruta chalepensis L est un petit arbuste indigéne d’environ 30 a 80 cm de haut (Bock, 2011),
largement répandu dans les régions méditerranéennes ainsi que dans les pays tempérés et

tropicaux (Gunaydin et al., 2005 ; Tounsi et al., 2011).

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

2005).

Les tiges de 1’arbuste sont glabres et portent des fleurs jaunes organisées en cymes avec des

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

FEALRE 155 rwcd dec Dmoefabowrons

Figure 01 : Ruta chalepensis L
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1.2.4.3. Systématique de Ruta chalepensis

Tableau 01: Classification taxonomique de Ruta chalepensis L (Bock, 2011) :

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantae
Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Rosideae

Ordre Sapindales
Famille Rutaceae

Genre Ruta

Espéce Ruta chalepensis

1.2.4.4. Noms vernaculaires de I’espéce (Ruta chalepensis L)
Frangais : Rue de chalep(Bock, 2011)

Arabe : Fijel J># (Lamnauer et Batanouny, 2005)

Berbére : Aourmi (Lamnauer et Batanouny, 2005)
Anglais : Fringed Rue (Bock, 2011)

Espagnole : Ruda (Bock, 2011)

Italien : Ruta d'Aleppo (Bock, 2011)

1.2.4.5. Caractéristiques des différentes parties de la plante

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

bord (Lamarck, 1804).
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Figure 02: Caractéristique morphologique de Ruta chalepensis L.

(Quézel & Santa, 1962, in Bouzidi 2013).

Résume les caractéristiques propres a chaque organe de la plante

La tige : Tiges droites, rameuses, cylindriques, dures, glabres, hautes de trois a quatre
pieds, d’un verre glauque. Egalement non glanduleuses (Lamarck, 1804)(Bock,
2011).

Feuille : Feuilles amples de six (06) millimetres de larges, a folioles ovales-
oblongues, Cunéiformes, glauques et parfois presque lin€aires. Les  folioles
inférieures en forme de stipules sont pétiolulées. De couleur verte-bleuatre, de
golt amere et d’odeur forte relativement désagréable Portent des glandes a huiles de
type schisolysigénes. (Bock, 2011).(Lamarck, 1804).(Bock, 2011).(Tounsi et al.,
2011).(Gravet, 2002).

Fleur : Il s’agit de fleurs jaunes, grandes, bractées, ovales ou lancéolées, souvent en
ceeur a la base et beaucoup plus larges que le rameau ou le pédoncule qui les
porte. Leur taille avoisine les uns (01) centimeétre de diameétre. Diposés en corymbes
a Dextrémité des tiges et des rameaux; leur calice est court, glabre, ovale et a cing
divisions; la corole est jaune a cinq pétales concaves, ondulées, denticulées, et ciliées a
leurs bords. Elles portent huit a dix (8 a 10) étamines ainsi qu’un ovaire supérieur
(Bock, 2011) (Brener, 1985).(Lamarck, 1804).(Gunaydin et al., 2005).

Fruit : Les fruits sont des follicules a graines noires. Ils se présentent sous forme
de capsule globuleuse d’environ six (6) a neuf (9) millimétres de diametre. (Liévre,

2004)(Lamnauer et Batanouny, 2005).
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1.2.4.6. Origine et répartition géographique

Plante originaire du Sud est de I'Europe (Ukraine, Albanie; Bulgarie et ex-Yougoslavie). Elle
est largement répondue dans toute 1'Europe et en Afrique du Nord. Ruta chalepensis L.est une
espece méditerranéenne bien connue en toute I'Algérie, elle existe a 1'état spontané dans les

rocailles et les endroits secs du Tell (Jaque et Paltz, 1995).

Selon Eberhard et al (2005), Ruta chalepensis L. répondue dans toute la région
Méditerranéenne, cultivée a 1'Ouest de l'archipel indonésien, au Mexique, en Amérique
centrale et en Amérique de Sud. Cette plante est adaptée aux secteurs qui sont situées a
environ 1000m au-dessus du niveau de la mer avec précipitations et lumiére du soleil

modérées (Joy et al., 2001).

’4* P f‘hr

Figure 03 : Carte géographique de la distribution de 1 espece Ruta chalepensis L. dans les

pays méditerranéenne.

1.2.4.7. composition de Ruta chalepensis L.

Ruta chalepensis L est une source riche en métabolites secondaires importants tels que des
furanocoumarines, des alcaloides et bien d’autres substances Plusieurs études réalisées sur la
plante ont clairement indiqué que son utilisationen thérapeutique était justifiée en raison de

sa composition (Gunaydin et al., 2005).

Le screening phytochimique des différentes parties de Ruta chalepensis a révélé la présence

essentiellement :

> Les alcaloides : de maniére générale les alcaloides sont des substances d’origine
naturelle retrouvées dans environ 20% des especes végétales, azotées et basiques

(Facchini, 2001 ; Vercauteren, 2012).

Ruta chalepensis est une source riche en plusieurs alcaloides (E1 Sayed et al., 2000),

elle renferme environ une teneur moyenne de 0,4 a 1,4% d’alcaloides ; avec principalement :
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e Les quinoline alcaloides: Graveoline (rutamine) et graveolineine (Anton et al.,
2009).

e Les Furoquinoline alcaloides: Skimmianine, gamma-fagarine, dictamnine,
kokusaginine, pteleine .

e Quinazoline alcaloides : comme 1’arborine (Tounsi et al., 2011).

» Les coumarines : les Coumarines sont un groupe de composés dérivant dul,2-
benzopyrone et qui sont largement distribués dans le régne végétal comme la
annelle, la lavande et la menthe poivrée (Mladenka et al., 2010).L’¢tude des
coumarines de Ruta chalepensis a permis d’identifier :

e Des furanocoumarines : la xanthotoxine, la bergapteéne, la chalepensin,
I’isopimpinelline, et le psoralen .

e Des coumarines glucosidiques : la rutarensine, et la daphnorétine (Lamnaouer,
2002).

» Les flavonoides : Les flavonoides sont un groupe de composés polyphénoliques
produits naturellement par les plantes et que I’on retrouve dans une vaste gamme de

denrées alimentaires d’origine végétale (fruits et 1égumes) (Ren et al., 2003).

Ruta chalepensis produit majoritairement un flavonoide qui est la rutine (2-5%): Toutes
les parties de la plante renferment ce glucoside qui est aussi appelé « vitamine P »

isomere de la Quercétine (Attou, 2011).

> Les huiles essentielles : Ce sont des substances organiques aromatiques liquides
qu’on trouve naturellement dans diverses parties des plantes. Elles sont tres
concentrées, volatiles, généralement huileuses et sensibles a la décomposition sous
I’effet de la chaleur (Turgeon, 2001).Ces substances n’existent quasiment que
chez les végétaux supérieurs comme les Myrtacées, les Lauracées, les Composées et
les Rutacées. Elles peuvent étres stockées dans tous les organes de ces plantes
(fleurs, feuilles,...) et leurs synthése et localisation sont souvent associées a la
présence de structures histologiques spécialisées (poches schisolysigenes des

Rutacées par exemple) (Bruneton, 1999).

Ruta chalepensis, est une plante aromatique largement exploitée pour ces huiles

essentielles destinées a la parfumerie et a ’industrie agroalimentaire. La composition
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chimique ainsi que le rendement des huiles essentielles de cette espece varie avec le
lieu et la période de récolte, mais de manicre générale Ruta chalepensis L renferme environ
0.1% a 1.13% d’huile essentielle. La composition chimique des huiles essentielles varie
avec le lieu de récolte ; Il a été rapporté que le 2-undécanone est le constituant majoritaire de
I’huile essentielle de Ruta chalepensis L de provenance d’Argentine (38.1%), de Turquie

(66.5%), d’Iran (52.5%) et d’Inde (4.3 - 67.8%) (Merghache et al., 2009).

> Autres composés : Les feuilles et les jeunes tiges de Ruta chalepensis L
contiennent ¢également une certaine proportion d’acides aminés, de saponines
(Zeichen de Sa et al., 2000) , de glycosides, de stérols et de triterpénes (Gonzalez-
Trujano et al., 2006).

1.2.4.8. L'utilisation de la plante

A. Culinaire
Les feuilles fraiches ou séchées sont utilisées en petites quantités (trés ameres) dans les

sauces, ceufs brouillés ou omelettes, fromages blancs et beurres aux herbes.

Tres prisée des Anglo-saxon, Ruta chalepensis L. sert aussi a aromatiser des boissons

alcoolisées, la biére mais aussi le vin blanc dont elle rehausse le bouquet.

Ainsi les feuilles fraiches peuvent étre utilisées pour assaisonner les sauces et les plats
de viande mais utiliser modérément a cause du golt amer et des risques de toxicité

(Eberhard et al., 2005).

B. Médicinale

e Peau: I’effet de la rue sur la peau revét deux aspects. D'une part, la rue, comme
plusieurs rutacées et certaines ombelliféres, contient des composés susceptibles
de provoquer des dermatites sous l'action du soleil. D'autre part, il est reconnu
depuis longtemps que le jus ou la seve des feuilles de la rue sert d'antidote contre
les morsures de serpent, les piqures d'insectes et les allergies dues aux plantes.
Elle servirait également a soigner les maladies de peau comme le psoriasis ainsi
que les blessures (Duval, 1992).

e Systéme nerveux: la rue est antispasmodique. Les Arabes en machent les
feuilles, ce qui est sensé¢ calmer tout trouble d'origine nerveuse. Les feuilles
fraiches écrasées en application externe soulagent la  sciatique.

Traditionnellement, la rue était utilisée dans les cas d'épilepsie. Les victimes de
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la maladie portaient des feuilles de rue au cou pour prévenir les crises (Ait,
2006).

