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Introduction Générale

Pendant longtemps, les plantes médicinales ont joué un role decisif dans la protection de la
santé humaine et de la survie humaine. Ils sont un patrimoine sacré et précieux, une réponse de
choix pour apporter au corps de maniére naturelle les substances nécessaires au maintien de
I'équilibre de la vie [ 1]. Les plantes médicinales sont une ressource précieuse pour la plupart des
populations rurales et urbaines en Afrique et sont le principal moyen d'auto-guérison personnelle.
Malgré les progrées de la pharmacologie, l'usage thérapeutique des plantes médicinales est

répandu dans certains pays africains

L’Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable répertoire
phylogénétique d'environ 4000 espéces et sous-especes des plantes vasculaires. Cependant, a ce
jour, la flore médicinale en Algérie est encore méconnue, car il existe plusieurs milliers d'especes
des plantes et seulement 146 sont considérées comme médicinales [2]. Par consequent, les
recherches sur la médecine traditionnelle et la phytothérapie sont particuliérement intéressantes,
car il existe trés peu de travaux de recherche a ce sujet, notamment sur l'utilisation des espéces
spontanées en medecine traditionnelle. L'accent est mis sur les utilisateurs, tandis que la véritable
flore de la terre est ignorée [4]. Ruta graveolens (Rutaceae) sont devenues I'une des nombreuses
substances photochimiques et pharmacologiques (activité anticancéreuse, antibactérienne,

antioxydants, ostrogénique et progestative, cytotoxicité)

Le but de notre travail consiste a extraire des huiles essentielle de ’espéce Ruta graveolens
ainsi que permet la separation de plusieurs types de produits La plupart entre eux sont des
métabolites secondaires comme : di terpénes, des flavonoides et des polyphénols, Notre travail

est répartit en deux parties :

La premiere partie propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en trois

chapitres :

v Chapitre 1 : Généralités sur la plante
v" Chapitre2 : Les métabolites secondaires et les méthodes d’extraction.

v Chapitre3 : Activité biologique.

Dans la seconde partie (partie experimentale), nous avons décrit en détail la matiere
végétale, puis la séparation des métabolites secondaires, et en fin 1’analyse de la capacité anti

oxydante de Ruta graveolens.



Introduction Générale

Les résultats obtenus sont ensuite amplement discutés. Le manuscrite est achevée par une

conclusion générale.
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I.1. Présentation générale du Rutacées :

La famille des Rutacées est une famille de plante qui comprend environ 900 espéeces
réparties en 150 genres distribués dans les régions tropicales et tempérées de I'hémispheére sud.
Ce sont des arbres, des arbustes, parfois des vignes ligneuses ou herbe qui ont souvent des épines
sur leurs troncs qui produise la plupart des huiles essentielles libérent des fortes odeurs agréables

et souvent retrouvées
1.2. Espéces du genre Ruta :

Le genre Ruta compte quatre espéces en Algérie : Ruta montana (Clus) L, Ruta
chlepensis L, Ruta angustifolia (pers) P. et Ruta latifolia (Salib) lindb. Les espéces sont différent
I’une des autres selon la forme des feuilles, les grappes de fruits, les bractées et les sépales. Les
especesles plus connues (Ruta) sont trés proches par leur forme, leur composition et leurs
propriétés pharmacologiques . Les trois espéeces les plus répandue ssont la Ruta chlepensis
L., la Ruta Graveolens L. et la Ruta montana L. qui sont morphologiquement indiscernables et

utilisées de maniéere interchangeable dans lI'antiquité

Rutachalpensis L Rutagraveolens Ruta Montana

Figure 1 : Les especes de genre Ruta

I.3. Présentation de I’espéce Ruta graveolens :

Ruta graveolens vient du latin "gravis™ qui signifie fort et du verbe "olere" qui signifie sentir a
une odeur forte et désagréable, également connue sous le nom de Rue officinales, Rue-puante, Rue fétide,

Rue des jardins, Herbe a la belle-fille, Rue des murailles et également Péganion. Cette espece est souvent

appelée Fidjel

Ruta graveolens ou Rue fétide est une plante de la famille du Rutacée, qui exhale une
forte odeur et un gott acre et amer, dus a son huile volatile .C’est un sous- arbrisseau de 0,5a 1

m de haut, trés ramifié et ligneux a la base dure, ferme, rameuse et verdatre. Elle porte des
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feuilles découpées en segments oblongs, pétiolées, alternées et persistantes de couleur vert
glauque. Les fleurs sont terminales petites de couleur jaune. Elles sont distribuées en cymes avec
la fleur terminale pentamere et les autres fleurs tétraméres qui apparaissent entre la période

s’étalant entre mai et aodt. Les fruits sont des follicules a graines noires

La Rue fétide est une espéce méditerranéenne, relativement connu dans toute 1’ Algérie
septentrionale, au nord-est de I’Afrique, au sud de I’Europe et au sud-ouest de 1’Asie, cette
plante fréquente les lieux stériles des provinces méridionales, les endroits secs et ensoleillés, les

pentes rocheuses, et les prairies séches. Elle est aussi cultivée dans les jardins
1.3.1. Systématique du la plante Ruta graveolens :
La position systématique de Ruta graveolens est la suivante:

e Reégne : Plantae.

e Sous regne : Viridaeplantae(plantes vasculaires).
e Super division : Spermatophyta (plantes a graine).
e Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs).

e Sous division : Angiosperma.

e Classe : Equisetopsida.

e Sous classe :Magnoliidae.

e Ordre : Sapindales.

e Famille : Rutaceae.

e Genre : Ruta.

e Espéce: Rutagraveolens.

e Nom vernaculaire :« 4« sl»
1.3.2. Utilisation traditionnelle de la plante Ruta gravéolents :

Différentes variétés de Ruta graveolens (Rue) en Afrique et sur d'autres continents
entrent dans la composition de plusieurs préparations médicinales utilisées en médecine
traditionnelle. Souvent les différentes parties de la plante sont utilisées comme abortifs, laxatifs,

antirhumatismaux, antispasmodiques, antiparasitaires et antalgiques
1.3.3. Utilisation populaire de la plante Ruta graveolens en Algérie :
L’espéce Ruta graveolens est une espéce tres utilisée en Algérie a des fins diverses :

¢+ Aborder les troubles menstruels, les douleurs et les crampes.
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< Traitement des diverses infections, notamment cutanées.

X/
L X4

Utilisée pour ouvrir 1’appétit.

« Aborder les douleurs et I’inflammation des amygdales et de la congestion et générer de
I’urine et débarrassent le corps de I’exces de liquide.

% Résister a la fiévre.

¢ L’extrait de la Rue en huile essentielle est utilisé en parfumerie
1.3.4. Composition chimique de Ruta graveolens :

Ruta graveolens renferme de nombreux composés appartenant a différentes classes
chimiques: alcaloides, coumarines, flavonoides et une huile essentielle. Les chercheurs ont été

identifiés dans Rutagraveolens L. plus de 100 composés.
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11.1. Définition :

Les plantes produisent un grand nombre des composes pour lequel on ne sait pas toujours
le réle qu'ils jouent exactement pour la plante. Ces composés ne sont pas directement synthétisés
lors de la photosynthese, mais résultent des réactions chimiques ultérieures, on les appelle donc
des meétabolites secondaires. Les métabolites secondaires sont des molécules organiques
complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes. Ils
représentent une variété tres large des composes organiques sans fonctionner directement dans la

croissance et le développement des plantes

Les métabolites secondaires sont des composes phytochimique non directement
impliqués dans les processus vitaux de bases (croissance, la division cellulaire, la respiration, la

photosynthése, reproduction). Certains des principaux réles pour la plante sont :
11.2. Classifications des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont composés de trois principales catégories qui sont les
terpénes, les composés phénoliques et les alcaloides (ou composés azotés)

Ils peuvent étre divisés aussi en deux catégories :

e Les substances non volatiles: Alcaloides, Anthocyanes, Polyphénols, Flavonoides,
Tannins. Connus pour leurs activités pharmacologiques ou leurs propriétés pigmentaires.
e Les substances volatiles : Terpénes et composés aromatiques, qui constituent les huiles

essentielles utilisées en parfumerie, aromathérapie
11.3. Huiles essentielles :

Beaucoup des plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires. Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le regne végétal. Cependant elles
sont particulierement abondantes chez certaines familles. Les huiles essentielles sont des
produits naturels qui développent une revitalisation intense de l'organisme. Ces molécules de
grand intérét médical, n'auraient jamais pu étre découvertes sans la médecine traditionnelle.
Beaucoup des travaux sont réalisés dans ce sens, du fait de I'importance incontestable des huiles
essentielles dans divers secteurs économiques, comme exemple l'industrie de parfumerie et de
cosmétique, l'industrie alimentaire, I'industrie pharmaceutique et plus particuliérement la branche

de I'aromatherapie qui utilise leurs propriétés bactéricides et fongicides
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11.3.1. Définition :

Une huile essentielle peut étre définie comme un ensemble des molécules pour un
chimiste, un arome pour un parfumiez ou encore la quintessence ou l'esprit d'un végeétale pour un
alchimiste. Mais dans la réalité, une huile essentielle est I'ensemble de tout cela car il s’agit d’un
produit parfumé et volatil, composé des molécules secrétées par certains plantes qui lui conferent
un parfum spécifique. Le terme volatil est expliqué par le fait que les huiles essentielles

s'évaporent tres rapidement
11.3.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante :

Les huiles essentielles sont présentés dans toutes les parties vivantes des plantes et se
forment dans le cytoplasme des certaines cellules végétales spécialisées. Ils peuvent étre stockés
dans diverses structures végétales telles que les poils sécrétoires, les cellules épidermiques, les
cellules sécrétoires internes, les poches sécrétoires et les canaux sécrétoires. On peut alors dire

que toutes les parties des plantes aromatiques peuvent contenir des huiles essentielles :

e Fleurs : (orange, rose, lavande).
e Organes : (menthe, thym, sauge).

e Organes souterrains racines(vétiver)
I1.3.3. Domaines d’utilisation :

» Phytothérapie : Les huiles essentielles sont largement utilisées pour soigner certains
maux internes et externes (infection bactérienne ou virale, maladie humorale ou
neurologique). En dentisterie : Les huiles essentielles ont un effet sur la désinfection de la
pulpe, traitement et prévention des caries dentaires, Listerine a un fort effet bactéricide
sur les micro-organismes salive et plaque dentaire. Les huiles essentielles de thym et de
romaine ont été utilisées pour soulager la fatigue, les maux de téte et les douleurs
musculaires et quelques problémes respiratoires. Des études récentes montrent que le
géraniol a également des effets sur les cellules cancéreuses du célon activité anti-
inflammatoire.

» Parfumerie et cosmétologie : L'utilisation des HE dans les cremes et les gels permet de
préserver ces produits cosmétiques grace a leur activité antiseptique et antioxydante, tout
en leur assurant leur odeur agréable.

