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Résumeé

Ruta graveolens L. est une plante aromatique médicinale, appartenant a la famille des
Rutacées, appelée communément par la population locale « Fidjel ». Elle est utilisée dans la
médecine traditionnelle Algérienne et dans de nombreux pays pour I'expulsion du feetus et du
placenta et aussi pour les maladies inflammatoires. Notre travail porte sur I’é¢tude de I’activité
antioxydante et antibactérienne de I’extrait d’alcaloides du Ruta graveolens de la région
d’HASSI RMEL de la wilaya de LAGHOUAT. L’extraction des alcaloides a été effectuée sur
la partie aérienne de la plante. Par la suite, on s’est intéressé a I’évaluation du pouvoir
antioxydant par deux tests in vitro (piégeage de DPPH et PPM) puis, nous avons évalué
I’activité antibactérienne de ces alcaloides sur deux souches a Gram (+) et a Gram (-).
D’apres les résultats d’extraction, nous avons obtenu un taux d’alcaloides d’environ 13,1%,
et les resultats des tests de 1’activité antioxydante montrent que notre extrait d’alcaloides
possede une faible activité DPPH (ICs0=29,66+3,72mg/ml) et PPM (VAEAC=0,007+0,002)
respectivement. Les résultats de test antibactérien par la méthode de diffusion par disque
contre la souche Escherichia coli a révélé une résistance. Par contre, la souche
Staphylococcus aureus a montré une sensibilité intermédiaire, la détermination de la CMI en

milieu liquide pour cette derniére a donné une valeur de 327,5ug/ml.

Mots clés : Ruta graveolens, alcaloides, activité antioxydante, activité antibactérienne,
DPPH, PPM.




Abstract

Ruta graveolens L. is an aromatic medicinal plant, belonging to the Rutaceae family,
commonly called by the local population "Fidjel”. It is used in the Algerian traditional
medicine and many countries for the expulsion of the foetus and the placenta and also for the
inflammatory diseases. Our work concerns the study of the antioxidant and antibacterial
activities of the alkaloids extract of Ruta graveolens from the region of HASSI RMEL of the
wilaya of LAGHOUAT. The extraction of alkaloids was performed on the aerial part of the
plant. Then, we were interested in the evaluation of the antioxidant activity by two in vitro
tests (DPPH and PPM trapping) then, we evaluated the antibacterial activity of these
alkaloids on two strains with Gram (+) and Gram (-). From the extraction results, we obtained
alkaloid content of about 13.1%, and the antioxidant activity test results show that our
alkaloid extract has low activity on DPPH (I1C50=29.66x£3.72mg/ml) and PPM
(VAEAC=0.007+£0.002) respectively. The results of antibacterial test by disc diffusion
method against Escherichia coli strain showed resistance. On the other hand, the
Staphylococcus aureus strain showed an intermediate sensitivity, the determination of the

MIC in liquid medium for the latter gave a value of 327.5ug/ml.
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Liste d’abréviations

% : pourcentage.

°C : degreé Celsius.

pl = microlitre.

pm : micromole.

MM : micro Molaire.

AaEAc : Antioxydant Equivalente & Acide ascorbique
Abs : Absorbance.

AO : Agent oxydant.

ATP : Adénosine triphosphate.

CAT : Catalase.

cm : centimetre.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
Da : Dalton.

DMSO : Diméthylsulfoxyde.

DPPH : 2,2-diphényl-1- (2,4,6-trinitrophényl) hydrazyle.

EAO : Especes oxygénées activées.
ERO : Especes Réactives de I'Oxygene.
EtOH : Ethanol.

g : gramme.

g/l : gramme sur litre.

GPx : la Glutathion Peroxydase

GR : la Glutathion Réductase.

h : heure.

1% : pourcentage d’inhibition.

IC50 : Concentration en antioxydant capable de réduire 50% du radical libre.

MeOH : Méthanol.

MF : Mc Ferland.

MH : Mueller Hinton.

min : minute.

ml : millilitre.

mm : millimétre.