Circulation sanguine: une des propriétés reconnues de la rue est sa capacité
pour abaisser la pression artérielle, ce qui en fait une plante utile pour le
traitement des vaisseaux sanguins. La rue accroit également le flot sanguin du
systéme gastro-intestinal, protégé dans le cas de coliques ou troubles digestifs
(Ait, 2006).

Sens: Les anciens reconnaissaient les vertus de la rue dans les cas de trouble de
la vue. En homéopathie, le jus extrait des plantes fraiches est utilisée pour
renforcer la vue, il conseille pour soigner les cataractes de dissoudre les fleurs de
rue dans un plat d'eau peu profond exposé au soleil. On baigne les yeux plusieurs
fois par jour avec le liquide jaune obtenu en pressant les fleurs ayant trempées
dans 1'eau. Le jus chauffé soulagera les maux d'oreilles (Ait, 2006).

Fertilité:

Le pouvoir de la rue est redoutable en ce domaine, la plante agissant sur I'utérus. En

petites doses, la rue est bonne pour le soulagement des dysménorrhées. A plus forte

dose, la rue est abortive et son utilisation a donc été envisagée comme 'pilule du

lendemain'. Autrefois, la rue était utilisée comme anaphrodisiaque pour encourager a

la chasteté (Ait, 2006).

Parasites: la rue est un antihelminthique, un vermifuge et un anti-amibien
(Ait, 2006).

Usage vétérinaire: la rue a déja ét¢ employée dans de nombreux remedes
vétérinaires surtout pour aider a la délivrance et contre la météorisation chez les
bovins, caprins et ovins. D'autre usages, ceux-la empiriques, incluent le
traitement des fiévres persistantes des bovins, les parasites intestinaux; de la
morve des cheveux; des parasites externes et la prévention de la rage. En
homéopathie animale, la rue entre dans la composition d'un remede

antirhumatismal et d'une poudre calcique (Ait, 2006).

Les symptomes d'un empoisonnement a la rue chez les animaux sont: salivation, gastro-

entérite aigue, excitation puis prostration, bradycardie et avortement (Ait, 2006).
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C. Agricoles
La rue, par sa forte odeur et ses composés puissants, est utilisée pour le contrdle des
ravageurs, notamment contre les insectes. La rue est toxique pour les mollusques, les

poissons et les oiseaux. Elle serait aussi nématicide (Duval, 1992).

D. Cosmétique
L'huile essentielle de Ruta Chalepensis L est utilisée dans le domaine de la parfumerie

(Baba Aissa, 1991).

E. Ecologique et horticole
Elle permet la fixation du sol donc le protéger contre I'érosion. On trouve cette plante

dans la plupart des jardins pour son parfum, sa saveur, et sa décoration.

1.2.4.9.Mode d'emploi du Ruta chalepensis L

e Infusion: mélangé a du jus de citron, contre les coliques, les vers intestinaux et
traitement des régles douloureuses, des affections respiratoires, des paralysies,
de la goutte, de I'oligurie et des cedémes. En tampons appliqués dans les cas de
saignements de nez et en cataplasmes sur la téte dans les cas de migraine. On la
donne a la mére juste aprés l'accouchement comme remede ocytocique (Ait,
2006).

e Décocté: en mélange avec d'autre plante comme remede abortif et en friction de
tout le corps pour baisser la fievre (Ait, 2006).

e Fumigation: mélangée a des graines de Peganum harmala L., de coriandre et a
du goudron de cedre contre 1'épilepsie, dans le traitement des affections du foie
(Ait, 2006).

e Oléate: traitement de vitiligo. Contre les rhumatismes (Ait, 2006).

e Macérat: dans l'huile, des gouttes auriculaires: contre les bourdonnements
d'oreille et dans les cas d'otite (Ait, 2006).

e Poudre: chez les enfants contre la fievre (Ait, 2000).

e Mélangé: avec le miel pour soigner les gergures des seins (Ait, 2006).
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1.2.4.10.Les Activités des extraits de Ruta chalepensis L
Ruta chalepensis L et plus précisément son extrait éthanolique a été étudié pour son
effet anti-inflammatoire, antipyrétique, analgésique, anticonvulsivant, antispasmodique

ainsi que pour d’éventuelles effets hématologiques (Mansour et al., 1990).

o Effet anti-inflammatoire : L’effet anti-inflammatoire de Ruta chalepensis L a été
évalué par Mansour et al., (1990), selon deux mod¢les inflammatoires, induits par
I’injection de sel de sodium de carraghénane et I’administration sous-cutanée de
granules stérilisés de coton chez des rats albinos ; les résultats obtenus ont montré
que l'extrait éthanolique de Ruta chalepensis L produit une inhibition significative
des cedémes de pattes des rats carraghénane-induits, ainsi qu’une inhibition des
granulomes induits par les granules de coton chez les rats testés a une dose de
500mg/kg .

o Effet antispasmodique : Moazedi et al., (2009), ont évalu¢ [Dactivité
spasmolytique de la plante sur ’intestin de rats sains, dont les contractions ont été
provoquées par une solution de KClI, et des concentrations cumulatives d'extrait de
Ruta ont été additionnées au milieu expérimental. Les résultats de cette étude ont
montré que les extraits des feuilles de Ruta chalepensis L ont exercé un effet
antispasmodique dose-dépendant sur l'iléum desats, avec une dose efficace de
0,04mg/ml d’extrait.

o Effet analgésique : La méthode de I’induction de la douleur par la chaleur a été
employée ; et le temps de réaction a la douleur a été enregistré. Les résultats des
¢tudes de I’activité analgésique des extraits de Ruta chalepensis L semblent indiquer
que la plante est exempte de toute activité analgésique ce qui ne justifie donc pas
son utilisation contre la douleur dans la médecine traditionnelle (Mansour et al.,
1990).

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

médecine traditionnelle.
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o Effet anticonvulsivant : le Pentylenetetrazole (PTZ) a été employé par Gonzalez-
Trujano et al.,, (2006), pour induire des convulsions chez des souris et ainsi
étudier I’effet anticonvulsivant de la rue. L’¢tude a révélé que 1’extrait éthanolique de
Ruta, a des doses allant de 300 a 1000 mg/kg a retardé de manicre significative le
début de la premicre convulsion induit par PTZ. Ces résultats viennent donc
renforcer le fait que les feuilles de cette plante infusées avec du vinaigre soient
données aux enfants pour le traitement des convulsions dans la médecine
traditionnelle.

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

aucun changement de ces parametres de coagulation.

1.2.4.11. Toxicité de Ruta chalepensis L

L’effet toxique le plus connue de Ruta chalepensis L et des autres espéces du méme
genre est la phototoxicité, qui est due a sa richesse en Furanocoumarines (psoralénes). En
effet celles ci induisent, par contact des feuilles contuses suivi d'une exposition au soleil, une
dermite aigu€ qui ressemble a une briilure du premier ou du deuxieme degré. Secondairement

la peau gardera une hyperpigmentation qui peut persistée assez longtemps (July, 2007).

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

1ésions du génome (Gunaydin et al., 2005 ; July, 2007 ).

L'huile essentielle provoque des contractions du muscle de 1'utérus ainsi que des hémorragies
utérines. Les signes d'intoxication par la rue commencent par des troubles digestifs
(douleurs, vomissements, hypersalivation), qui s'accompagnent rapidement de signes de
choc (hypotension, troubles cardiaques), voire de convulsions. Parallélement on peut
observer des saignements génitaux. Plus tard, et selon la gravité de l'intoxication, il peut

se développer une insuffisance rénale et hépatique pouvant conduire au déces.

L'empoisonnement par la rue est en général volontaire suite a 1’utilisation de cette plante

pour provoquer un avortement. Les femmes enceintes doivent éviter de consommer des
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extraits de rue méme en petite quantité car des études sur I'animal ont montré que ces extraits
pouvaient provoquer des malformations feetales (July, 2007). En effet 'administration d'une
infusion aqueuse des parties aériennes de Ruta chalepensis L au cours de la période
d’organogénése, chez des souris gestantes, a provoqué des modifications morphologiques
significatives, un retard du développement des organes (thymus) et des réflexes, un gain de
poids et a produit également des changements histologiques du placenta et des foetus

(Zeichen de Sa et al., 2000).
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Objectifs et lieu de stage

Notre expérimentation s’est étalée sur la période allant du mois de Mars au mois de Juin,
2018.Notre travail consiste a 1’étude phytochimique et botanique de la partie aérienne d
une plante de la famille des Rutacées (Ruta chalepensis L) et 1’évaluation de quelques

activités biologiques.
Pour réaliser cette étude nous avons fixé les objectifs suivants :

» Au niveau du laboratoire de recherche en plantes médicinales et
aromatiques du département de biotechnologie université Blidal :
e L’extraction des huiles essentielle et calcule du rendement
e [’extraction des polyphénols totaux et leur dosage analytique
e L’¢tude botanique et histologique
» Au niveau du CRD SAIDAL : nous avons réalisé :
e Screening phytochimique de la plante en vue de connaitre la composition en
familles phytochimiques.

e FEtude des activités biologiques : activité¢ antispasmodique, anti-inflammatoire

et anti-oxydante.

» Au niveau du Laboratoire d’hygiéne de Blida :

e Etude de I’effet antimicrobien de 1" huile essentielle de Ruta chalepensis
L.

» laboratoire de pharmacie galénique du département de pharmacie, Université

de Blida 1 : la formulation galénique d’'une pommade dermique.
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IL.1. Matériel
IL.1.1. Matériel biologique

II.1.1.1.Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de 1’espéce Ruta chalepensis L.

récolté a partir 100 pots mets dans la serre depuis le stade de feuillissant jusqu'a le stade

de fleurissant.