» Industrie alimentaire : On cherche toujours a obtenir des produits largement conservés

et pour cela en fait introduire les HE de bonne qualité organoleptique grace a leurs
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activités antibactériennes. Les plantes aromatiques et leurs HE sont utilisés dans la

conservation des denrées alimentaires
11.3.4. Propriétés physique-chimiques :

Les huiles essentielles sont généralement liquides a température ambiante. Ils sont volatils a
haute température. Odeur aromatique. Rarement coloré a I'état frais. lls sont généralement moins
denses que I'eau, sauf pour la cannelle et des lilas. Ils sont volatils et facilement entrainés par la
vapeur d'eau. lls sont peu solubles dans I'eau. Soluble dans I'alcool, I'éther et la plupart des

solvants organiques
11.3.5. Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont formées des mélanges complexes des composants formant des
solutions homogeénes, Les principaux constituants des huiles essentielles appartiennent de
maniere quasi exclusive a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le

groupe des trapénoides et le groupe des composés aromatiques dérivés du phényle-propane
11.3.6. Toxicité des huiles essentielles :

Les substances naturelles peuvent étre nocives au méme titre que certaines substances
synthétiques qui sont des produits qui ne peuvent étre utilisés sans risque. Les HE sont des
molécules actives qui peuvent provoquer des réactions cutanées allergiques, ainsi que des effets

secondaires graves notamment des hypers sensibilisants
11.3.7. Conservation des huiles essentielles :

La conservation des huiles essentielles nécessite certaines précautions indispensables car ses
molécules constitutives sont instables et sujettes a des décompositions. Mieux vaut les conserver
a basse température dans des flacons propres et secs en verre brun aluminium, hermétiquement

recouverts pour les protéger de l'air et de la lumiere
I1.4. Principales structures chimiques des métabolites secondaires :

Les composeés naturels sont illustrés en thérapeutique et dépassent actuellement 100000

substances identifiés



Chapitre 2 : Meétabolites secondaires et leurs méthodes d’extraction

11.4.1. Alcaloides :
11.4.1.1. Définition et structure :

Un alcaloide est un composé organique hétérocyclique d’origine naturelle azoté plus ou
moins basique. Les alcaloides sont rattachés aux quinoléines, aux quinazolines, aux

furoquinoléines et aux dérivés d’acridone

HiC o N/CH3 Hsc\N 0 N N [ N/CH3
05 O 1
- O

CHj

CHs ChHs

Caféine Théophylline Théobromine

Figure 2 : Quelque structure chimique des alcaloides
11.4.1.2. Role des alcaloides :
Les alcaloides sont utilisés comme :

» Le principal analgésique (morphine).

» Antipaludique (quinine).

» Combat I'exces d'acide urique (colchicine).
> Substances paralysantes (curare, caféine).

» Anticancéreux (vinblastine, vincristine)
11.4.1.3. Classification :

On peut les subdiviser en trois classes: Alcaloides vrais, proto alcaloides et pseudo

alcaloides. :

e Alcaloides vrais : ils se caractérisent par une importante cytotoxicité qui expose une
vaste activité physiologique, la plupart sont des bases stables. Elle comporte un ou
plusieurs atomes d'azotes dans le cycle.

e Proto alcaloides : Ce sont des amines simples comme les acides aminés et d'autre
alcaloides comme Mescaline et Ephédrine.

e Pseudo alcaloides : Regroupent les composes azotes, non dérives des acides aminés ;

I'incorporation de I'azote dans la structure se fait en phase finale ; comme la caféine
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11.4.2. Terpenoides :
11.4.2.1. Définition et structure :

IIs représentent le groupe le plus diversifie des métabolites secondaires, plus de 15000
composés différents sont décrits dans la littérature. lls dérivent d'une structure de base a cing

carbones (Cs Hs)

H>C

\ CHy

CHj3

Figures 3 : Structure de lamolécule isopréne

11.4.2.2. Classification :

Les terpenoides sont classes dans la catégorie des métabolites secondaires (avec les
flavonoides et les alcaloides).Leur classification est basée sur le nombre de répétition de l'unité
de base isopréne: mono terpenes (CI0), sesquiterpénes(C15), di terpenes (C20),Tri terpenes
(C30), tétraterpenes(C40) et poly terpénes (C 14)

a) Mono terpénes :
= Mono terpéne acyclique :

Hydrocarboné Alcoolique Aldéhydique
CH», CHs
HsC
S
‘ H — O
sC OH
=
|
HsC CHs HsC CHg
Mycéne Citronellol Géranial

Figure 4 : Quelque structure des mono terpenes acyclique
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= Mono terpéne cyclique :
Ce sont des composés a 10 carbones (mono terpenes =deux isoprénes), souvent volatils,

aromatique et biologiquement actifs.

CHg
CHs
CHgj
OH
HzC
o
CHo
HzC
H3C CHg CHg
Limonéne pipériton

carvacrol
Figure 5 : Quelque structure chimique des mono terpenes cyclique

= Mono terpéne bi cyclique :

cH$Hs
CHg
CHs
CHj H,C

Thujane
Pénane fenchane Camphane

Figure 6 : Quelque structure chimique des mono terpénes bi cycliques
b) Diterpéne:
Ce sont des substances d'origine organique en C20.lls sont constitués detroisunités d'isopréne.
On distingue les di terpenes acyclique, monocyclique et bi cyclique

= Di terpenes acyclique :

HiC OH

Z Z Z

HyC
CH, CH, CH;

Figure 7 : La structure dephytole
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= Di terpenes monocycliques :

CHg3 CHgj

\ \ =~ o

HzC CHg3

CHys

Figure 8 :La structure de Rétinol

= Di terpenes bi cyclique :
CHs

=1

HsC
CH-

Figure 9 :(+)-p- Eudes mol

c) Tri-terpéne :
Les tri-terpénes sont des composes en CzoHss (6 unités isopréne)

» Tri-terpéne a cycliques :

Figure 10 :Structure de squaléne

= Tri terpéne cyclique :

HzC

HsC =
3 =
(=

Hgs

Figure 11 : Lan stérol
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d) Tétra-terpenes :

Ils sont constitués de 8 unités isoprénes, certains présentent une activité biologique, tels
que lycopene, a et La est responsable de la couleur orange de la carotte .il a des propriétés
antioxydantes et sont les précurseurs de la vitamine(A) responsable dans le processus de la

vision.

H5C CHgy

Figure 12 :B-caroténe

e) Sesquiterpene :

o Lessesquiterpénes :
Ce sont des composes a 15 carbones (trois unités d'isoprenes), ils font la constitution de
nombreuses HE. On distingue les sesquiterpenes acyclique, monocyclique, bi cycliques et

tricyclique

= Sesquiterpénes acycliques :

) / V, AN

HszC

H O\\\\“ h

0

Farnésol Nerolidol

Figures 13 : Sesquiterpenes acycliques
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= Sesquiterpénes monocycliques :

oHa CH, CHs
{HO N
CH,
HsC CHgj

Zingeberene Bisabolene

Figure 14 : sesquiterpenes monocyclique

= Sesquiterpénes bi cycliques et tricyclique :

CHg H3C
HzC : i
HzC CHg

Cadinéne

Cedréne

Figure 15 :Sesquiterpenes bi cyclique et tricyclique
f) poly terpéne :

Ce sont des polymeres ou plusieurs unités isoprene sont jointes le caoutchouc naturel est le
meilleurs exemple connu des cette catégorie

Figures 16 : Structures des caoutchoucs naturels
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11.4.3. Flavonoides :
11.4.3.1. Définition :

Les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune, par conséquent il possede tous
un méme squelette de base a quinze atomes de carbone (C-15) constitué de deux noyaux
aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle central >’C’’ (Figure 19) La nature
chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée d'hydroxylation et de
méthylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle >’C”’

c'est-a-dire la présence de double liaison C2-C3, du groupe 3-O et la fonction 4-oxoigure

Figures 17 : La structure des flavonoides
11.4.3.2. Classification :

Tous les flavonoides peuvent étre classes en plusieurs groupes selon la position de

connexion du cycle B a I'hétérocycle en C2, C3 ou C4

e Dans la position(2), les flavonoides est appelé flavane.
o I

Figure 18 : structure des flavanes

e Sila position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle, le flavonoide est

appeléflavanone

Figure 19 : Structure des flavonons
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e Silaliaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le compose est nommé

flavone

:

Figure 20 : Structure des flavones

e Si ce dernier est substitue en position 3 par un groupement hydroxyle, il est désigné par le

nom de flavonol.

0
0
I

o

Figure 21 : Structures des flavonols

e Dans la position 3, le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.
(@)

Figure 22 :Structures d’isoflavane

e Si la position 4 de l'isoflavane porte un groupement hydroxyle, le compose est désigné

par le nom isoflavanol

H

gg

Figure 23 : Structure d’isoflavanol
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e Si la position 4 de l'isoflavane porte un groupement carbonyle, le compose est appelé

~

Figure 24 : Structure d’isoflavone

isoflavanone

e Sila position C2-C3 dans le squelette de l'isoflavanone est insaturée le compose est

nommeé isoflavon

(e
‘iﬂj\‘
Figure 25 : Structure d’isoflavon

e Les anthocyanidines : Les anthocyanines sont baseées sur l'ion de benzopyrylium
(chromenylium). Elles constituent un grand groupe de colorant de poly methine. En
particulier les anthocyanidines sont des dérives de sel du cation du

phenylchromenylium
(@]
\
/
Figure 26 : Structure des anthocyanidines

= Chalcones:
Les chalcones sont des énones aromatiques, qui appartiennent a la famille des flavonoides, on

a des proprietes biologiques importantes telles que les activités: antibactérienne, fongicide,

17
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anti tumorale et anti-inflammatoire, De plus, elles sont des précurseurs dans la synthése des

flavonoides comme indique dans la figure ci-dessus

! |

(]
Figures 27 :Structures des chalcones

e Aurones:
Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidene coumaranone

R

0]

Figure 28 : Structure des Aurones

11.4.4. Role des métabolites secondaires :

e Chez I'homme :

IIs ont des domaines d'action importants et possedent de nombreuses propriétés
médicinales antioxydantes, ils sont surtout actifs pour maintenir une bonne circulation. Certains
flavonoides ont également des propriétés et des effets anti-inflammatoires et antiviraux
protection des propriétés biologiques notables sont : antihypertenseurs, anti hépatotoxiques,
antibactériens, Anti-cancer, antiallergique, etc.

e Chez les plantes :

Protégez les plantes des rayons UV.

Impliqué dans le processus de défense des plantes contre les infections bactéries et virus.
Comme pigment ou pigment auxiliaire.

Régule la distribution de l'auxine.

Ajustez l'allongement de la tige.