Figure.04 : Ruta chalepensis L. (Boumaaza et Grib, 2018)
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A-Période de récolte :
Les échantillons de la plante ont été prélevés au stade de feuillaison (pour la préparation
de I’extrait aqueux et I’extraction des polyphénols) et au stade de fleuraison(pour

I’extraction des huiles essentielle), (février, Mai 2018), la matinée.

B. Lieu de récolte :
Les plantes sont issues de la pépini¢re de la région de Souama wilaya de Blida puis les
pots des plantules ont été placés dans une serre au niveau du Département de

Biotechnologie, Facult¢é SNV de L université Blidal pour poursuivre leur croissance.
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Figure.0S : la localisation de Soumaa dans la willaya de Blida

Le climat de Blida En été est chaud et tempéré. les pluies sont moins importantes qu’elles
ne le sont en hiver. D’aprés KOPPEN et GEIGER, La température moyenne annuelle a
Blida est de 17.9C". Les Précipitations sont en Moyenne de 791mm, la Démographie est
37461 hab.(2008) , Densité 1350 hab./km?, Superficie : 27,75 km? Altitude 229 m.

Soumaa est une commune de la wilaya de Blida .Lors du découpage administratif de 1984,
la commune de Soumaa est constituée a partir des localités suivantes (soumaa, Feroukha,
Bahli, Grabah, Hallouya, Saada, Cherifia, Bouchemla). Il est située au centre de wilaya de
Blida, a environ 8 km au nord-est de Blida et a environ 44 km au sud-ouest d’Alger et a

environ 35 km au nord-est de Médéa.

C. Séchage et stockage :
Apres la récolte, les échantillons ont été nettoyés et étalés sur du papier, pour séchage a

I’air libre, a 1’abri de la lumiére et I’humidité. Ils sont étendus, sans superposition, et
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retournés de temps en temps afin d’éviter tout risque de fermentation a une température
ambiante, pendant 20 jours, afin de garder intactes les substances actives des feuilles et
éviter la pourriture. Les échantillons ainsi séchées ont ét¢ mis dans des sachets en papier

jusqu’au Jourde I’extraction.

Figure.06 : Séchage de plantes récoltée (Boumaaza et Grib, 2018).

I1.1.1.2.Souches microbiennes utilisées :
Le support Microbien utilisé est composé de six bactéries, deux champignons. Fournis par

le Laboratoire d hygiéne de Blida présentées dans le tableau ci-apres :

Tableau 04 : Les souches microbiennes utilisées (Laboratoire d’hygiéne. Blida 2018)

Bacillus subtilis Bactérie a Gram positif ATCC6633
Escherichia. Coli Bactérie  Gram négative  ATCC 8739
Enterococcus faecalis Bactérie a Gram positif ATCC2035

Klebsiella pneumonaie Bactérie a Gram négative =~ ATCC 4352

Pseudomonas aeruginosa Bactérie a Gram négative ~ ATCC9027

Staphylococcus aureus Bactérie a Gram positif ATCC6538

Aspergillus niger Champignon Prélévement biologique

Candida albicans Levure ATCC 10231
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II.1.1.3.Matériel animal : le matériel animal est constitués de souris issus de 1 Institut

pasteur présenté comme suit :
Souris Albinos : pour les activités anti-inflammatoire et antalgique

e Nombre : 24
e Poids: 18ga24g.

e Sexe: male

Condition d’¢levage des animaux de laboratoire :

e Température : 25°C

e Humidité : 60%

e Alimentation : Granul¢ de I’O.N.A.B (Office Nationale de 1’Alimentation du
Bétail).

e Fau : eau de robinet ad libitum.

I1.2. Méthodes

I1.2.1.Identification de 1 espéce étudiée
L’identification botanique de 1’espéce Ruta chalepensis L. a ¢été confirmée par la

comparaison avec 1’herbier du département de botanique a I’INSA.
I1.2.2. Etude macroscopique et botanique des différentes parties de la plante

Nous avons observé chaque partie aérienne (tige, feuille , fleur) de 1’espéce Ruta
chalepensis L .par fois a I’ceil nu et d’autre sous la loup binoculaire pour connaitre les

caractéristiques morphologiques de chaque partie de cette espece.
I1.2.3. Etude Anatomique

A-Technique de double coloration :

Coloration des parois : Pour la différenciation des tissus, nous avons utilisé la technique

classique de double coloration (Langeron.1949), qui comporte les étapes suivantes :

1. Un traitement des coupes a I'hypochlorite de sodium pendant 15 minutes, afin de vider le

contenu cellulaire, a 1'exception des parois qui persistent.

2. Un ringage soigneux des coupes a 1'eau de robinet pendant 5 min.

&
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3. Un traitement a l'acide acétique a 0.1% pendant 1 min, afin de neutraliser le pH et

assurer la fixation des colorants sur les parois.

4. Un traitement au vert de méthyle pendant 10min, pour colorer les parois lignifiées et

surédifiées.
5. Un ringage soigneux des coupes a l'eau de robinet pendant 5 min.

6. Un dernier traitement avec le rouge Congo pendant 10 min, pour colorer les parois

pécto-cellulosiques.

7. Un dernier ringage des coupes a l'eau de robinet.

Figure.07 : coupe histologie de la tige Figure.08 : coupes histologie de la
de Ruta chalepensis L feuille de Ruta chalepensis L.
(Boumaaza et Grib, 2018) (Boumaaza et Grib, 2018)

B-Observation microscopique

Les coupes sont mises entre lame et lamelle et vue sous le microscope optique.

I1.2.4. Etude phytochimique de la plante
11.2.4.1. Détermination de la teneur en eau : le protocole adopté et celui de (Zerrad,
2006).les parties aériennes de la plante fraiche sont pesées (PF) puis séchées a 1’étuve a

75°C. Elles sont ensuite pesées toutes les 24h jusqu’a I’obtention d’un poids constant (PS).

La teneur en eau (T) est calculée comme suit :

| T=(PF-PS/PFX100

T : taux d’humidité en pourcent.
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PF : masse de I’échantillon avant séchage.
PS : masse de 1’échantillon apres séchage dans 1’étuve.

I1.2.4.2. Screening chimique

Le but de ces tests, est de connaitre la composition en métabolites secondaires. Ils sont
effectués, soit sur la poudre du broyat, soit sur ’infusé. Le screening phytochimique,
consiste soit des réactions de colorations ou de précipitations (Paris et Moyse, 1976).

Les réactions du screening phytochimique que nous avons effectué ont été décrites par

(Bouyer, 1996).

A. Identification des Flavonoides :
A 5ml de I’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool
isoamylique. La réaction des flavanols, flavanones et flavones par le magnésium

métallique donne une couleur rouge orangée, ce qui indique la présence des flavonoides.

B. Identification des tannins : Tannins catéchiques
A 5 ml de I’infusé, sont ajoutées quelques gouttes de la solution FeCL3 a 5%. L’apparition

d’une couleur bleue noire indique la présence des tannins catéchiques.

e Tannins galliques :
A 5 ml de l’infusé, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de

FeCL3.L’ apparition d’une couleur bleue noire indique la présence des tannins galliques.

C. Identification des Saponosides :
A 2 ml de I’'infusé, sont additionnées quelques gouttes d’acétate de plomb. L’apparition

d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.

D. Identification des Anthocyanes
Quelques gouttes d’HCL concentré, sont ajoutées a 5 ml de ’infusé. L’apparition d’une

couleur rouge indique la présence des anthocyanes.

E. Identification des Leuco-anthocyanes

2 g de poudre végétale, sont additionnés a 20 ml d’un mélange de propanol /acide
chlorhydrique (v/v). Apres, le mélange est porté a I’ébullition dans un bain-marie pendant
quelques minutes. L’apparition d’une couleur rouge indique la présence des

leucoanthocyanes.
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F. Identification des Alcaloides :

5 g de poudre végétale, sont humectés avec 20 ml d’ammoniaque %, puis laisser macérés
pendant 24 heures dans 50 ml d’un mélange éther chloroforme (3v /v). Ensuite, le filtrat est
¢épuisé par HCL a 2N. Apres, quelques gouttes du réactif de Drangendroff sont ajoutées a
la solution chlorhydrique. L’apparition d’un précipité rouge indique la présence des

alcaloides.

G. Identification des Glycosides
A 2 g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique. Une
coloration rouge brique apparait. Aprés agitation, une coloration violette se forme en

présence de glucoside.

H. Identification des Coumarines

2 g de poudre végétale, sont mis a I’ébullition dans 20 ml d’alcool éthylique pendant
15min dans un bain-marie puis filtrer. Ensuite, 3 a 5 ml de filtrat, sont ajoutés a 10 gouttes
de la solution alcoolique de KOH a 10% jusqu’a I’obtention d’un milieu faiblement acide

avec formation de troubles.

I. Identification des Mucilages :
Dans un tube a essai, 1ml d’infusé est ajouté a 5 ml d’alcool absolu. La formulation d’un

précipité floconneux blanc montre la présence des mucilages.

J. Identification des quinones
2 g de poudre végétale humectée par HCL a 1N, sont mis en contact pendant 3 heures
dans20 ml de chloroforme, puis filtrer. Le filtrat est agité avec 5 ml d’ammoniaquel/2.La

formation d’une coloration rouge indique la présence des quinones libre.