© o &~ w e

Impliqué dans la maturation des fruits
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I1.5. Méthodes d’extraction :
11.5.1. Méthodes classiques :

Les techniques classiques pour I'extraction par solvants des molécules actives a partir des
matrices végétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température ou a I'agitation. Ce

sont la macération,Soxhlet et I‘hydro-distillation

a) La Macération :
La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste en
la mise en contact du matériel vegétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température

ambiante ou a température élevée pour une durée déterminée

b) L’extraction par Soxhlet :
L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1’épuisement complet du soluté dans

la matiére premiere
11.5.2. Méthodes alternatives :

L’extraction des molécules issues du matériel végétal ou ligneux par les techniques
conventionnelles se révele étre une étape souvent délicate et tres longue qui nécessite une
consommation importante desolvant. Cela a pour conséquence d’engendrer des dégradations des
matieres traitées (a chaud par exemple) et de diminuer le rendement d’extraction. une demande
croissante des nouvelles techniques d’extraction permettant de réduire a la fois, le temps
d’opération, la consommation de solvant et la quantit¢ d’effluents. Telles que I’extraction

assistée par ultrasons et micro-ondes

a) Extraction assistée aux ultrasons :
L’extraction par ultrasons est une méthode simple, efficace et peu couteuse. Cette
technique est facile a mettre en ceuvre. Comme le Soxhlet, I’extraction par ultrasons permet

d’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir différents composés naturels

b) L'extraction assistée par microondes :
L’extraction assistée par microondes est un processus par lequel I'énergie microonde
accélére I'extraction. Ce traitement accelére la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules

végétales
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11.6. Méthodes de séparation et purification
11.6.1. Chromatographie :

La chromatographie est une méthode physico-chimique de séparation basée sur les différentes
affinités d’un ou plusieurs composés a 1’égard de deux phases (stationnaire et mobile). Parmi les
diverses technique chromatographie, on distingue : Chromatographie sur couche mince CCM et
Chromatographie sur colonne CC

a) Chromatographie sur couche mince (CCM) :
La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur les phénomeénes
d'adsorption et d'interaction. La phase mobile est un solvant ou un mélange solvant, ainsi que

fixé sur une plaque de verre ou feuille de plastique ou d'aluminium semi-rigide

b) Colonne :

La technique de chromatographie repose sur le phénomene d'adsorption, elle nous
permet, en effet, la séparation des constituants d'un mélangeet leur isolement a partir
d'échantillons dont la masse peut atteindre parfois jusqu'a plusieurs grammes. La séparation est
basée sur les bonnes conditions (phase mobile et phase stationnaire) et aussi le solvant qui

parvient a dissoudre tous les constituants du mélange
11.6.2. Analyse chromatographique de la composition chimique des huiles essentielles :

En alliant une technique de séparation de haute résolution a une méthode de détection trés
sensible, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS)
est devenue une méthode de choix pour l'analyse des mélanges aussi complexes que ceux des
huiles essentielles. Etant donné la gamme tres diversifiée des concentrations des composés d'une
huile essentielle. Cette technique est laseule de par sa grande sensibilité (de I'ordre de pg) qui
permet de contribuer a la résolution de la plupart des problémes d'identification rencontrés. Cette
technique permet d'obtenir a la fois le temps de rétention des constituants volatils de I'échantillon

pour un programme donne et leur spectre de masse
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Chapitre 3 : Activité Antioxydante

La recherche sur la capacité antioxydante représente un enjeu scientifique important

largement relatée dans 1’étude des propriétés biologiques de la plante médicinale.
I11.1. Stress oxydant :

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la production de substances
oxydantes activation (EOA) et défenses anti-oxydants de l'organisme qui favorisent les
premieres. Notre mode de vie (tabagisme, alcool, obésité, activité physique intense) et nos
mauvaises habitudes alimentaires augmentent anormalement la production d'AOE dans notre
organisme. A long terme, cela peut conduire a diverses conditions liées au vieillissement comme

le cancer ou les maladies cardiovasculaires
I11.2. Radicaux libres :

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant un
ou plusieurs électron (s) libre (s) non apparié(s) sur leurs orbites externes. Un radical (souvent
appelé radical libre) est une espece chimique possédant un ou plusieurs électrons non appariés
sur sa couche externe, il se note par un point la présence d'un électron célibataire confere a ces
molécules, la plupart du temps une grande instabilité (elles ne respectent pas la régle de I'octet),
ce qui signifie qu'elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux composés dans des

processus le plus souvent non spécifiques.

Les radicaux libres peuvent entre d'origine endogenes c'est-a-dire ils sont produits
naturellement par notre organisme, en majorité au niveau des chaines respiratoires
mitochondriales des cellules des organismes aérobies, lors de la transformation des nutriments en
énergie. Cependant, ils peuvent aussi provenir de sources extérieures (origine exogene) comme

le tabac, 1I’exposition aux UV, la pollution et les pesticides

Dans les systemes vivants, la production des radicaux libres oxygénés se fait de maniére
continue et leur présence a des conséquences potentiellement graves pour la cellule, mais

I’organisme possede des systemes de défense trés efficaces, les antioxydants
111.3. Antioxydants :

Les antioxydants sont définis comme I'ensemble des molécules susceptibles de retarder
ou d'inhiber directement le processus d'oxydation méme a une concentration relativement faible.
Les constituants antioxydantes du matériel végeétal (les fruits, les 1égumes, le thé, ...etc.) agissent
en tant que piégeurs de radicaux et contribuent a la conversion des radicaux en espéces moins

réactives
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Les antioxydants peuvent étre classés de plusieurs fagons.

e Selon leur cible et leur mécanisme d'action ; ils peuvent étre classés en tant
gu'antioxydantes primaires et antioxydants secondaires.
e Selon leur origine : les antioxydantes naturels (synthétisés dans I'organisme ou amenes

Par 1’alimentation) ou synthétiques
I11.4. Utilisations des antioxydants :

L'industrie des matieres plastiques : des additifs sont utilisées pour protéger les polymeres
de l'oxygeéne de I’air. L'activité éventuelle des molécules médicamenteuses déja connues qui
présentent les avantages d'une biodisponibilité et de parametres pharmacocinétiques et
toxicologiques déja bien connus. Ce sont concernées par 1’utilisation dans 1‘industrie alimentaire
et I'industrie de lubrifiants : elle produit notamment les huiles pour moteurs et transmissions

automobiles.

L'industrie cosmétique : les molécules utilisées sont plus ou moins les méme que dans

L’industrie alimentaire
111.5. Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante :

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer l'activité antioxydante, nommé d'apres la

substance utilisée comme source des radicaux libres. Tel que :

e FRAP (réduit la capacité anti-oxydante du fer)

e ABTS (2,2-azinobis 3-ézoline- sulfonate).

e DPPH(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)...etc.

Il a indiqué que les différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devaient

étre appliqués préférentiellement pour la comparaison des produits similaires
I11.5.1. Test de piégeage par le radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) :

Le DPPH est un radical libre stable qui peut accepter un électron ou un radical hydrogéne

devenant une molécule diamagnétique stable.

La solution méthanoique de DPPH présente une forte bande d'absorption a 517 nm en
raison de ses électrons impairs, le radical DPPH réagit avec un agent réducteur approprié pour
créer de nouvelles liaisons, qui modifient la couleur de la solution (la couleur violet a une
couleur jaune). La solution perd sa couleur avec l'augmentation de la concentration antioxydante

a mesure que les électrons sont absorbés par les radicaux DPPH. Cette réactivité a été utilisée
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pour tester les composés et les extraits des plantes pour leur capacité a agir comme piégeurs de
radicaux libres. La réduction des radicaux DPPH peut étre controlée par spectrophotométrie par

une diminution de I'absorbance

Figure 29 : Réaction du radical DPPH avec d'autres radicaux (‘'R = "H, radical alkyle)
111.5.2. Test de piégeage par le cation radicalaire ABTS™ :

Lors de la mise en ceuvre de ce test, 'ABTS (acide2,2'-azino-bis (3-éthylbenzthiazoline-
6-sulfonique) incolore est préalablement oxydé avec du persulfate de potassium (K2S20s) pour
former le radical cationique ABTS™ de coloration bleu-vert, L'addition d'un composé
antioxydante engendre la réduction du radical ABTS* en ABTS. L'activité antioxydante est
déterminée par la décoloration de la solution et s'exprime par le pourcentage d'inhibition (PI) de

I'absorbance a 734 nm, longueur d'onde a laquelle le radical ABTS™ présente une bande

fN _____;I\/j q T
= —

d'absorption caractéristique

SO, H

oS
"’ N:< u
Cha = S H

Figure 30 : Formation du radical cation ABTS-+ a partir de 'ABTS

HO, S
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111.5.3. Réduction du Fer : FRAP

L'activité réductrice du fer des extraits prépares est determinée selon la méthode décrite
par (Oyaizu,1986), basée sur la réduction du Fe* présent dans le complexeKsFe(CN)sen Fe?* de
la couleur bleu cyanée. Cette capacité réductrice peut servir comme un indicateur significatif de
I'activité antioxydante potentielle d'un composé.L'absorbance du milieu réactionnel est

déterminée a une longueur d'onde de 700 nm

N7
2N //\

Figure 31 : Schéma de la réaction de test FRAP

I11.5.4. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H202) :

L'une des méthodes les plus courantes pour évaluer la capacité de piégeage du peroxyde.
L'absorption de I'hydrogéne est basée sur l'absorption de cette molécule dans le domaine
ultraviolet. Lorsque la concentration de H2O> diminue en raison du composé de piégeage, la
valeur de I'absorbance a 230 nm de ce dernier est également réduite. Toujours assez
normalement, I'échantillon absorbe également a cette longueur d'onde, il est donc nécessaire de
mettre en ceuvre des mesures blanches. La réalisation d’une telle méthode nécessite beaucoup de

rigueur au moment de la manipulation
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Partie Expérimentale

La partie expérimentale a été effectuée au laboratoire de chimie organique a 1’université
de Mohamed Seddik Ben Yahia-Jijel. Notre travail repose sur I’étude des métabolites

secondaires extrait a partir de I’espéce la Ruta graveolensde la famille Rutaceae.

1V. Matériel et Méthodes

IV.1. Récolte de la matiére végétale :

L’espéce Ruta graveolens, a été récoltée en mars 2022, de la région d’Bni Harroun(Mila).
La plante a été bien nettoyées et séchée al’aire libre et sec, les parties utilisées (la partie arienne)

ont été ensuite pesées, broyees grossierement et récupérées dansdes sacs propres.

Figure 32 : Espece Rutagraveolens.

IVV.2. Extraction solide-liquide :

Aprés le séchage des feuilles de 1’espéce Ruta graveolens,nous avons prendre une
quantité de 200 g a température ambiante dans un mélange hydro-alcoolique (mélange
Meéthanol/Eau ; 70/ 30) pendant 24 a48 heures, puis faire filtrersur un couton et sécher le filtrat a
sec, cette opération doit étre répéter trois fois avec renouvellement du solvant pour augmente la

masse de ’extrait.

Figure 33 : Macération de la plante Ruta graveolens.
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Le filtrat concentré par élimination du solvant sous vide a 40°C a I’aide d’un rotavapeur.
Il s'agit d'un appareil de distillation simple sous pression réduite. Les points d'ébullition des
ingrédients et des solvants sont considérablement réduits (il existe des graphiques pour connaitre

la température d'ébullition du produit a pression atmosphérique et la pression dans la coque).

Figure 34 : L’appareil de Rotavapeur.

IV.3. Préparation des extraits :

Apres la filtration puis concentrée sa sec sous pression réduite dans un évaporateur
rotatif, on a ajouté 400 ml de I’eau distillée et le mélange filtré.

Figure 35 : La préparation des extraits.

Le filtrat a subi une extraction liquide/liquide en utilisant des solvants de polarité

croissante donnant ainsi trois phases :

e Epuisement par le chloroforme (CHCI3) : phase chloroformique.
e Epuisement par 1’acétate d’éthyle(ACOEY) : phase acétate d’éthyle.
e Epuisement par n-butanol (n-But) : la phase n-butanolique.
Chaque épuisement est refaitpar 3 fois avec la méme quantité du solvant(250ml).
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Epuisement de I’extrait par chloroforme Epuisement de I’extrait par I’acétate d’éthyle

Epuisement de I’extrait par n-butanol

Figure 36 : Extraction par solvants.

1V. 3.1. Calcul du rendement des extraits :

Nous pouvons déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport
suivant :

R (%) = ((Mex1/MsgcH) x 100)
R: Rendement des extraits en %.
MexT: La masse de I’extrait obtenu.