I1.2.4.3. ’extraction des polyphénols

L’extraction a été effectuée selon la méthode établie par Boumaza, (2009), dont le volume
du solvant et la quantité de la poudre ont été choisis selon nos besoins. Faire macérer
pendant 15 jours 20g de poudres végétales dans 200ml de MeOH absolu (96°) avec une
agitation de temps en temps. Ces extraits sont filtrée sur mousseline et deux fois sur papier
filtre, puis concentré au Rotavapor a 40° C jusqu’a 1’obtention d’une poudre colée sur les

parois internes du ballon.
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Les extraits secs obtenus ont été pesés pour déterminer le rendement de 1’extraction, puis
récupéré avec 30 ml d’eau distillé bouillante et conservé par la suite dans des bouteilles

stériles a 4°C.

11.2.4.3.1.Détermination du rendement de I’extraction
Le rendement a été déterminé par la formule décrite par Mahmoudi et al,(2013) dans la

page suivante :

R (%) = My, /Mgy, X100 J

Avec :
R: le rendement en %.
Mgyt : la masse de 1’extrait aprés évaporation en (mg).

Mg.n : la masse seche de 1’échantillon végétal en (mg).

11.2.4.3.2.Dosage des polyphénols totaux :
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé¢ par la méthode de

Folin-Ciocalteu(Singleton et al, 1999).

a. Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PMo012040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo8023), (Ribéreau-
Gayon et al., 1972). Cette coloration bleue dont ’intensité est proportionnelle aux taux de

composes phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm.

b. Mode opératoire
-Mettre 100 pl de I’extrait de Ruta chalepensis L.dans des tubes a essais ;
- ajouter 3.16 ml d’eau distillé et 200 pl de réactif de Folin -Ciocalteu dilué dans 1 eau
distillée (v/v) dans chaque tube;
-Agiter vigoureusement puis laisser agir 6 min avant d’ajouter 600 pl de carbonate de
Sodium a 20%.
- Incuber pendant 2h a température ambiante et a I’abri de la lumiére,

-Lire I’absorbance a 765 nm, par spectrophotométre UV-visible.

|



Chapitre II Matériels et Méthodes

La méme opération a été effectuée pour 1’acide gallique a différentes concentrations
(50/100/150/200/250) mg/ml. Cette étape nous permet d’établir la courbe d’étalonnage.

Le blanc est représenté par 1’éthanol additionne au Fol in-Ciocalteu, 1’eau distillée et le
carbonate de sodium.

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits sont calculées en se
référant a la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimes en mg €quivalent en acide

gallique/ g de matiere seche (mg EAG/g MS).

I1.2. 4 .4. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par la méthode d’hydrodistillation.

A- Principe de la méthode

La plante contenant 1’huile essentielle recherchée est immergée dans un volume d’eau.
Letout, contenu dans un ballon, est port¢ a ébullition. En s’évaporant, ’eau entraine
lescomposés volatils de I'huile essentielle recherchée, les vapeurs se condensent ensuite
dans leréfrigérant et s’écoulent a I’état liquide dans un récipient ou elles forment le
distillat. Engénéral, le distillat fait apparaitre deux phases non miscibles : les huiles

essentielles et I’eau (Brunton, 1993).

B- Mode opératoire de I’hydro distillation

Nous avons pris 50 g de maticre végétale séche de rue d Alpe, que nous avons ciselée afin
de faciliterson introduction dans un ballon de 1000 ml, rempli de 700ml d’eau distillée. Le
ballon est chauffé a l’aide d’un chauffe-ballon, pendant 2 heures, ceci engendre
laformation de vapeurs. Ces vapeurs s’élévent et passent dans un réfrigérant qui
estconstamment refroidi. Au contact des parois refroidies du réfrigérant, les vapeurs
chaudes se condensent ets’écoulent a 1’état liquide, goutte a goutte, dans le tube gradué de
Clevenger, ou elles forment le distillat. Ce dernier est un mélange de deux phases non
miscibles qui sont séparées 1’'une del’autre par le robinet de Clevenger. Le volume du

distillat obtenu est placé au réfrigérant.
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Réfrigérant

Clévenger

Ballon (Matiére végétale
seche + I’eau distillée
stérile)

Chauffe ballon

Figure.09 : Dispositif de I’extraction des huiles essentielles par hydro distillation

(Clevenger)(Boumaaza et Grib, 2018).

C-Calcule du rendement en huile essentielle
En se référant aux normes AFNOR (2000), le rendement en huile essentielle est définit par
lerapport entre la masse de 1’huile essentielle (MHE) et la matiere végétale seche (MVS).11

est exprimeé en % et donné par la relation ci-dessous :

© Rup=Mup/Myx100

Avec :
Ryuk : Rendement des huiles essentielles en %
Myg : Masse de I’huile essentielle en (g).

Mys: Masse de la matiere végétale séche en (g).

I1.2.5.Les activités biologiques

I1.2.5.1. L’évaluation de P’activité antioxydante par Le test de piégeage du radical
DPPH:
Dans ce test, I’extrait de la plante (Rutachalipensis L.) a fait ’objet d’une évaluation in

vitro de leur capacité antioxydant a travers le Test du piégeage du radical libre DPPH.
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A. Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans 1’analyse
de I’activité¢ antioxydant .En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité¢ a produire des
radicaux libres stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein
de la molécule.

La présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution. La réduction des radicaux DPPHe par un agent antioxydant entraine une
décoloration de la solution (Molyneux2004) (Fig.10).

Le changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517nm, et de cette
facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre déterminé

(Molyneux. P. 2004) ;( Popovicieet , . al.2009)

— Amticoryclmst A0EH i I Aty dau -0

LiFFEE % et L= o Jahina §

Figure.10: Equation du radical DPPH transformé en DPPH (Talbiet ., al.2015.).

B. Méthode de dosage :

Dans notre étude, ce test a été évalué par le protocole suivant :

e Préparation d’une solution meére : 5 ml d’extrait + Sml de méthanol. Nous avons testée
comme extraits 1’infusé et les polyphénols totaux des deux plantes étudiées.

e Préparation de 5 dilutions a partir de la solution mere a 1/10 (1ml du lere solution + 9ml
du méthanol 97%) ainsi jusqu’ a la cinquiéme dilution.

Bri¢vement, 2ml d’une solution méthanolique de DPPH 4% (4mg du DPPH dans 100ml du
méthanol) a été mélangé avec 0.5ml des dilutions dans des tubes secs. Le mélange obtenu
est ensuite gardé a I’abri de la lumiére, a la température ambiante pendant 30minutes. Puis

I’absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin composé de la solution méthanolique

de DPPH.
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Les échantillons, le témoin : la solution méthanolique de DPPH ; et le blanc : le méthanol

ainsi qu'une solution de 3mg de vit ¢ dans 10 ml de méthanol (qui servira de référence)

sont préparés dans les mémes conditions opératoires.

La décroissance de I’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a 517nm et le % PI

(pourcentage d’inhibition) est calculé selon la formule ci-dessous :

D’ou:

PI= ((DO du blanc-DO de I’échantillon) /DO du blanc )x100 J

PI : pourcentage d’inhibition.

DO : La décroissance de [’absorbance

NB : La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations

qui correspondent a 50 % d’inhibition (IC50); la valeur d’IC50 la plus faible correspond a

I’efficacité de I’extrait la plus élevée. Le pourcentage d inhibition est exprimée.
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Figure .11: Schéma de protocole expérimental de I’activité antioxydant (Boumaaza et

Grib, 2018)

=



Chapitre II Matériels et Méthodes

I1.2.5.2. Mise en évidence de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait de la plante

L’objet de ce test est de déterminer I’activité anti-inflammatoire des extraits de la plante
¢tudiée selon le test de Levy. (Culot, 1972).
A.Principe

L’injection de la carragéenine sous I’aponévrose plantaire de la patte de la
sourisprovoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-

inflammatoire.

Cette ¢tude permet de comparer la réduction de 1I’cedéme plantaire aprés administration des
doses égales du produit anti-inflammatoire a tester et du produit de référence

correspondant.

B.Protocole expérimentale
1. Préparation de ’infusé :

Ajouter 100 ml d’eau bouillante a 20 g de poudre de la partie aérienne. Laisser infuser
pendant 15 minutes et filtrer. (Bardeau, 2009)Le filtrat est ajust¢ a 100 ml avec d’eau

distillée.

2. Préparation de la solution de carragéenine :

Pour la préparation : nous mettons 25 ml d’eau distillée dans un petit bécher, nous lui
ajoutons progressivement de la carragéenine (0.5 g), puis nous ajustons le volume a 50

mlavec de I’eau distillée.

3. Préparation de la solution du produit de référence (Antalfen 200mg) : Pour la
préparation de cette solution, on utilise (Ibuproféne) comprimé de 200mg : La dose active
est de 1200mg/60kg (Vidal, 2008). Sachant que le poids moyen des souris est de 20g.
Ainsi, la dose a administrer a chaque souris serait de 0,4 mg et chaque souris doit recevoir
0,5ml de médicament. Donc on dissout lcp (200mg) dans 100ml d’eau distillée puis on

ajuste le volume a 250ml.
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C.Mode opératoire

Constituer lots de 6 souris chacun :
-Un lot témoin,
-Un lot d essai.

Un lot de référence.

v' Au temps TO :
Administrer aux trois lots les suspensions suivantes :

-Lot témoin : chaque souris regoit 0,5 ml d’eau distillé
-Lot d essai: chaque souris regoit 0,5 ml de I’infusé de Ruta chalepensis L.

-Lot de référence : chaque souris regoit 0,5 ml du produit de référence Diclofenac 200
mg.

v' Au temps TO + 30 mn :
Injecter la solution de carragéenine sous 1I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche a

un volume de 0,025 ml aux souris.

N.B. : La patte arri¢re droite de chaque souris sert de controle.

v Autemps TO+4h:
-Sacrifier les animaux par rupture de la nuque ;

-Couper les pattes postérieures a hauteur de 1’articulation et les peser sur une
balanceAnalytique.

D.Méthode de calcul du pourcentage de réduction des cedémes :

Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% cedéme) est calculé par la formule
suivante : (Culot, 1972).

% de ’edéme = ((mg-mgy) / my) x100. J

Avec:
my : la moyenne du poids de la patte gauche.

Mg : la moyenne des poids de la patte droite.

*
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Le pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins

est calculé par la formule suivante : (Culot, 1972)

% de réduction de ’cedeme = ((% de I’cedéme du

Témoin -% de I’cedéeme de I’essai)/% de ’eedéme du
témoin) x100.

I1. 2.5.3. Détermination de P’activité antalgique
L'activité antalgique a été recherchée chez la souris par la méthode de l'acide acétique

(Vogel et Vogel, 1997)

A.Principe

L'injection de l'acide acétique par voie intrapéritonéale chez la souris provoque une
réaction douloureuse. Cette douleur se manifeste par des mouvements de torsion de
I'abdomen, avec étirement des pattes postérieures (crampes), qui peuvent étre réduite par
un produit antalgique. Cette étude permet de comparer la réduction du nombre de crampes
apres administration du produit antalgique (infuses des plantes étudiées), et du produit pris

comme référence.

B.Mode opératoire
Les souris ont étés répartis en 3 lots, chaque lot se compose de 6 souris de poids moyen de
20g :
e Lot témoin T : qui recoit I’eau distillée.
e Lotessai 1: qui recoit I’infusé de la plante Ruta chalipensis L.
e Lot référence : qui regoit le produit de référence.
% Au temps T0
On administre aux trois lots les suspensions suivantes :
Lot T: chaque souris recgoit 0.5 ml d’eau distillée.
Lot essai 1 : chaque souris regoit 0.5 ml du produit a tester (I’infusé).
Lot référence : chaque souris recoit 4mg du produit de référence Ibuproféne diluée dans

I’eau physiologique a 0,9% a raison de 200mg/kg (0.5ml de solution).
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% Aprés 30 mn : toutes les souris regoivent 0,2ml de la solution d’acide acétique a

1% par voie intra péritonéale.

% Aprés 5 min : le comptage du nombre des crampes est observé directement sur les

souris Pendant 10min.

C. Expression des résultats
- On Calcule les moyennes arithmétiques des crampes pour chaque lot.
- On Calcule le pourcentage de réduction de crampes (pourcentage de protection) chez les

souris traitées par rapport aux témoins.

% de protection = moyennes des crampes Tém négatif — moyennes des

crampes du lot essai /moyenne des crampes du lot t¢moin négatif X 100

I1.2.5.4. Etude d’Activité antimicrobienne
Pour évaluer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles, nous avons adopté la

méthode de diffusion sur milieu gélosé, appelée « aromatogramme ».

1. L’aromatogramme
C’est une technique microbiologique qui permet d’étudier comme un antibiogramme la
sensibilit¢ des germes a différentes huiles essentielles, c’est-a-dire, leur pouvoir

antibactérienne antifongique (Salle, 1991).

2. Principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la
mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera
qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante (Benjeleli et al.,

1986).

3. Mode opératoire
1. Repiquage des souches
» En vue d’obtenir des cultures jeunes, les souches conservées ont été repiquées par

la méthode des stries dans le gélose nutritive, puis incubées, (24h-37°C /Bactéries,
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et 3 a 5 jours-25°C /champignons) afin d’obtenir des colonies isolées qui vont

servir a la préparation de I’inoculum.

2. Coulage des boites de pétri

Apres la fonte de gélose par autoclave a 120°C pendant 15 & 20 min, nous avons coulé
aseptiquement une couche de 04 mm d’épaisseur dans des boites de pétri en plastique
stérile et rondes, de 90 mm de diamétre, ces derniéres doivent étre séchée durant 30
minutes a une température ambiantes, au laboratoire, avant leur emploi.(Mueller

Hinton pour les bactéries ;et le milieu Sabourraud pour les champignons).

3. Préparation de I’inoculum

e A partir d’une culture pure sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de
platine quelque colonies bien isolées et parfaitement identiques.

e Détacher I’anse dans 5 ml d’eau physiologie stérile 0.9%,

e Bien homogénéiser la suspension (agitation manuelle)

e [’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I’inoculum.

4. L’ensemencement
» Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne, 1’essorer en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube, puis le frotter sur la totalité de la

surface gélosée seche, de haut en bas, en stries serrées. Cette opération a été

5. Imprégnation des disques
A D’aide d’une pince stérile déposer et presser le disque vierge de 6 mm de diamétre sur
la surface gélosée dans la boite de pétri, une fois appliqué le disque ne doit pas étre
déplacé. Apres, ces disques sont imbibés avec 10ul de I’huile essentielle a tester on
utilisant une micropipette pour homogénéisé les concentrations des huiles testes dans

chaque disque.

» Trois répétitions ont été réalisées pour chaque souche.et chaque répétition se fait
dans une boite de pétrie a part.
» Incubation des souches dans I’étuve est a 37C pendant 24 heures pour les

bactéries, a 25 ‘C pendant 4 jours pour les champignons.
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6. Lecture des résultats

L huiles essentielles possedent une activité antimicrobienne, si le diamétre de la zone
d’inhibition obtenu apres incubation, dépasse le diametre du disque absorbant. Les
diameétres des zones d’inhibition, sont mesurés avec précision a 1’aide d’un pied a coulisse.

I1s sont classés en 4 classes (Tableau V) (Moreira et al, 2005).

A noter que le diamétre du disque (6 mm) a été inclus dans le calcul du Diametre de la
Zone d’Inhibition (DZI, mm).

Tableau 05: Classement des zones d’inhibition

La sensibilité Diamétre

Souche résistante D=6
Souche sensible 7<D<11
Tres sensible 12<D<16
Extrémement sensible D>17

Figure. 12 : L ensemencement des souches microbienne ( Boumaaza et Grib, 2018).

I1.2.6. Formulation galénique

Nous avons préparé une formulation galénique a base des extraits polyphénoliques des la

plantes, il s* agit d'une pommade.
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1. Matériels utilisé
-Balance de précision.
-Mortier
-Microscope optique.
-Spatules.
2. Les excipients
e Vaseline blanche.
e Huile de vaseline.

Poly phénols et 1'huile essentielle de la plantes Ruta chalipensis L.

3. Mode opératoire : dans un bécher on mélange 0.5g du PPT ; 20g du vaseline
blanche dont 5 gramme d huile de vaseline; aprés on mélange jusqu’a la dispersion
totale et I’homogénéité de la pommade on conditionne dans un flacon étiqueté

(Fig.17).

Figure 13: ’obtention d’un mélange homogeéne (Boumaaza et Grib, 2018).

.






Chapitre III Résultats et discussion

Dans ce chapitre nous allons exposer les résultats et discussions se rapportant a 1’étude
botanique et histologique de la plante étudiée Ruta chalepensis L ; les rendements des
extrais de la plante; 1’¢tude phytochimique ,et aux différentes activités biologiques :
activité microbiennes de HE ; activité anti-inflammatoire; activité¢ antalgique et activité

antioxydante des extraits de la plante.
II1.1.Résultats de I’étude botanique de la plante étudiée

La reconnaissance de la plante a été réalisée par un enseignant botaniste du département de

pharmacie de Blida : Mr Mettai.

Cette identification a été confirmée au niveau de I'INSA. La comparaison des
caractéristiques morphologiques et macroscopiques de notre plante récoltée avec
ceux des plantes répertoriées de 1’herbier de I'INSA, nous permis d’ identifier
I’appartenance botanique de la plante choisie, confirmant ainsi leur genre et leur especes :

Ruta chalepensis L.

 Ruta Chalpms

Figure 14 : Herbier de Ruta chalepensis L (Boumaaza et Grib, 2018)
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II1.2. Etude macroscopique et microscopique de la plante

A. La feuille : Elle est d’une couleur verte, elle est découpée en segments dont les

terminaux sont larges de 1.5 a 6mm.

Localisation des poches
a huile

FigurelS : Vue a la loupe binoculaire de la face supérieure d une feuille de Ruta
chalepensisL L ( Gx 4.5) ( Boumaaza et Grib, 2018).

Glandes a huile de type
schisolysigene

Figure 16 : Vue des glandes a huile de type schisolysigenes au niveau de feuille de Ruta

chalepensis L. au microscope photonique (Gx250) (Boumaaza et Grib, 2018).

B.La fleur : Elle est compose¢ de quatre pétales dialypérales jaune vif avec des . franges

laminés ,quatre sépales dialypérales ,huit étamines (quatre soudées aux petales et quatre

soudées a la base de 1 ovaire) .
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B. Etude morphologique de la fleur :
La fleure de I’espece Ruta chalipensis L.fleure a 4 sépale alterné avec 4 pétale cilier,
avec 8 etamines,chaque pétale est fixes avec un etamine et les 4 autre sont libres, la
fleure centré par 1’ovaire. La structure morphologiquee est présente dans les figures

suivante :

Figure.17 : Observation de la fleure de 1’espéce Ruta chalipensis L sous la loup

binoculaire. (Boumaaza et Grib, 2018).

2 3
.

Figure.18: Observation de sépale(A) et de pétale(B) de ’espéce Ruta chalipensis L.

sous la loup binoculaire (Boumaaza et Grib, 2018).

Figure.19 : Observation d’étamine de I’espece Ruta chalipensis L. sous la loupe

binoculaire (Boumaaza et Grib, 2018).