MsecH: La masse séche de la plante.
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< Matiere vegétale >

Macération (3fois/24h) dans un mélange
méthanol/eau (7:3)

Extrait hydro-alcoolique >

e Evaporation (T=40°C)

Filtration

e Dilution avec 400 ml d’eau distillée
e  Filtration

.
S

Epuisement par chloroforme

(3 fois 250ml)

Décantation
( Squtlon CHCl3

. > (7 Phase aqueuse )
Evaporation a sec l
( Extrait CHCI3=0,5g )
(3 fois 250ml)
C D,

Décantation

< Phase aqueuse )

Evaporation a sec Epuisement par n-butanol

<Extrait ACOEt = 0,1g> (3 fois 250ml)

Décantation
(Solution n-butanolique

Evaporation a sec

Solution ACOEt

\ 4

< Extrait n-BuOH=2g > < Phase aqueuse >

Figure 37 : Protocole de séparation des extrais.

28



Partie Expérimentale

IV.4. Procédé d’extraction des huiles essentielle :

Pour I’extraction des huiles essenticlles de la plante la Ruta graveolens, nous avons
choisis la méthode de I’hydro distillation pour cela 100g de la plante dans 500 ml de 1’eau
distillée met sur un ballon de 1000ml pendant 1h 30 minutes jusqu’a 1’ébullition. Les vapeurs
chargés des huiles se condensant en traversant un réfrigérent et récupérée dans une ampoule a

décanter.

Figure 38 : Montage de hydro-distillation.

1VV.4.1. Calcul du rendement des huiles essentielles :

Le rendement enhuile essentielle est le rapport entre la masse d'huile essentielle extraiteet

la masse de la plante seche traitée. Le rendement en pourcentage (R %)est calculée par laformule

suivante .

R% = (mne /mp) x 100
R: Rendement d’huile essentielle en %.

Mpe : C’est la masse de I’huile essentielle extrait en g.
mp : C’est la masse de la plante traitée en g.

IV.5. Analyse des extraits

IV.5.1. Analyse qualitative

IVV.5.1.1. Screening phytochimique :

L’un des buts essentiels d’un test phytochimique consiste dans la détection des différentes
familles de métabolites secondaires existant dans la partie étudiée de la plante pardes réactions

qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes deprécipitation ou
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de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés ainsique des examens en
lumiére ultraviolette Dans notre étude expérimentale nous avons utilisé les techniques
standards décritespar Terease et Evans, Harborne, Bruneton

a) Test pour la mise en évidence des flavonoides :

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a tester, ajouter 1ml d’acide chlorhydrique (HCI) et
3 copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rouge ou jaune révele la présence des
flavonoides.

b)Test pour la mise en évidence des tanins :

A 1 ml d’extrait a analyser, ajouter 0,5 ml d’une solution aqueuse de FeClza 1 %. La présence des
tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiréatre.

c) Test pour la mise en évidence des alcaloides :

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec les réactifs de Mayer et Wagner. 1ml
de chaque extrait est divisé en deux volumes égaux. Un volume est traité par0,5ml de réactif de
Mayer, ’autre par 0,5ml de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement révele la présence des alcaloides.

“ Réactif de Mayer : on dissout 1.758g de HgCl> dans 60 ml de I’eau distillée, puis Sgde KI dans

10 ml de I’eau distillée, et on mélange les deux solutions.

“ Reéactif de Wagner : on dissout dans 75 ml de I’eau distillée 2g de KI et 1.27g de I2le volume
est ajusté a 100 ml avec de 1’eau distillée.

d) Test pour la mise en évidence des terpénoides :

5ml d’extrait est ajouté a 2ml de chloroforme et 3ml d’acide sulfurique concentré. La formation
de deux phases et un couleur marron a I’interphase indique la présence des trapézoides.

e) Test pour la mise en évidence des quinones :

Sur un volume de chacune des extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH, 1’apparition d’un

couleur jaune, rouge ou violet confirme la présence des quinones.

30



Partie Experimentale

f) Test pour la mise en évidence des coumarines :

Introduire Sml d’extrait dans un tube, ajouter 0,5ml de NH4OH a 10%, mélanger etobserver sous
UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines.

IV.5.1.2. Analyse des extraits par chromatographie sur couche mince (CCM) :

L’analyse des extraits bruts par la CCM permet de voir que ces extraits sont riches en
métabolites secondaires, le choix du systéme est basée sur ceux qui donnants les meilleurs

migrations des différents constituants des extraits.

La phase Chloroforme (CHCl3) La phase acétate
Systeme (3/1) d’éthyle(ACOE)
(chloroforme/méthanol) Systéme (4/1)

(chloroforme/méthanol)

Figure 39 : Le test chromatographique des phases obtenues.

IV.5.2. Analyse quantitative

IVV.5.2.1. Dosage des polyphénols totaux :
Le réactif est constitu¢é par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) etd’acide
phosphomolybdique (HsPMO12040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur
I’oxydation des composés phénolique qui entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxyde
métallique de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la
guantité de polyphénols présente dans les extraits

e Mode opératoire :

ImlderéactifdeFolin(10foisdilue) préparé fraichement est ajouté & 200 pl d'échantillon
(extrait méthanoique). Aprés 4 min, 800 ul d'une solution de carbonate desodium (7,5%) sont

additionnés au milieu réactionnel. Apres 30 minutes d'incubation dans un bain ultrason a 40°C,
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I’absorbanceestmesuréea760nm.

Laconcentrationdespolyphénolstotauxestcalculéeapartirdel'équationderégressiondelagam
med'étalonnageétablieavecl'acidegallique a différentes concentrations (0.1, 0.5, 1, 3, 6, 10)ug /ml
dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg GAE/QEXS).

Figure 40 : Test de mise en évidence des polyphénols des quatre extraits.

200 pl d'échantillon (extrait méthanolique) ou
standard (acide Gallique).

1ml de réactif de Folin (10
fois dilué)

4 min & température ambiante

800 pl d'une solution de
carbonate de sodium (7,5%)

30 minutes d'incubation dans le
bain ultrason a température 40°C

Lecture 1’absorbance a 760 nm

Figure 41 : Protocole expérimentale de dosage des polyphénols totaux.
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1VV.5.2.2. Dosage des flavonoides totaux :

L'estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de laplante est réalisée
par la méthode chlorométrique. Le principe repose sur la capacité desflavonoides a former des
complexes de couleur jaune avec le chlorure d'aluminium (AICl3).L’absorbance est mesurée par

un spectrophotometre UV a 510 nm

e Mode opératoire :
Un millilitre de la solution d’AlCls (2%) prépare dans le méthanol est ajouté a 1 ml de la solution
de I’échantillon (extraits ou standard) a différentes concentrations. Le mélange est laissé réagir
pendant 10 min puis la lecture est faite a 430 nm. La teneur des flavonoides dans les extraits est
calculée a partir de la gamme d’étalonnage établie avec la quercitine (2-14 pg/ml) et exprimée en

exprimé en milligramme d’équivalents de quercitine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g EXS).

Figure 42 : Test de mise en évidence des flavonoides des quatre extraits.

Un millilitre de la solution d’AlClz (2%)
préparé dans le méthanol

1 ml de la solution de 1’échantillon
(extraits ou standard)

Le mélange est laissé réagir
pendant 10 min

[ La lecture est faite @ 430 nm }

Figure 43 :Protocole expérimentale de dosage des flavonoides totaux.
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1VV.6. Evaluation des activités biologiques :
IV.6.1. Activité antioxydante :
IV.6.1.1. Test de piégeage par le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH") :

On a dissout 0,0023g du DPPH dans 100m1 de MeOHpuis on a fait [°agitation pendant
lh a 4°C dans I’obscurité¢ .50ul de chaque solution méthanolique des différents extraits de
différentes concentrations sont ajoutés a 1950ul d'une solution méthanolique de DPPH" pour
chaque concentration. On prépare un blanc en paralléle en mélangeant 50ul du méthanol avec
1950ul d'une solution méthanolique de DPPH" la méme concentration utilisée en ce qui concerne
le controle négatif. Pour I’extrait chloroforme, on prend les concentrations suivantes : (15, 20,
25,30, 35) ug/ml et pour l’acétate d’éthyle, le n-butanol et 1’extrait brute en prend les
concentrations : (0, 01, 1, 3, 5, 7, 8 ,10) pg/ml

Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 minutes et avec température de 35°C, L’activité anti-
radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH" a été évalué par spectrophotométrie UV-
Visible en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par son passage de la couleur
mesurable a 515nm. En calculant pour chaque concentration le pourcentaged'inhibition

correspondant (P1%) qui est donné selon la formule suivante :

P1% = [(Acontrol — A extrait / Acontrot) X100]
P1% : Pourcentaged'inhibition du radical DPPH".
A control: Correspond a I’absorbance du DPPH" sans antioxydant apres le temps de réaction.
A extrait : Correspond a I’absorbance de 1I’échantillon avec DPPH" apreés le temps de réaction.
Calcul des ICsp :

L’IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme

réduite du radical DPPH".

Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés:
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées. Il faut
rappeler que la valeur d’IC50 est inversement proportionnel avec 1‘activité antioxydante des

extraits.
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Figure 44 :Test d’activité antioxydant par la réduction du radical DPPH".
IV.6.1.2. Test de piégeage par le cation radicalaire ABTS™ :

Le test a été réalisé selon la méthode de Re et al avec quelques modifications. L'ABTS a
été dissous dans de I'eau a une concentration de 7 mM. Le cation radical ABTS ™ a été produit en
faisant réagir une solution ABTS avec du persulfate de sodium 2,45 mM. Le mélange réactionnel
est mis en incubation, a I’obscurité, pendant 16 h a température ambiante. La solution ABTS* a

été diluée avec le méthanol afin d'obtenir une absorbance de 0,7 a 734 nm.

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait ou de standard (acide
ascorbique) est ajouté a 1950 ul de la solution diluée d’ABTS . En ce qui concerne le contrdle

négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 50 pul du méthanol avec 1950 pl de la
solution diluée d’ABTS"*.

Apres incubation a 1’obscurité pendant 1h et a la température ambiante, la lecture des
absorbances est effectuée a 734 nm a 1’aide d’un spectrophotométre. Pour chaque concentration

le test est répété 3 fois.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).
1%= [(Abs contrdle négatif — Abs extrait) / Abs controle négatif] x 100

Abs contrdle négatif: correspond a 1’absorbance de I’ABTS sans antioxydant apres le temps de

laréaction.

Absextrait: correspond a I’absorbance de 1’échantillon avec I’ABTS aprés le temps de la

réaction.
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Calcul des ICx -

L’IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme

réduite du radical ABTS.

Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés:

pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées.

Figure 45 : Teste d’activité antioxydant de cation radicalaire ABTS™.
IV.6.1.3. Réduction du Fer : FRAP

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2,5ml d’une solution
tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium
K3sFe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain-marie & 50°C pendant 20 min ensuite, 2,5ml
d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, 2,5ml d’eau distillée et
0,5ml d’une solution aqueuse de FeClsz a 0,1% sont additionnées. La lecture de 1’absorbance du
milieu réactionnel se fait a 700nm. Le blanc est semblablement préparé, en remplagant 1’extrait
par le méthanol. Le contrble positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ;
I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢é mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons. Pour chaque concentration le test est répété 3 fois.

Figure 46 :Teste d’activité antioxydant par la Réduction de fer.
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1V.6.1.4. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H20>) :

L’essai de réduction du peroxyde d’hydrogene a été effectué suivant la méthode de Ruch et
al. Pour ce test, une solution de H20.a été préparée dans une solution tampon phosphaté(0,1M
pH=7,4)a 20°C.Les concentrations de H20,sont déterminées par la méthode spectrophotométre
avec absorbance 240nm. Pour chaque échantillon a tester, les extraits sont dissous dans DMSO.
Une dilution de 100ug/ml préparé dans un tampon phosphate. On a été ajoutés a 0,6ml d’une
solution de H202. La valeur de I’absorbance du mélange réactionnel a été enregistrée a 240nm.Le

blanc contient uniquement le tampon phosphate sans H20..
IV.7. Analyse CG/MS des huiles essentielles :

Les huiles essentielles récupérées sont recueillies et conservées au réfrigérateur a 4 °C dans
des bouteilles sombres pour les préserver de la lumiére.
% Principe :

En alliant une technique de séparation de haute résolution a une méthode de détection tres
sensible. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/MS)
est devenue une méthode de choix pour lI'analyse des mélanges aussi complexes que ceux des
huiles essentielles. Etant donné la gamme tres diversifiée des concentrations des composés d'une
huile essentielle. Seulement cette technique qui a une grande sensibilité (de lI'ordre de pg) permet
de contribuer a la résolution de la plupart des problemes d'identification rencontres. Cette
technique permet d'obtenir a la fois le temps de rétention des constituants volatils de I'échantillon

pour un programme donné et leur spectre de masse

a

Figure 47: Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de

masse.
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La spectrophotométrie de masse repose sur 1’ionisation et la fragmentation des molécules.
Leur ionisation entraine un effet d’accumulation d’énergie qui en se dissipant, peut provoquer la
rupture des liaisons interatomiques et donner naissance a des fragments caractérises par le
rapport de leur masse et leur charge. Les différents fragments ainsi produits sont accélérés avant
de parvenir a un analyseur appelé filtre de masse qui le sépare. Le recueil sélectif des différents
ions permet 1’établissement d’un spectre caractéristique appelé : spectre de masse

% Mode opératoire :

Les constituants de 1’huile essentielle ont été identifiés par CG/MS. L’analyse a été
réalisée par un chromatographe a phase gazeuse du type Chimadzu QP 2010 EI couplé a un
spectrométre de masse. La colonne capillaire était du type OV1701 de 25m longueur, diamétre
0,25mm. Le débit du gaz porteur (hélium) était de 1,5 ml/min.1ul d’huile essentielle a été injecté
en utilisant le mode split. La température de 5°C jusqu’a 230°C.Le détecteur était a une

spectrométrie de masse (MS).
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V.1. Extraction liquide-liquide :

Cette étape repose sur la spécificité et la polarité des solvants organiques utilisés :

e Epuisement par le chloroforme : qui est un solvant organique apolaire, entraine souventles
composés apolaires tels que les terpénoides.

e Epuisement par 1’acétate d’éthyle : qui est un solvant moyennement polaire, extrait
généralement les molécules moyennement polaires tels que les glycosides.

e Epuisement par le n-butanol : qui est un solvant polaire, entraine essentiellement les
composés polaires tels que les flavonoides.

V.1.1. Le rendement des trois phases :

Les trois extraits récupérés aprés évaporation a sec, ont été pesés pour déterminer la masse
séche obtenue, les résultats sont représentés sur le tableau(1) :

Tableau (1). La masse, le rendement et couleurs des extraits de la plante (partie aérienne)

étudiées.
La matiére végétale : Ruta gravelons
Extrait couleur masse Rendement
Chloroforme Jaune foncée 0,59 0,25 %
Acétate d’ethyle Jaune Claire 0,19 0,05%
n-Butanol Rouge 29 1%

Les résultats obtenus montrent que le rendement des extraits de la plante sont variables, le
rendement le plus élevé a été observé avec I'extrait n-butanol 1% suivi par I'extrait Chloroforme

0,25 %. Tandis que le plus faible est celui d’ Acétate d’éthyle d’ordre 0,05 %.

Rendement des extraits

X 1,00% L
c
w
E 0,50% 0,25%
£ 0,05%
& 0,00%
chloroforme

Acétate

d'éthyle n-butanol

Les extraits

Figure 48 : Le rendement des extraits.
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V.2.Analyse des extraits

V.2.1. Analyse qualitative

V.2.1.1. Screening phytochimique :

Ce sont des tests qualitatifs qui ont été effectués pour la plante Ruta gravelons, et qui nous

renseigne sur la composition chimique des différentes phases méthanoique. Les résultats obtenus

sont représentes dans le tableau :

Tableau (2) : Résultats de screening phytochimique.

Test de mise en

Chloroforme

Tests Extraits charges |Interprétations
La présence des
Chloroforme — Flavonoides dans chaque
T extrait est confirmée par la
| Acétate - coloration rouge, ce qui
-Test de mise en il dcthyle montre que les flavonoides
évidence des sont présents dans I'extrait
Flavonoides : n-butanol o brute et surtout dans
I— I'extrait n- butanolique qui
Figure 49 : Test de mise en ' est le plus riche en
évidence des flavonoides des Brute flavonoides.
quatre extraits.
La présence des tanins
Chloroforme T dans chaque extrait est
confirmée par la coloration
Acétate A bleu-noiratre, ce  qui
Test de mise en d’éthyle montre la présence des
evidence des tanins catéchiques dans les
tanins: n-Butanol o quatre extraits.
Figure 50 : Test de mise en Brute + o+
évidence des tanins des quatre
extraits
| la formation d'un précipité
Chloroforme T blanc ou brun indique la
. Acétate d’éhyle présence des Alcaloides,
Test pour mise en to ol on peut conclure que les
évidence des alcaloides sont présents
Algalmdes : n-Butanol o dans les quatre extraits
(traité par les
réactifs de Mayer Brut .
et Wagner) ) .
Figure 51. Test de mise en
évidence des alcaloides des trois
extraits.
+ La présence des terpenoides
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évidence des
Terpenoides :

Figure 52. Test de mise en
évidence des terpenoides desquatre
extraits.

Acétated’éthyle

est confirméepar I'apparition
de deux phases et une

n-Butanol

couleur marron en
interphase, on observe que

Brut

les quatre extraits
contiennent des Terpenoides,
ce qui confirme que la plante
estriche en terpenoides.

Test de mise en
évidence des
quinones :

IV 1Y

N e
adaw b W Lo b1
= 3

Figure53. Test de mise en
évidence des quinones des quatre

Chloroforme

L'apparition d'une couleur
jaune ou rouge confirme la

Aceétated’éthyle

présence des quinones, donc
les quinones présentes dans

n-Butanol

les quatre extraits.

Brut

Test de mise en
évidence des
coumarines :

extraits.

Figure 54. Test de mise en
évidence des coumarines des

quatre extraits.

Chloroforme

Une fluorescence intense on
UV a 366nm indique la

Acétated’éthyle

¥

présence des coumarines, or
on observe une fluorescence

n-Butanol

dans tous lesextraits qui
signifie que la plante

Brut

contient de coumarines.

(* *) : Fortement positif.

(* ) : La présence des substances chimiques.(-) : L’ Absence des substances chimiques.

V.2.1.2 Résultats de la chromatographie sur une couche mince de I’extrait CHCIz et

d’ACOEt

Aprés une série d'essais réalises pour trouver un systeme d'élution adéquat afin de séparer les

différents composants des métabolites secondaires du Ruta graveolens. nous avons opte pour le

mélange (CHCIs/ CHsOH) (3:1)(4:1); qui nous semble comme étant le meilleur systéme

d'élution. Les plaques CCM révelent une série des taches (la phase chloroforme 3 taches, la

phase acétate d’ethyle il y’a une seul taches majoritaire) indiquant la richesse de chaque extraiten

produits.
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Phase chloroformique Phase acétate d’éthyle
Figure 55 : Résultats de la CCM des deux phases.

V.2.2.Analyse quantitative des extraits :

Les métabolites secondaires constituent une large gamme des molécules végétales dont leur
nature chimique et teneur sont extrémement variables d'une espece a l'autre. L'analyse
quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des extraits a été réalisée par la
procédure écrite ci-dessous.

V.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux :

La teneur en polyphénols totaux estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu pour chaque extrait a
partir d'une gamme étalon établie avec différentes concentrations d'acide gallique en utilisant
comme référence I'équation standard de courbe : Y=0,0578x-0,0058 avec un coéfficient de
correlation égale a R?=0,9981 (fig56).

Courbe d’'étalonnage de |'acide

gallique

0,8
® 06 y =0,0578x- 0,0058 R
y R®=0,9981
S 04 ey
) i
s 0,2 e —

0o pat
02 Y 2 4 6 8 10 12

Concentration pg/ml

Figure 56. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalant d'acide gallique par une gramme de
I’extrait sec (mg EAG/g EXS). Cette méthode de dosage présente une productibilité plus quesa

sensibilité. Par ce que 1’absorbance est étroitement liée a la concentration de 1’acide gallique
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utilisé dans la gamme étalon.

Les résultats d'analyse quantitative obtenus par spectrophotométrie UV-visible des trois extraits :
chloroformique, acétate d’éthyle et n-butanolique, des parties aériennes de la plante. sont
représentés dans la figure (56) et le tableau suivants :

Tableau (3) : Résultat de la quantification spectrophotométrique des polyphénols totaux.

Phase Chloroforme Acétate d’éthylen-butanol
Teneur en mg EAG/g Ext 30+ 0,0778 134 +1,1332152+0,2685
La matiére séche 0,075g 0,067g 1,529

Teneur en polyphénol des extraits

0 200
2 152
(S8
g .. 100
@ 30
- B
3 0 [ = '
chloraofaorme Z
Arcetate
> d'éthyle p-butanol
les extraits

Figure 57 :Teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits de la plante.

D'aprés les résultats, on constate que tous les extraits de la plante étudiés sont riches en

polyphénols mais avec des quantités différentes.

L’histogramme montre que l'extrait n-butanol continent la plus grande teneur en
polyphénols (152 mgEAG/g EXS), suivi par Acetate d’éthyle (144mgEAG/g EXS) et enfin
I'extraitsChloroforme (30 mg EAG/g EXS).

V.2.2.2.Dosage des flavonoides totaux :

Les teneurs en flavonoide dans les extraits ont été estimées en utilisant AICls. Une couleur jauneest
observée afin d’ajouter le trichlorure d'aluminium a la solution méthanolique de la quercétine qui
présent une flavonoide trés connu de la famille des flavonols, ce dernier est utilisée comme une
réference de réalisation de la courbe d'étalonnage dans la gamme de concentration. Les résultats

sont illustrées sur I'nistogramme (fig.61). La teneur en flavonoideest exprimée en pg équivalent
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de quercétine par mg d'extrait (mg EQ/g) d'extrait sec.

Moyenne %
-.o ~'_.
(V] [ u N

o

La courbe d'étalonnage de la

Quercétine
¥=0,3519x-0,1125 _»
R*=0,9885 =
-/'f-ﬁ/—
- "'f--ﬁ“
e
1 2 3 4 5 6

Concentration pg/ml

Figure 58 :Courbe d'étalonnage de la quercitrine pour le dosage des Flavonoides.

Les résultats obtenus par ce dosage pour les extraits de Ruta graveolens sont résumés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau (4) : Résultats de la quantification spectrophotométrique des Flavonoides totaux.

Phase Chloroforme Acétate d’éthyle n-butanol
Teneur en mg EAG/g Ext | 117,96 £0,0071 140,34+0,0425 518,8+0,3560
La matiére séche 0,299 0,07g 5,189

Les teneurs de ces composés varient entre 117,96 et 518,8 mg EQ/g d'extrait. Des taux élevés

sont notés dans les extraits n-butanol et acétate d’ethyle respectivement avec 518,8 et 140,34

mgEQ/g d'extrait sec. Tandis que le plus faible est celui de chloroforme avec 117,96 mg EQ/g

d'extrait sec
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Teneur en Flavonoide des extraits

20
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Les extraits

Figure 59 : Teneurs en flavonoide dans les différents extraits de la plante.