4 1

h-

Figure.20 : Observation de L’ovaire de I’espece Ruta chalipensis L. sous la loup

(Boumaaza et Grib, 2018).
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Style et stigmate
Pétale
Sépale

Ovaire

Etamine

Figure 21 :Fleur de Ruta chalepensis L vue a la loupe binoculaire (Gx2,5) (Boumaaza et
Grib,2018)

C.LaTige

tige feuillue, ligneuse a la base, pouvant atteindre 1 m .

Figure 22 :Tige de Ruta chalepensis L. vue a | eeil nu.(Boumaaza et Grib, 2018)

II1.3. Etude Anatomique
Afin de reconnaitre les structures histologiques végétales de la plante étudiée et localiser
les structures sécrétrices nous avons réalisé¢ des coupes transversales colorées au niveau de

la feuille et la tige de la plante Ruta chalepensis L.

A. Structure de la feuille

La coupe transversale montre que la feuille se compose des structures suivantes :

e La cuticule qui enveloppe vers I’extérieures les cellules épidermiques.

e [’¢piderme qui constitue par des cellules épidermiques.

E
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e Des parenchymes lacuneux.
e Xyléme et phloeme.
e Riche en cristaux d oxalate de calcium.

e Riche en glandes a huile essentielle de type schisolysigene.

(Figure 23 ; Figure24)

Poche ou Glandes a huile de type schisolysigene
Parenchyme a méat
Xyléme
Phloéme
Epiderme

Cuticule

Figure 23 : Coupe transversale de | axe d’une feuille de Ruta chalepensis L. vue au
microscope optique aprés double coloration(Gx100). (Boumaaza et Grib, 2018).

Ezlizmmy

Celhiles sécidinams

l.ssence

Figure 24 : Schéma de Poche glandulaire endogéne vue en coupe d'une feuille de rue
fétide (Rutacée) (Bruneton, 1999).
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B. Structure de la tige

La coupe transversale montre que la feuille se compose des structures suivantes :

Suber.

Liber et Bois.

Des glandes a huile de type schisolysigene.
Des parenchymes a méat.

La tige aussi comme la feuille renferme des cristaux d oxalate de calcium (Figure

25).

Glande a huile de type schisolysigene
Suber

Liber

Bois

Parenchyme a méat

Figure 25: Coupe transversale de la tige de Ruta chalepensis L. vue au microscope

optique apres double coloration(Gx100). (Boumaaza et Grib, 2018)

D’apres les résultats obtenus nous remarquons que la feuille et la tige de Ruta chalepensis

riche en cristaux d oxalate de calcium qui sont considérés comme des molécules

médicales. (Figure 26)

o
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Cristaux d oxalate de
calcium.

Figure 26 : Coupe transversale au nivaux de la feuille de Ruta chalepensis L. vue au

microscope optique apres double coloration (GX250). (Boumaaza et Grib, 2018)

C. Structure de la fleur
Les pétales de la fleur de Ruta chalepensis L traite par la méthode de double coloration
montre que cette partie de la fleur contient des poches ou glandes a huile de type

schisolysigene. (Figure 27)

48



Chapitre III Résultats et discussion

-

Poches (glandes) a huile

Figure 27: Observation des poches a huile au nivaux des pétales de la fleur de Ruta
chalepensis vue au microscope optique apres double coloration (Gx100). (Boumaaza et
Grib,2018)

II1.4. Résultats de I’étude phytochimique

I11.4.1.Détermination de la teneur en eau

La plante est essentiellement constituée d'eau, sa teneur en cet élément varie de 75%
95% de leur poids total. 80% de cette eau est libre (chimiquement non liée), 18% a 19%
constituent l'eau liée et 1% a 2% est une eau de constitution (molécules hydratées)

(Camefort, 1972).
Les valeurs obtenues de la teneur en eau de Ruta chalepensis L. représentées sur le

Tableau 3 montre une contenance en cet élément de 1'ordre de 56.10%.

Tableau 06: Teneur en eau contenue dans l'espece

PS(2) ' TE(g) TE(%)

Ruta chalepensis L. 577,25 253.36 323.89 56.10

PF: Poids frais, PS : Poids sec, TE : teneur en eau

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

E
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I11.4.2.Résultats des tests phytochimiques (screening)

Le screening phytochimique, effectué soit sur la poudre, soit sur 'infusé a 10% de la

partie aérienne de Ruta chalepensis L., nous a permis d’obtenir les résultats dans le tableau

Suivante :

Tableau 07: Résultats d’identification de métabolites secondaires de plante étudiée : Ruta

chalepensis L.

Flavonoides ++
Tannins catéchiques +
Tannins galliques +
Saponosides -
Anthocyanes +

Leuco-anthocyanes -

Alcaloides ++
Glycosides +
Coumarines +
Mucilages +
Quinones +

Le screening chimique de la partie aérienne de Ruta chalepensis L. a révél¢é la présence des
composés chimiques tels que les Flavonoides, Tanins (cathéchiques et galliques),
Anthocyane, Alcaloides, Glycosides, Coumarines, Mucilages et les quinones. D’autre part
I’absence totale de deux composes : Saponosides et Leuco-anthocyanes. - De fagon
général, la résultat obtenue dans notre étude est presque le méme avec travaux de
HNATYSZYN et al en 1974 ; MOHR et al en 1982 ; ULUBELEN et TEREM en1988
et aussi MANSOUR EL-SAID et al en 1990 sur la méme espece (Ruta chalepensis L) de

provenance d Espagne, Egypte, Turquie et d’ Arabie saoudite respectivement.
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I11.4.3.Résultats de ’extraction de polyphénols

A. Caractérisation des polyphénols totaux

v' Caractérisation organoleptique des PPT

Les PPT de la plante Ruta chalepensis L présente un aspect visqueux, de couleur verte tres

foncée et d’une odeur caractéristique de la rue.

v Résultats du rendement en PPT de Ruta chalepensis L

Rendement en polyphénole de Ruta chalepensis L

Rendement de
polyphenole

Figure 28 : Rendement en polyphénols de Ruta chalepensis L.

Nous constatons que le rendement en polyphénols totaux de 1’extrait de la partie aérienne
de Ruta chalepensis L. est de 1’ordre de 38.4%.ce rendement dépend de la période de

récolte et des conditions climatiques de région.

B. Dosage des composés phénoliques :

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

phénoliques inhérents (Buci¢-Koji¢ ef al., 2011).

-
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Acide gallique y =2,3214x +0,0349
R2=0,9987
0,3
0,289
€ 025
[ =
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© 02
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concentration de I'acide gallique en mg/ml

Figure. 29 : la courbe de I’acide galique (Boumaaza et Grib, 2018).

La figure.00, représente la courbe d'é¢talonnage de 1'acide gallique, dans une gamme de
concentrations allant de 0,08 a 0,259mg/ml. Et d’apre ce dernier en calcule la teneur des
poly phénole de notre plante étudié Ruta chalipensis L.qui est de valeur de : 0.871 mg/ml
Equivalent de I’acide galique.en remarque que notre plante Ruta chalipensis L.est riche en
polyphenoles.

Selon Fakhfakh ef al, (2012), la concentration en polyphénols totaux de I’extrait
¢thanolique de Ruta chalepensis, calculée a partir des valeurs des absorbances a une
longueur d’onde de 760 nm, représente 124.87+0,007 mg EAG /100 g MS

Les résultats de L’¢étude réalisée par Djeridane et al., (2005), ont révélé que Ruta montana
est plus riche en composés phénoliques avec une concentration de 313+0.3 mg EAG /100g
MS, par contre, pour 1’espéce Ruta graveolens,

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

D’apres Levizou et al., (2004), les variations observées dans les taux en composés

phénoliques, pourraient étre attribuées essentiellement aux conditions d’extraction ainsi

&
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qu’aux conditions environnementales, a la saison de récolte et aux facteurs

morphogénétiques.

111.4.4.Résultats de I’extraction de I’huile essentielle

v' Caractére organoleptiques de I’huile essentielle

Les huiles extraites apparaissent sous forme liquide, d'un aspect huileux, visqueux,
transparent, d'une couleur jaune, caractérisées par une forte odeur de la plante.

Figure 30: huile essentielle de Ruta chalepensis (Boumaaza et Grib, 2018).

v Détermination du rendement de ’huile essentielle

Le rendement d’huile essentielle extraite de la plante étudiée (Ruta chalepensis L.) par la

méthode de I’hydro distillation est présenté dans la figure 31.

E



Chapitre III Résultats et discussion

'

Figure 31 : Huile essentielle de Ruta Chalepensis L. (Boumaaza et Grib, 2018).

Rendement de huile essentielle

4
2
0

%Rendement en HE

Figure 32 : Rendement en huile essentielle de Ruta chalepensis L

Dans notre expérimentation, Le rendement en huile essentielle extraite de la partie aérienne
de Ruta chalepensis L.est de 3.75% ce qui est assez faible. Les travaux réalisés par Mejri
et al., (2010), sur la partie aérienne de Ruta chalepensis L récoltée en Tunisie durant le
mois de mai, ont révélé 5.51% d’huile essentielle, De méme pour Tounsi et al., (2011),
qui sont également parvenu a extraire 2.46% d’huile essentielle a partir de la méme
espéce tunisienne récoltée au mois de mai. De ce fait, , il est bien évident que le
rendement en huile essentielle obtenu a partir de la partie aérienne de Ruta chalepensis
récoltée dans la région de soumaa ;wilaya de Blida(Algérie) est nettement différent que
celui obtenu par d autre auteurs a partir de la méme espéce provenant d un autre payé
(Tunisie),cette  différance de rendement peut étre expliquée essentiellement par deux

principaux facteurs :
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e Dune parte, la période de récolte de la plante, en effet, dans cette étude Ruta
chalepensis a été récoltée au mois de mars au stade végétatif , contrairement a
Mejri et al., (2010) et Tounsi et al., (2011), qui ont utilis¢ la plante récoltée au
moins de mai au stade de floraison, la ou le rendement en huile essentielle est le
plus importent .

e Dr’autre parte la région de récolte de la plante en question, semble E&tre ¢galement

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

De manic¢re générale, les fluctuations et variations constatées dans le rendement en
huile essentielle peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs dont essentiellement :
I’origine de 1’espéce, la période de récolte, le taux d’humidité et le stade de

développement de la plante (Brada et al., 2007; Mansouri et al., 2011 ).