V.3. Les activités biologiques :
V.3.1. Activités antioxydantes :

Quatre méthodes ont été utilisées pour I'évaluation de I'activité antioxydante des trois extraits
(chloroforme, acétate d'éthyle, n-butanol): le test de DPPH:, ABTS" ,FRAP,H20;.
V.3.1.1. Test de piégeage du radical DPPH" :

L’activit¢ antioxydant des extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluee par
spectrophotométrie en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par le passage de la
couleur du violet au jaune mesurable a 515 nm. En calculant pour chaque concentration le
pourcentage d'inhibition correspondant afin de tracé la courbe qui représente la variation du
pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations de I'extrait pour déterminer I'lC50. Cette
concentration nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH". Les résultats obtenus sont

exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH puis les comparés par le référence
(acide ascorbique).

Les résultats sont représentés par la figure suivante
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I'activité anti-oxydants DPPH de la Lactivité anti-oxydants DPPH de
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Figure 60 Représentation graphique des pourcentages d’inhibitions du radical DPPH' en

fonction des concentrations des extraits et I’acide ascorbique.
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Tableau (5): Activité antioxydante exprimée en IC50 des extraits de I’espece La Ruta

garveolens.
Extrait IC50(mg/ml)+Ecart type
Chloroforme 69,9905+0,4244
Acétate d’ethyle 36,0555+1,9715
n-butanol 2,6555+0,2188
Brute 6,7377+0,1612
IC50-des-extraitsq]
: @
o 501
= 409
8 30 =
: []
T 01 B
1 3 e o
1 \o‘\‘\ \\*‘\\e >
1 \o@ 5 & &
1] (‘.\\ \e' 700 ‘é
b > ¥

Les-extraitsf]

Figure 61 : Histogramme présente ’activité antioxydant exprimée en 1C50 des extraitsvis-a-vis
le radical DPPH'.

Les résultats montre que la valeur de I'IC50 obtenu pour l'acide ascorbique égale a
0,6824863mg/ml qui est utilisé comme une molécule de référence, elle est inférieur a celles des
extraits et selon la définition la valeur de I'lC50 est inversement proportionnelle avec ’activité
antioxydant, donc I'extrait n-butanol est plus efficace en tant que inhibiteur en comparaison aux
autres extraits qui possede une IC50 d'ordre de 2,6555 mg /ml cette valeur est inférieur a celle

d'extrait brute 6,7377 mg/ml. L’acétate d’éthyle présente 36,0555 mg/ml suivi par Chloroforme
avec 69,9905 mg/ml.

En effet, les extraits ayant la plus grande capacité de piégeage des radicaux sont les extraits
obtenus par des solvants polaires et moyennement polaires : n-butanol et acétated’éthyle. Ces

résultats peuvent étre expliquer par la richesse de cette plante en composés

Antioxydants polaires et moyennement polaires solubles dans le n-butanol et ’acétate
d’éthyletel que les polyphénols.
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V.3.1.2. Test de piégeage par le cation radicalaire ABTS*:

Pour valider les résultats de I'activité antioxydant des extraits obtenu précédemment par le
test anti-radicalaire du DPPHon a utilisé le test dABTS* (piégeage d'un proton du radical
cationique ABTS™).

Le piégeage du radical ABTS " est une méthode efficace déterminant l'activité antioxydant
pour une large diversité des substances antioxydants donneurs d'’hydrogéne ou piégeurs de
radicaux. Ce test est basé sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le radical cationique

ABTS-*de coloration bleu-vert en le transformant en ABTS " incolore par piégeage d'un proton.

Les valeurs des absorbances enregistrées au cours de l'expérimentation permirent les
calculs en pourcentages d'inhibition du radical ABTS*.Ces pourcentages augmentent

proportionnellement en fonction des concentrations des extraits.
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L'activité anti-oxydants

L'activité anti-oxydants ABTS

ABTS de la phase de la phase acétate d'éthyle
chloroformev-272230s16e. 5
R? =0,9564 -
; 1: 20 //,..
_— 3 30 3 . a
ol - RS i e e
<0 |
g 20 a 10 ./,P-'/
a
0 0
0 02 04 06 08 1 D 0.2 04 06 08
Concentration pg/ml Concentration pg/mi
L'activité anti-oxydants L'activité anti-oxydants
ABTS de la phase n-butanol ABTS de la phase brute
= x ¥e 790340 17,795 -
e K+di, i» =5302¢+ 6,225
g 2 Riz0s 2 o m <0se /’/’
g 0 // Bt f/i
g : < 2 . "./
2 10 e/ T 0 //
0 10 .//
0 0,05 01 0,15 =
Concentration pg/mi 0 a2 a4 a5 08 1
La Courbe d'étalonnage de
L'acide ascorbique+ ABTS
P
=
240 /
s / Y= 7,6551254 05448
S R = 08313
D
5 0
D
0 2 4 6 -3
Concentrations en pg/ml

Figure 62 : Présentation graphique des pourcentages d’inhibitions de I’ABTS* en fonctiondes

concentrations.
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Tableau(6): Le pouvoir antioxydant d'ABTS™ (exprimé par IC50 (en mg /ml)) deréférence

standard et des extraits testés.

Extract IC50(mg/ml)+Ecart type
Chloroforme 1,6114+0,0122
Acétate d’éthyle 0,8661+0,0039
n-Butanol 0,0857+0,0013
Brute 0,8256+0,078

D'aprés les résultats, le pourcentage d'inhibition du radical augmente avec l'augmentation de la
concentration soit pour la référence standard (I'acide ascorbique) ou pour les différentsextraits de
la plante étudiée. Les valeurs des IC50 des différents extraits donnent une idée sur leurs
efficacités.

IC50

Pourcentage d'inhibition %

0
<
& &
& & &
5 N RS e
Y < ) -~
O o > &
& & o i)
S N
N
,}9
Les extraits

Figure 63 :L’activité antioxydants exprimée en ICso des extraits vis-a-vis radical ABTS™.

L'IC50 obtenu pour l'acide ascorbique est égale a 6,4422mg/ml. Cette valeur est inférieur a
celles des extraits donc la référence standard posséde une activité antioxydante trés elevée.
L'extrait n-butanol présente une IC50 de I'ordre de 0,0857mg /ml inférieur a celles de I’extrait
brute 0,8256mg/ml, acétate d’éthyle 0,8661mg/ml et chloroforme 1,6114mg/ml. On constate que
I'efficacité inhibitrice est plus élevée respectivement dans l'extrait d'acétate et n- butanol que
celui de chloroforme. on conclu que la partie aérienne de la plante posséde une bonne activité de

piégeage du radical ABTS.
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V/.3.1.3. Réduction du Fer: FRAP

Dans la méme procédure, le dosage FRAP donne une estimation directe des antioxydants ou
réducteurs présentent dans un échantillon en fonction de sa capacité a réduire le couple Fe/Fex.
Ce test mesure le changement d'absorbance a 700 nm en raison de la formation de Fe> de couleur
vert a partir de Fe: oxydé incolore par l'action des antioxydants donneurs d'électrons.
La courbe d’étalonnage (figure 67) est établie a partir de taux d’inhibition en fonction des
absorbances lues pour la gamme de concentrations de 1’acide ascorbique utilisée comme

composé de référence.

Acide ascorbique + FRAP

0.8

0,7 v=0,1576x-0,0868
0,6 R2=0,992

0,5
0,4
0,3

Taux d*inhibition %

01 0 1 2 5 4 5 5
Concentration pg/ml

Figure 64 :L’acide ascorbique pour le test FRAP.

Le test est établi sur chaque échantillon. L’absorbance obtenue permet de déterminer la

concentration équivalente d’Aasc en pg en utilisant la formule suivante :

Abs—b
a

Concentration éq. Aasc €n g =

«a » représente la pente, « b » I’ordonnée a I’origine de la droite étalon.
Les résultats obtenus sont simplifiés a I’aide des histogrammes qui présentes la variation de

pouvoir reducteur de chaque échantillon en fonction de la concentration (figures67).
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Figure 65 : ’activité antioxydant des quatre phases et de 1’acide ascorbique par la méthode de
FRAP.

A partir des résultats obtenus (figure 65), on remarque que le pouvoir réducteur des
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extraits de la plante dépond tout d'abord de la concentration utilisé c'est-a-dire la capacité de

réductiondu fer varie proportionnelle avec I'augmentation de la concentration des extraits.

En considérant en suite la concentration de I’échantillon étudi¢, le pourvoir réducteur
signifie la capacité antioxydant et s’exprimer en milligramme équivalant de 1’acide ascorbique
par gramme de I’extrait en milligramme équivalant de 1’acide ascorbique par milligramme de la
matiére seche pour les extrais des plantes. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau
suivant :

Tableau(7) : Pouvoire Réducteur des différents extraits de I’espéce La Ruta garveolens.

Extrait PR £ ET (mg Eq Aasc /g)
Chloroforme 412,676+12,62
Acétate d’éthyle 131,133+10,56
n-Butanol 534,095+9,44
Brute 320,008+21,58

Le pouvoir Réducteur

450
400
350

300
250
200
150
100
50
0

Chloroforme Acétate o-butanal
diethyle
Différents Phases

PR Moyenne
mg Aasc fg M5

==ty

Figure 66 : Histogramme de Pouvoir réducteur des différents extraits.

En revanche la capacité de la réduction du fer dépond aussi le type d'extrait a tester. On
remarque que la capacité de I'extrait n-butanol pour réduire le Fer est plus élevée a celles des
deux extraits Aceétate d’éthyle et chloroforme comparant avec l'acide ascorbique comme

référence qui révele une efficacité tres élevée. On constate que le pouvoir réducteur est plus
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important dans la phase n-butanol dans toutes la gamme des concentrations par rapport a la phase
chloroforme et Acétate d’éthyle.
V.3.1.4. Piégeage du peroxyde d*hydrogéne H20: :

L'activité antioxydant des extraits a été évaluée également in vitro en utilisant I’espéce réactivede

I’oxygene H20». Les résultats sont presentés dans ci-dessous (fig67) :

L'activité anti-oxydants H,0, de la L'activité anti-oxydants H,0, dela
Phase acétate d'éthyle Phase chloroformique
100 03,5
=0,5 1x+82, 9 =0,3057x + 95,087
s =, 0,9534 A g e [HIoCEOC Ab
= 95 5 § a7 12=0,9562 o™
; » B g7,
g a0 //1 m o7 ,//
'E _,/ Jé ./
5 B 5 95,5 ra
x &85 v » o~
3 A 9 é
[ -
80 95,5
0 5 10 15 20 25 30 0 2 a 6 8 10 12
Concentration pg/ml Concentration pg/ml
L'activité anti-oxydants H202 de la N
Phase n-butanol L’activité anti-oxydants H,0, de
la
a2 Phase brute
20 ¥=1,5012x +74,42 g 100 | ;¥=3,9058 + 34,081 o i
R®=0,9482 2 R*=C 9663 "

BB g B0
86 ° £ 60 '
8 / 5

% 40
& gh R 20
80 &

0 5 10 15 20
78
0 5 10 15 Concentration pg/ml

Figure 67 : Les pourcentages d’inhibitions de H202 en fonction des concentrations.
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IC50

200 160,44

./
150
100 71,85 82,88
r ' .

Chloroforme

Pourcentage d'inhibition

Acétate

d'érinde o-butznol

les phases

Figure 68 : L’activité antioxydants exprimée en ICso des extraits vis-a-vis H202.

Les résultats montrent que 1’extrait acétate d’éthyle présente I’activité la plus efficace en
terme d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne qui est de I’ordre de 71,86 mg/ml suivi par I’extrait
butanolique qui présenté une activité de 1’ordre de 82,88 mg/ml. En comparant ’activité du

piégeage de ces extraits, on a été remarqué qu’ils présentent 1’activité la plus élevée.

L’extrait chloroformique présente une activité inhibitrice d’ordre de 160,44mg/ml. Les
résultats obtenus suggerent que ce dernier a un pouvoir remarquable pour donner des électrons
aux radicaux libres réactifs (ou especes réactives), les convertisseurs en espéces non-réactives est
stable et terminant la réaction en chaine des radicaux libres.

V.4. Les huiles essentielles :

On s’est intéressé dans cette partie a 1’étude phytochimique de 1’espéce Ruta graveolens,
ainsique I’extraction des huiles essentielles et la détermination de la composition chimique de
ces derniers, en utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masseCG/MS.

V.4.1. Evaluation des composants chimiques des huiles essentielles de I’espéce Ruta

graveolens par CG-MS :

L’analyse par CG-MS des huiles essentielles du Ruta graveolens obtenues par hydro distillationde
la matiére végétale seche, a pennis d'identifies 64 composés qui représentent 100 % de la
composition d'huile deétectée. Les résultats ont été représentés dans le tableau et le profil GC-
MS de I'huile essentielle a été donné dans le tableau (8)
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Tableau(8) : Composition chimique de I'huile essentielle de Ruta graveolens.

Nombre
dgs Composé Structure Nom systematique A;I re Tr
Pics %
2-Undecanone, 6,10-Dimethyl-2-
1 6,10-dimethyl undecanone 0,91 3,093
Butanoic acld,2- “ 1-Methylethyl 2- 013 3295
2 methyl-1- methylbutanoate
methylethyl ester y
Bicyclo [3.1.0] hex-
Bicyclo [3.1.0] 3-en-2-ol, 2-
hex -2-ene, 2- methyl-5-(1- 0,08 3,360
3 methyl-5-(1- methylethyl)-,
methylethyl) (1.alpha. 2. alpha.,
5.alpha.)
... ftriméthyl-2, 6,6- 0,08 3,466
4 Alpha.-pinene bicyclo [3.1.1]hept-2-
éne
0 (E)-Hex-2-ena 0,08 3,746
5 2-Hexenal,(E) \/\/\/
3-méthylidene-6-
(propan,2,yl)cycloh
. beta.- phellandrene ex-1-ne 0.42 4561
7 7 ,
7-méthyl-3-
.-M \(\)1\/ mé
7 beta.-Myrcene méthylidéneocta-1,6-| 0,06 4,963
diéne
(1S, 4S, 6R)-4, 7,7-
8 (+)-4-Carene trimethylbicyclo[4,1 | 0,05 5,638
]hept-2-ene
9 D-Limonéne 1-methyl-4-(prop-1- | 0,86 5,887
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CH;

L imandéne

en-2- yl) cyclohex- 1-

ene

A

1-methyl-2-propan-2-

Benzene, 1- ylsulfany Ibenzene 0,47 6,19
10 methyl-2-(1-
methylethyl)-
A .
1,3, 6-Octatriene ;3,7-
x dimethyl-(2)- 0,06 6,744
11 cis-B-Ocimene - yH2)
1,4Cyclohexadien _
12 e,1-methyl-4-(1- 1,4-p-Menthadiene 0,77 6,871
methylethyl)- T
0
Octanal 0,05 6,980
13 Octaldehyde . /\/\/\)L clana
/
5,6-bis (ethenyl)-1- 0,19 9,694
14 Cyclohexene,5,6- methylcyclohexene
diethenyl-1- methyl
16 2-Nonanone Nonan-2-one 10,12 10,464
17 Nonanal Nonan-1-al 0,20 10,634
Nonan-1-ol 0,51 10,926
18 2-Nonanol
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[(2S)-octan-2-yl]

) acétate 0,13 11,077
19 2-Octanol, acétate
0
3-Cyclohexen-1- p-Menth-1-én -4-ol 0,13 13§50
20 ol, 4-methyl-1-(1-
methylethyl) CH
21 1-Decanol \/\/\/\/\/_} Decan-1-ol 0,19 14,243
Decan-2-one 4,58 14,522
22 2-Decanone
0
23 | 2-Decen-1-ol, (F) /\/\/\/\/\ (E)-dec-2-en-1-ol | 009 | 14743
\
24 2- /\W ( tridecan-2-yl acétate 4,89 15,048
Acetoxytridecane I
Ii:'/ (3,4-dimethyl-4-
Cyclohexane, 3,4-| ———F——— phenylhexan-3-yl) 0,17 16,499
o5 diethenenyl-3- © benzene
phenyl-
0
26 2-Undecanone )W\ undecan-2-one 0,06 17,160
(o]
x 2-methyl-3-phenyl-
Propanal, 2-
27 | methyl-3-phenyl- j\/© propanal 029 17,608
HsC
0
- 2-Undecanone M undecan-2-one 30,16 18,783
0
Nonadecan-2-one 5,29 18,967
29 2-Nonadecanone
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Tridecan-2-one 8,83 19,154
30 2-Tridecanone
(1R, 4E, 9S)-4,11,11-
triméthyl-8- 0,81 21,185
31 Caryophy”ene méthylldéneblcydo
[7.2.0] undéc-4-ene
Do decan-2-one 0,46 21,626
32 2-Dodecanone
2-méthyl-5-(propan- 0,07 22,428
33 2-yl) phénol
Carvacrol
5-méthyl-2-(propan- 1,20 22,652
34 2-yl)-phénol
Thymol
35 dodecan-2-one 2,47 22,824
2-Dodecanone
36 (2S, 3S)-2-Acetoxy-
5,70 23,067

2-
Acetoxytetradecane

3-(tosylmethyl)
tetradecane-4-one
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10,13-dimethylspiro

[7,8,9,11,12,14,15,1 0,07 23,781
6-octahydro-6H-
13;10(1)50'6‘2(1; %stta- _ cyclopenta[a]phenan
37 a8 'eg', 3 €la, threne-17,2'-
“SPIFe-2=5"-0X0- oxetane]-3,3-dione
oxetane o
L
Bicyclo[3.1.1]hept-2-
ene,2,6-dimethyl-6- 0,25 24,392
38 alpha - (4'methy|'3'
Bergamotene o penthyl)-
/ / / 2,6,10-Dodecatrien-1-| 0,06 24,658
39 Trans fernesol ol,3,7,11-
trimethyl-
0
9-Methyl-10-
9-Methyl-10- methylenetricyclo 0,28 25,949
methylenetricyclo [4.2.1.1(2,5)] decan-
40 [4.2.1.1 (2 ,5)] 9-ol
decan-9-ol
41 / / / 0,06 26,240
0
Tri decan-2-one 0,92 27,698
42 2-Tridecanone
0 (E)-non-2-en-4-one 3,74 30,054
43 2-Nonen-4-one
/\M\



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-Methyl-10-methylenetricyclo%5B4.2.1.1(2%2C5)%5Ddecan-9-ol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20584884%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-Methyl-10-methylenetricyclo%5B4.2.1.1(2%2C5)%5Ddecan-9-ol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20584884%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-Methyl-10-methylenetricyclo%5B4.2.1.1(2%2C5)%5Ddecan-9-ol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20584884%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%229-Methyl-10-methylenetricyclo%5B4.2.1.1(2%2C5)%5Ddecan-9-ol%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20584884%5bStandardizedCID%5d
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Cyclohexanemeth

anol, 4-ethyl- (1S, 25, 4R)-(-)-a,
.alpha.,.alpha.,4- a-dimethyl-1-vinyl-o-
44 trimethyl-3-(1- menth-8-ene-4- 0,08 31,247
methylethenyl)- methanol
J1R-
(1.alpha.,3.alpha =
(1R, 4R,6R,10S)-4,
12,12-trimethyl-9-
methylidene-5- 0,83 32,250
45 Caryophyllene oxatricyclo[8.2.0.0%5
oxide ]dodecane
5-Isopropyl-6- (3E)-6-methyl-5-
methyl-hepta-3,5- H= propan-2-ylhepta-3,5-
46 dien-2-ol dien-2-ol 0,05 34,649
(1aR, 4S, 4aR, 7R,
7aS, 7bS)-1,1,7-
trimethylspiro[2,3,4
a,5,6,7,7a,7b- 0,15 34,834
Aromadendrene
i octahydro-laH-
47 oxide-(2)
cyclopropa[e]azulene-
4,2'-oxirane]
0 6,10-
dimethylundecan-2- 1,47 35,259
48 2-Undecanone, one
6,10-dimethyl
4-methoxy-2-[(E)- 0,07 37,672
Phen0|,2-(2- o pent-3_en-2-
49 penta-4-yl)-4- - yl]phenol
methyl
%““‘H“/
N
| Furazan-3-amine, 4-
Furazan-3-amine,4-7——('“v” 7 . (3’(;"_' . 025 38,789
50 (3,4methylenedio ‘ |N me yelne loxybenz
xybenzyloxy) “\ / yloxy)-
0
0
1cyclopropyldodecan-| 0,79 39,112
5y | 1-Dodecanone,1- 1-one

cyclopropyl-

61




Résultats et discussion

chloro

3,7,11,15-
3 711.15- Tetramethyle-2- 0,17 43,374
5 Tetramethyl-2- hexadecen-1-ol
hexadecen-1-ol /
I
1,6-Anhydro-4- 1,6-anhydro-3,4-0-
(3.4 I isopropylidene-2-
methylenedioxyp — tosyl-b-d- 0,31 43,857
henylmethylamin galactopyranose
53 0)-2-O-tosyl-4-
deoxy-b-d-
glucopyranose
3,7,11,15-
3,7,11,15- tetramethyl-2- 0,10 45,118
54 Tetramethyl-2- Y hexadecen-1-ol
hexadecen-1-ol -
|
1,6-Anhydro-4- © 1,6-anhydro-3,4-o0-
(3,4- et isopropylelidene-2- 0,10 45 ,63
methylenedioxyp | tosyl-b-d- 2
ss | henylmethylamin galactopyranose
0)-2-O-tosyl-4-
deoxy-b-d-
glucopyranose
| | 9-méthoxyfuro [3,2-
- = .. | 9] chromen-7-one 0,36 46,500
56 Methoxsalen '“ o )
N
57 1'N°”f‘2'n3'|‘f”e'1' 1-Nonen-3-one,1- | 0,12 | 46,688
pheny phenyl-
%:j 1- 0,20 47,157
Chloroheptacosane
58 Heptacosane,1- /\/\/\/\N\/\/WV\/\A/
)
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VA VAVAVAVAVAVAVAEVEVAVAN
59 Tetracosane Tetracosane 4,32 47,725
9-(2-hydroxy-4,4- 1,80 48,660
dimethyl-6-
oxocyclohexen-1-yl)-
1H-Xanthen-1- 3,3-dimethyl- 4,9-
one, 2, 3, 4,9- dihydro-2H- xanthen-
60 tetrahydro-9-(2- 1-one
hydroxy-6-oxo-1-
cyclohexenyl)
Heptadecane, 8- 8- 0,10 49,307
61 methyl- methylheptadecane
Eicosane 0,09 49,748
62 Eicosane
1,42 51,407
tetratriaacontante
63 tetratriaacontante
51,448
1,16
Hexatriacontante
64 Hexatriacontante
100.00 523120
TOTAL : 106
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* Mono $5IBERE OXYZEne * S5SANIRRREDA.OXVEENE * SESANTRRREDS,
* MIGRALERANE * Diterpéns. * Autre composée

Figure69 : Cycle de distribution de familles de la composition chimique d’H.E de Ruta

graveolens.