IIL.5. Activités biologiques
IIL.5.1.Activité anti-inflammatoire

D’un produit irritant a base de carragéenine. Les résultats obtenus pour cette activité sont
représentés dans la figure suivante : Le but de ce test est la mesure de D’activité anti-
inflammatoire des infusés de Ruta chalepensis L. Pour cela nous avons déterminé le

pourcentage de réduction d’cedéme provoqué par une inflammation des pattes de souris

suite a I’application

70 63 B %L oedeme

60
50
40
30
20
10

W %Réduction de
| oedéme

Temoin - .
Temoin+

Ruta
chalepensisL

Figure 33 : Pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme pour les 3 lots testés.
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Au vue des résultats expérimentaux de ’activité anti-inflammatoire nous avons remarque
un taux d’cedeme faible pour le lot de référence 15.85% et pour le lot de souris ayant recu
I’infusé de Ruta chalepensis L . un pourcentage de 20.61% d’autre part le pourcentage de
réduction d’cedéme pour le lot essai 43.68% est comparable par rapport au lot traité par

Diclofénac® 63 % (anti-inflammatoire de référence).

De nombreuses études semblent indique que les flavonoides de HE des Rutacées
possedent des propriétés anti-inflammatoire et qu’ils sont capables de moduler le
fonctionnement du systéme immunitaire par inhibition de | activit¢ des enzymes qui
peuvent étre responsables des inflammations (Harbone ,1977), ils peuvent aussi moduler 1
adhésion des monocytes durant | inflammation athérolsclerosique en inhibant | expression

des  médiateurs  inflammatoire @~ d  autres sont capables  d’inhiber 1

histamine(Bruneton,1993).

IT1.5.2. Activité antispasmodique
Les résultats de D’activité antalgique de 1’extrait aqueux de Ruta chalepensis L par le
test de LEVY basé sur la douleur provoquée par 1’acide acétique (Test de crampes), sont

présentés dans le Tableau 09 :

Tableau 08 : Les résultats de 1’activité antalgique de I’extrait aqueux de Ruta
chalepensis L

Moyenne des 12.66 5.83 27
Crampes
% de réduction 53.11% 78.4% 0%

A partir du tableau, nous constatons que 1’infusé du Ruta chalepensis L est efficace
avec un pourcentage de protection de crampe de 53.11%. Ce résultat est proche de celui
obtenu par le produit Ibuproféne® qui a enregistré un pourcentage de protection des

crampes de 78.4%.

Selon un travaille que exposer un cas d intoxications aigue par Ruta montana en Tunisie .11
s agit d’un femme de 74 ans qui a développé une défaillance respiratoire ,rénale et
neurologique avec hyperkaliémie suite a la consommation inhabituelle et excessive d

infusion a base de Ruta montana pour traitement de crampes abdominales
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dinsomnie.Lévolution a ¢ét¢ favorable aprés traitement d trois semaines en

réanimation(Hammich et al 2013).

IT1.5.3. Activité anti-oxydante
Les résultats du pouvoir antioxydant des polyphénols de la plante étudiée (Ruta chalipensis

L.) par la méthode de piégeage du radical. libre DPPH sont illustrés dans les figures

suivantes :
y=214,6x+ 11,00 y=271,6x+ 13,11
70 - R?=0,955 90 - R2=0,834
59,32
S 54,62 ®
c c
2 S
= 4
50 40,2 5
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£ 40 - c
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() ()
%3971 2 %
= =
§ 20 A ]
> o
2 10 ~ o
O : : . O T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0 0,1 0,2 0,3
concentration mg/ml concenrtation mg/ml
Figure 34: ’activité anti oxydante de Figure 35: ’activité anti oxydante de
poly phénole de Ruta chalipensis L. L’extrait de Ruta chalipensis L
(Boumaaza et Grib, 2018). (Boumaaza et Grib, 2018).
activite antioxydante d'acide
ascorbique y=26,51x +32,31
R?=0,501
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Figure 36: Pourcentage de réduction du radical libre de DPPH

D’apres les figures (43,44,45) nous constatons que les extraits aqueux et les polyphenoles

de Ruta chalipensis L. possédent un pouvoir antioxydant important de 1’ordre de
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59,32% et 71,03%, respectivement, pour la solution la plus concentré (Dilution 1/10 éme).
Ces valeurs sont proches au celles du produit de référence (I’acide ascorbique) qui donne
un pourcentage de réduction de 88,53%.

De Méme, les extraits aqueux de notre plante étudiée ont montré une activité anti
radiculaire remarquable comparée a la solution de référence (vit C) qui est de 88.9% pour

Ruta chalipensis L.( Fakhfakh et al., (2012)).

Détermination d’IC 50 :
Le calcule des concentrations inhibitrices a 50 % (IC50) est déterminé graphiquement, les

résultats sont renseigné dans le tableau suivant :

Tableau 09: Concentrations inhibitrices a 50 % (IC50) des extraits testés.

Ruta chalipensis L 0,135 0,181
IC 50 de la Vit ¢ : 0,667

La capacité antioxydante des deux extraits (polyphenols et extrait aqueux ) de la plante
(Ruta chalipnsis L. a ét¢ déterminée a partir de 1’IC50, c’est la concentration nécessaire
pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité
antioxydant d'un composé¢ est grande (Hobi & Eddouks, 2016).

Nous avons déterminé graphiquement I’ICS50 pour chaque extrait, pour 1’extrait poly-
phénolique du Ruta chalipensis L. a présenté une IC50 de I’ordre de 0,181 mg/ml inférieur
a celui de I'infusé aqueux qui est d’ordre de 0,135 mg/ml. .

Egalement, I’IC50 de I’extrait des polyphénols de Ruta chalipensis L (0.135mg/ml) a été
meilleur que celui obtenu pour le produit de référence Vit C (0.667mg/ml).

En Ce qui concerne I’espéce de Ruta chalipensis L. Les travaux de Bettayeb rebey et al.;
(2017) ont démontré un effet anti -radicalaire de cette espéce avec des variations
statistiquement significatives en fonction de I’organe étudié. En effet, les extraits des
racines sont par excellence les plus intéressants avec des IC50 ne dépassant pas 50.36
pg/ml puis en deuxiéme position les extraits de tiges (IC 50 : 178.7 ug/ml) et enfin les

extraits des feuilles en dernier (ICS50 :200.8ug/l). Egalement, notre résultat été plus
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importante que celui obtenu par Bettayeb rebey et al. (2017), car les polyphenol de Ruta
chalipensis L. ont donné un résultat de IC50 de I’ordre (0,135mg/ml=11.5 pg/ml) ce
dernier est plus réduit de celui de Bettayeb rebey et al. (2016) qui est de 1’ordre de 50.36
pg/ml.

Tableau 10: Valeurs des IC50 des antioxydants standards et des polyphénols de
Ruta chalepensis L .Substance ICS50 (ng/ml)

Extrait éthanolique 59,58
Quercétine 8,59
Tocophérol 7,89
Acide gallique 2,63

Les valeurs des ICsy obtenues sont comparables aux pourcentages scavenging du radical
DPPH. L’extrait éthanolique de Ruta chalepensis présente I’ICsy la plus élevée, ce qui lui
confére activité anti-radicalaire la plus faible par rapport aux standards. Par exemple,
I’ICs¢ de ’extrait éthanolique (59,58ug/ml) est environ vingt fois supérieure a celle de
I’acide gallique (2,63png/ml).

L’ICsy obtenue par Fakhfakh et al., (2012), pour Ruta chalepensis récoltée en Tunisie, est
nettement supérieure a celle obtenue dans notre étude, elle est de I’ordre de 220pg/ml soit
environ quatre fois plus importante. L’évaluation de ’activité anti-radicalaire de 1’extrait
¢thanolique de Ruta graveolens par Pandey et al, (2011), n’a pas pu aboutir a la
détermination d’une ICsy dans la méme gamme de concentrations utilisée dans la présente
¢tude, ceci implique que Ruta chalepensis possede une meilleure activité que Ruta
graveolens.

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

3900pg/ml pour Citrus aurantium.
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II1.5. 4. L’activité antimicrobienne

La méthode de diffusion des disques (aromatogramme), nous a permis de mettre en
¢vidence le pouvoir antimicrobien d’huiles essentielles des parties aériennes de Ruta
chalipensis L. vis-a-vis des huit souches pathogénes testées.les résultats sont présentés

comme ceci :

» Activité antibactérienne de Ruta chalipensis L

Les résultats de 1’activité antibactérienne des huiles essentielles de Ruta chalipensis L. sont
présentés dans la figure 35

Staph
35 - Entero

30 - pseudo bacill
25 E,coli Kelp
20 A
15 -+

10

diamétre de la zone d'inhibition (mm)

nombre des bactéris

Figure37 : Sensibilité observées chez les souches bactériennes vis-a-vis de 1’huile
essentielle de Ruta chalipensis L.( Boumaaza et Grib, 2018)

D’aprés les résultats mentionnés dans la figure00, nous remarquons que toutes les souches
bactériennes testées sont sensibles au contact des huiles essentielles et les diamétres
d’inhibition varient d’une souche a une autre. On constate que la sensibilit¢ de ’E.H. de
Ruta chalipensis L. est plus remarquable chez Staphylococcus aureus (35mm) et
Entérobactere (30mm), Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis de (25 mm), et un

effet moindre inhibiteur contre £. Coli (20mm).