Les résultats de 1’analyse par Chromatographie gazeuse - Spectrométrie de masse de la
composition chimique de I’HE sont présentés dans le tableau (8), dans lequel les composes
identifiés sont listés suivant 1’ordre de prédominance. Au total 64 composés ont été identifiés ce

qui correspond a un pourcentage de 100 % par rapport a I'ensemble des constituants isolés.

2-Undecanone le constituant majoritaire de I'HE (30,22%), suivi du 2-Nonanon (10,12%),
du 2-Tridecanol(8,83%), du 2-Acetoxytetradecane(5,70%) et du 2-Nonadecanone (5,29) .

Biochimiquement parlant, cette HE est composé essentiellement du Mono terpene oxygéné
(50,03 %) suivis des sesquiterpenes oxygéné (21,78 %). Les sesquiterpenes sont a un taux assez
important (11,02 %), suivis par des mono terpénes (10%). Enfin, les composés minoritaires sont
des autres composées (1,57%) telle que les oxydes. (Tableau9).

Tableau (9) : Représente les familles des composés identifiés de Ruta graveolens et leurs

proportions :

Les composée [Mono- Sesquiterpene Sesquiterpéne |Mono- Di terpéne |Autre
terpéne  OXygéné terpéne composée
0XYQgéné

Le pourcentage| (50,03 (21,783%) (11,02 %) (10 %) (5,6 %) | (1,567 %)

% %)

Le nombre des 20 15 10 9 6 4

composée
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Etude comparative de la composition chimique de I'huile essentielle de Ruta graveolens de
région de Texanna, wilaya de Jijel(2019) :

Une étude comparative de la composition chimique a été réalisée sur I'huile essentielle de
I'espece Ruta graveolens, cette étude montrée que I'H.E de cette plante a des compositions
chimiques différentes d'une région a une autre, donc des composes majoritaires différents, Cette

différence peut étre liée a la nature du sol, au climat, a la période de récolte, a la durée de

séchage et a d'autres parametres.
A

D tecpeEne
6% ire
ARARARARAAARAAR Autre composée

Aire

« Mono terpéne oxygeneé . sesquiterpéne OXygene

= sesquiterpéns « Monoterpene " SESRNBRIREDR OXVEENE " Mono IgRRng oxvEEnS
= Diterpéne = Autre composee * Mono te(gEns SSspuiteRans

Figure70 : Cycle de distribution des composés de la

composition chimique d'H.E de Ruta graveolens de Mila.

texanna.

Etude comparative de la composition chimique des huiles essentielles de notre espéce Ruta
graveolens récolté dans Mila a montré que :

d' apreés le cycle de distribution on ne constante que I'huile essentielle du Ruta graveolens de T
constituée a de la méme famille présente majoritairement avec des pourcentages différents,

Méme si Le produit majoritaire est le méme(2- Un decanone).

Ces différences de concentrations pourraient étre liées aux procédés d'extraction, a la période

récolte, a la maturation de la plante, ainsi qu'a la nature du sol.
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V.3.2. Rendement des huiles essentielles :

Rendement des huiles essentielle

0,20%
0,20%
~ 0,15%
[~
E 0,07%
a  0,10%
o
c
LY
o= 0,05%
0,00%
; {g0s fis!

B.sSRRRIR0S Mitidja

Genre de plante

Figure72 : L histogramme de Rendement des huiles essentielles.

La masse de I’huile essentielle récupérée de 1’espéce est de 0,1395g, et la masse de la plante
séche est de 200g ; et comme le rendement étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle
récupérée sur la masse utilisée de la plante que multiplie par cent, alors le rendementest : (R
=0,069%). Ce qui confirme la richesse de la plante Ruta gravelons en métabolites secondaires,
par rapport aux autres espéces de la méme famille étudiées, MESSAI Samah et al. 2011 il est
obtenu une variété de rendement 0,2% chez Ruta gravelons en Mitidja (Algérie).

On peut déduire que le rendement en huile essentielle d’'une méme espéce peut varier, et ceci en

fonction de plusieurs parametres, telle que : I’espéce de la plante, le temps, de récolte, la
méthode d’extraction.
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Conclusion et perspective

L'étude que nous avons realisée dans ce mémoire consiste d'une part en I'étude
phytochimique et 1’étude des activités biologiques. L’évaluation phytochimique a révélé la
richesse de Ruta graveolens en métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des
flavonoides, tanins catéchique, des terpenes, des alcaloides dans la plante.  Quantitativement,
I’évaluation du contenu des extraits en poly phénols totaux adoptant la présence des quantités
importantes des polyphénols dans chaque extrait mais avec des quantités différentes , extrait n-
butanol continent la plus grande teneur en polyphénols, suivi par Acétate d’éthyle et enfin
extraits Chloroforme. De méme le dosage des flavonoides montré que 1’extraits qui contient la

teneur la plus élevée c’est le n-butanol et acétate d’éthyle respectivement.

D'autre part 1'étude de l'activité biologique telle que 1’activité antioxydante des extraits
issus de I'espéce Ruta graveolens par la méthode du piégeage du radical libre DPPH: dont des
résultats montrent que 1’extrait n-butanol posséde une bonne activité est plus efficace en tant que
(2,6555+0,2188mg/ml), suivi par 1’acétate d’éthyle puis Chloroforme.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode d’ABTS' * montre que 1’extrait n-butanol
posséde une activité plus élevée (0,0857+0,0013mg/ml) on montre que la partie aérienne de la

plantes est possede une bonne activité anti oxydante.

En revanche, I’évaluation de 1’activité antioxydante par la réduction de fer (FRAP) dépend aussi
du type d’extrait a tester. On remarque que la capacité de extrait n-butanol pour réduire le Fer est

plus élevée a celles des deux extraits Acétate d’éthyle et chloroforme.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la réduction de H202 montre que ’extrait acétate
d’éthyle représente 1’activité la plus efficace en termes d’inhibition du peroxyde d’hydrogene

suivi par extrait n-butanolique, puis par extrait chloroformique.

Par ailleurs, 1’évaluation de I’activité anti inflammatoire par la méthode de la stabilisation
des membranes des globules rouges (HRBC) de cette plantes montre que Ruta Graveolens est
une plante cytotoxique car elle provoque éclatement des globules rouge(les extraits provoquent
hémolyse),

Les Analyses qualitatives des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrometrie de masse CG /MS ont permis d’identifier 64 composés dont cing
produits majoritaires qui sont : 2-Undecanone (30,22%) ,2-Nonanon (10,12%), du 2-Tridecanol
(8,83%) ,2-Acetoxytetradecane (5,70%), et du 2-Nonadecanone (5,29 %)
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Cela ouvre la voie a d'autres études qui complétent nos travaux en raison de la richesse de Ruta
graveolens en métabolites secondaires telle que les alcaloides qui sont responsable de de la

cytotoxicité qui peuvent avoir une activité anti cancereuse.
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Résumé

Dans le cadre de la découverte du nouveau antioxydant & partir des sources naturelles, on s’est intéressé dans ce travail sur I’étude
phytochimique de la plante (Ruta graveolens) : I’évaluation de la teneur en polyphénol et flavonoide totaux, I’étude de leur activité
biologique tel que ’activité antioxydante .

La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la quantification des polyphénols totaux et des flavonoides. Les résultats obtenus
montrent que la phase n-butanolique présente la teneur maximale en poly phénol est en flavonoides , suivi par la phase acétate d’éthyle et
derniére position la phase chloroformique .La deuxiéme partie a été 1’étude de ’activité antioxydante des extraits de la plante en utilisant les
techniques suivantes : piégeage du radical DPPH, le piégeage par le cation radicalaire ABTS, réduction de fer FRAP et la réduction de
H,0,. Les méthodes de ’activité antioxydante ont montré que tous les extraits de la plante étudiée ont un pouvoir antioxydant important,
gréce a leur richesse en constituants polyphénoliques. On a trouvé que I’extrait n-butanolique a une activité élavée par rapport a I’autre
extraits dans les teste DPPH-, ABTS* et FRAP, et pour le teste H,O, extrait majoritaire est I’acétate d’éthyle. a la fin du I’étude, La
technique de chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de Masse (CG/MS) a permis I'analyse des Huiles essentielles de

I'espece Ruta graveolens.Les résultats montrent une composition riche en produits.

Mots clés : Ruta graveolens, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, huile essentielle, hémolyse, métabolites secondaires.

Summary

In the context of the discovery of new antioxidants from natural sources, we were interested in this work on the phytochemical study of the
plant (Ruta graveolens): the evaluation of the content of polyphenol and flavonoid total, the study of their biological activity such as

antioxidant activity .

The first part of this study concerns the extraction and quantification of total polyphenols and flavonoids. The results obtained show that the
n-butanolic phase has the maximum polyphenol content in flavonoids, followed by the ethyl acetate phase and the chloroformic phase. The
second part was the study of the antioxidant activity of the plant extracts using the following techniques: trapping of the radical DPPH,
trapping by the radical cation ABTS.+, reduction of iron FRAP and reduction of H202. The methods of antioxidant activity have shown that
all extracts of the studied plant have an important antioxidant power, thanks to their richness in polyphenolic constituents. It was found that
the n-butanolic extract has a slender activity compared to the other extracts in the DPPH. , ABTS.+ and FRAP, and for the majority extract
H202 test is ethyl acetate. In the trioxime. At the end of the study, the gas chromatography technique coupled with mass spectrometry (GC/
MS) allowed the analysis of the essential oils of the species Ruta graveolens.The results show a composition rich in products.

Keywords: Ruta graveolens, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, , essential oil, hemolysis, secondary metabolites.

g
Jssid sl Jea) (s sise i 1(Ruta graveolens) <lall abal) 4leSl Al il e Jaall 1343 (aaige US chpmpdall jalaal) (g 830801 52083 il CLES) (3w 6
530S sliaal) Ll e o o sad) aedali Al 535 ey 55 830

G sime ol Ll s 53 n-butanolic Al sl o Lale Jgeantl a3 3 5l jelat 65 8D 5 J siid gl an) a8 5 1 iy Al 5all 038 (ge S0 ¢ Sl Gley

i) aladinly bl lalitied 3auSOU dlad) LU Al )y g S e all S ey sy SISI A el 5 QY1 Ol Al e Leli ey 53 830 3 J sl sall (g
il Claliiie apan Of w8 Saall LLED § yh &sedil H202 Jilis s aaal)l FRAP Qi s o+ ABTS &yl <l sl e g3 Slaia¥l 5 s 3l DPPH s

& LAY laliiudl 45 Hlie Jiiva Llis 41 n-hutanolic paliival ¢f aa 5 3a0SY) sasatia b sSall Ll i iy @lld 5 3auSU 33liae daga 358 Led G5 sl
(SN b ) il g QR 8 2 jaid) H202 ,LEY Al s (FRAP 5+ . ABTS «DPPH.
Gl el s, e )Y Bl s 30 sy (GCIMS) i Cadal) (s it ) A S Ll e e s 00 S Caman «

A sl bl caall sl ¢g pkaall 30 ¢3S Slmal) JaLiall ¢y g3 Ml ¢ giadd gall Uig yilia s I Ll culaiially die 4u€ g