A partir de ces résultats on constate que les bactéries gram+ (Staphelococcus a. et Bacillus

subtilus ) sont plus sensible vis-a-vis I’huile essentielle de Ruta chalipensis L.par rapport




Chapitre III Résultats et discussion

au bactéries gram- . ce qui est confirmé par les travaux de (Marino et al., 1999), (Inouye
et al., 2002) et(Blllerebeck et al., 2002) qui ont montré que les bactéries a Gram positif

sont généralement plus sensible aux huile essentielles que les bactéries a Gram négatif.

Selon les travaux d’Imelouane et al. (2009) et N’Dédianhoua K. et al. (2014) qui ont
trouvé une résistance de Pseudomonas aeruginosa a huile essentielle de Ruta chalipensis
/. marocaine , ces résultats se rapprochent des notre résultat ou on a enregistré une activité

antimicrobienne de moindre importance de I’ordre de 20mm .

» activité anti fongique de Ruta chalipensis L.:
L’activité antifongique de 1’essence aromatique du L. effectuée par la méthode
d’aromatogramme, testée sur des souches levuriformes et mycéliennes les résultats de ce

test sont consignés dans la figure suivante.

20 -

15 A
21
10 A
10

diamaétre et zone d'inhibition mm

candida aspergeluse

nembre de champignon

Figure38 : Sensibilité observées chez les souches fungiques vis-a-vis de I’huile essentielle
de Ruta chalipensis L.( Boumaaza et Grib, 2018)

En Observant les résultats de I’activité antifongique de 1’huile essentielle de Ruta chalipensis L.
On constate que cette derniere a une forte action inhibitrice contre les souches fongiques
suivante : Candida albicans, Aspergillus niger avec un diamétre de zone d’inhibition

présentée respectivement comme suit : 21 mm (Extrémement sensible) et 10mm (souche

sensible).

Les résultats des études de Mohhamedi et al. (2011) sur la Ruta chalipensis L.ont révélé

une activité comparable sur les souches fusarium sp.

<



Chapitre III Résultats et discussion

I11.6.La formulation galénique

Les crémes formulées ont ét¢ vues au microscope optique grossissement X 100

Figure 39: Vue de la pommade de Ruta chalipensis L.sous le microscope optique GX100
(Boumaaza et Grib, 2018)
La photo microscopique montreuse dispersion homogene de la pommade la dispessante par
de petits globule homogene et monodisperés ce qui temoigne de la stabilité de la pommade

dans le temps.

r |

Pommade dermique

Figure 40: formulation de pommade a base de I’extrait ethanolique de Ruta chalipensis L

(Boumaaza et Grib, 2018).
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Conclusion et perspective

CONCLUSION ET PERSPECTIVE

Cette étude a eu pour but de contribuer a la connaissance de Ruta chalepensis L, espéce
cultivé, relativement abondante en Algérie.

L’extraction des composés phénoliques et de I’huile essentielle a partir de la partie aérienne
de la plante, a indiqué que Ruta chalepensis L. fournit de bons rendements en substances
bioactives, avec un rendement en PPT de 0.871 et en HE de 3.75%, elle en est donc riche.
Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux, a partir de 1’extrait obtenu qui est
de I'ordre de 0.871mg/ml a clairement montré que I’extrait éthanolique de Ruta, posséde une
teneur moyenne en ces composes.

L’¢évaluation de I’activité antioxydant in-vitro, a révélé que L’extrait éthanolique de Ruta
chalepensis L, présente une IC50 de 0,181 pg/ml de polyphénole et 0,135pg/ml  vis-a-vis du
radical libre DPPH.

Les résultats des activités antimicrobiennes ont démontre une forte inhibition de croissance
des souches bactériennes comme : Staphylococcus aureus 35Smm, Escherichia. Coli 20 mm,
Klebsiella pneumonaie 20mm, Pseudomonas aeruginosa 25mm, Enterococcus faecalis
30mm, Bacillus subtilis 25mm, et fongique ; Candida albicans 21mm, et Aspergillus niger
10mm.

L ¢étude des activités biologique in vivo, sur des animaux de laboratoire a mis en évidence un
effet anti inflammatoire (anti cedéme) intéressant 43,68 % comparable au produit de référence
diclofenac 63 %.

Drautre part un effet antispasmodique a été¢ étudi¢ et a révélé une activité antispasmodique de
I'extrait des PPT de 53,11 % proche de celui de la référence Ibuproféne 78,4%.

Ces ¢études préliminaires donnent un apercu intéressant sur les capacités de I’extrait de Ruta
chalepensis L. a exercer un effet antioxydant, antiinflammatoire, antibactérien et
antispasmodique. A présent, il serait donc plus intéressant de procéder a la séparation des
différentes substances présentes dans cet extrait pour approfondir la caractérisation des
familles phytochimiques et d"en extraire les principes actifs responsable des effets biologiques
et pourquoi pas 1'utiliser pour des fins thérapeutiques dans le domaine pharmaceutique.

Par la suite, tenter d’évaluer d’autres activités que pourrait présenter cette plante, en accord
avec sa composition phytochimique, en particulier pour 1’huile essentielle qui reste a ce jour

encore trés peu étudiée.
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Annexe n° 01 :

Annexes

Tableaux : Composition chimique de Ruta chalepensis (Giinaydin et al., 2003)

No Partie de la plante Extrait Composé

Partie de la :
plante Extrait Composé
1 Fruit Ethanol Psoralen
2 Fruit Ethanol Bergapten
3 Racine Ethanol Isopimpinellin
4 Fruit Ethanol Xanthatoxcin
5 Partie aérienne ~ Dichlorométhane Moskachan C
6 Partie aérienne Dichlorométhane
7 Racine Chloroform 5-Methoxydictamnine
8 Racine Chloroform Chalepimoskachan
9 Partie aérienne ~ Chloroform Chalepin
10 Partie aérienne ~ Chloroform Chalepensin
11 Racine Chloroform Chaloridone
12 Racine Chloroform Rutalpinin
13 Partie aérienne Ether de pétrole Taifine
14 Partie aérienne Ether de pétrole Isotaifine
15 Partie aérienne Ether de pétrole 8-Methoxytaifine




Annexes

Annexe n° 02 : Composition chimique de I’huile essentielle de Ruta chalepensis

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

(omposés" Partie
gérienne
Limanéne 156
1-Honanone 2089
1-Nonanel 0.32
2-Décanone 1.49
|-Déconal 1096
1-Undécanone 4371
1-Undécomol 1.36
1,70ctodiene? 7diméthyl 34 bis m
(méthylene|

I-lndécanal

1-Dodécanone’

1-Dodécanone

1-Dodécamol

1-Tridéumone

E-11. 13-diméthyl-11-4tetradécén-1-
ol nestote’

Elémol

Elémicin

1-Butyl 43,5 -benzo-dioxyl-
aeetote

843',5 -Benzo-dioxyl}-3,3-diméthyl-
-hexene

(halepensin

(lousindin

(omposés identifiés au fotal (%4

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

Identifiés ayant une valeur inférieure a 0.01% sont notés comme traces (tr).
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Annexe n° 03 : Matériel utilisé

Hydrodistilateur MEDLINE
Rotavapor BUCHI ROTAVAPOR
Spectrophotométre UV-Vis SHIMADZU
Microscope optique ZEISS (WEST GERMANY)
Loupe binoculaire EUROMEX
Etuve
Bain marie GFL (GESELLSCHAT FUR
LABORTECHNIK M.B.H)

Agitateur ROTAMAG 10

== ==

a H

Balance de précision Broyeur (Kika Labortechnik). Etuve MEMMERT.

Spectrophotometre Vortex. Barreaux magnétiques.

-

[

Agitateur. Bain-marie Bensen Microscope loupe.
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Annexe 04: Accessoire et Verrerie de laboratoire (bécher, éprouvette, pipette a

graduations,...).

Entonnoir ballon  pipette éprouvette spatule tubes a essaies

graduée  graduée

Micropipette bécher fiole jaujée papier filtre

Annexe 05 : Notre culture de ruta chalipensis L

Des photos de 1a Plante entier (originale2018).

La fleure de notre plante (originale2018).
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Annexe 06 :

La feuille observée par microscope optique montre les glandes sécrétrices

Annexe 07 : Les résultantes de I’activité antimicrobienne

Apres I’ncubation ( La zone d’inhibition) :

Staphylococcus sp  Escherichia sp  Klebcienne Pseudomonas sp

I

Staphylococcus sp Bacillus sp Aspergelus  Candida albicans Entero




Annexe 08 : les réactifs chimiques :
Numéro

A N A W N ==

10
11
12
13
14
15
16
18
19
20
21
22
23
24
25

Annexes

Le produit

L’alcool OH

L’alcool isoamylique
Ethanole

Methanole (MeOH absolu)
Folin
Diphenylpicrylhydrazyl
(DPPH)

L’acide HCL

L’acitate de polmbe
L’acitate de potasium
Magnisum Mg

L’amoniac

Carbonate de soduim
L’oxcyde de potasum (KOH)
Chlorure féerique (FeCL3)
Propanol

acide chlorhydrique
Drangendroff

d’acide sulfurique

d’alcool éthylique

Rouge de coungo

Vert de méthyl

L’acide acetique
Caragénnine

Déclofenac
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