Mo+s,Mo+s : Molybdate, Molybdene.
nm : Nano mitre.

OMS : I'Organisation mondiale de la Santé.
pH : Potentiel Hydrogeéne.

PPM : Phosphomlybdate.

SOD : Superoxyde Dismutase.

UV : Ultraviolet.

Vit C : Vitamine C.
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Introduction générale

Introduction

Le réegne végétal contient plusieurs plantes, mais nous ne pouvons pas dire que toutes
les plantes sont des plantes medicinales. Ces derniéres possedent plusieurs définitions parmi
elles, celle qui les définit comme des plantes utilisées en médicine traditionnelle gréce a leurs
effets thérapeutiques préventifs ou curatifs pour certaines maladies, cette propriété provient de
la présence d’un nombre de substances actives dont la plupart agissent sur 1’organisme

humain. (Iserin, et al., 2001)

Les remedes traditionnels a partir des plantes médicinales sont utilisés
jusqu’aujourd’hui sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques, il reste difficile de
définir les molécules responsables a ces actions bien qu’aient été attribués a des métabolites
secondaires tels que les alcaloides, des terpénes, stéroides et des composés phénoliques.
(Hamidi, 2013)

L’utilisation de ces remédes diminue en présence de médicaments. Cependant 25-30%
de ces médicaments, qui sont disponibles pour le traitement des maladies, sont tirées
directement ou indirectement des plantes médicinales. Donc, les métabolites secondaires ont
des applications dans les domaines pharmaceutiques et biomédicaux et font partie des
drogues, colorants, aromes, parfums et des insecticides. Parmi les activités biologiques
attribuées aux plantes médicinales, I'activité antioxydante se révele parmi les plus importantes
en raison du role qu'elle joue dans la prévention des maladies chroniques telles que les
pathologies du cceur, le cancer, le diabete, I'hypertension, et la maladie d'Alzheimer en

combattant le stress oxydant. (Rahmani & Boulanouar, 2019)

Le développement de la résistance des microorganismes aux antibiotiques classiques, a
créé un besoin impérieux de renouvellement constant des principes actifs, et la toxicité des
antioxydants synthétiques a conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et
particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles

efficaces et dénuées de tout effet adverse. (Moroh, 2013)

Dans ce contexte, nous aborderons la recherche d’une source naturelle ayant pour son

effet antibactérien et antioxydant a partir la plante du Ruta graveolens.

Vu l'usage traditionnel de la plante Ruta graveolens contre plusieurs maladies
(I'expulsion du feetus et du placenta, maladies inflammatoires), nous nous sommes intéressés
dans ce travail a évaluer les propriétés antioxydantes et antibactériennes in vitro de ces

extraits alcaloides.
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Notre travail sera présenté comme suit :

Dans le premier chapitre, nous avons essayé dans un premier temps de donner une
synthese bibliographique concernant les métabolites secondaire, le stress oxydatif, les

différents antioxydants et méthodes d’étude de ’activité antibactérienne.

Nous avons ensuite entamé un deuxiéme chapitre qui présente notre plante, décrit le
matériel utilisé lors du travail expérimental et les méthodes d’extractions des alcaloides, les
méthodes d’évaluation de [D’activité antioxydante (DPPH et phosphomolybdate) et les

méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne.

Nous avons exposé dans le troisiéme chapitre de ce mémoire 1’ensemble des résultats

obtenus et leur discussion.

Nous terminons par conclusion générale et perspectives de ce travail.
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bibliographique
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1.1 Les métabolites secondaires

Les métabolites primaires sont des composés naturels produisent a partir les plantes lors
de la photosynthese impliquées dans les grandes voies du métabolisme basal de la cellule, par
contre les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Gantait, et al., 2021), leur role
majeur c’est 1’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions
principales dans la réesistance aux facteurs biotiques (phytopathogéne, herbivores...) et
abiotiques (UV, température...). (Thakur, et al., 2019)

En pharmacologie, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus active des
composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui qu’environ 1/3 des
médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle substance vegétale.
Cette efficacit¢ pharmacologique des métabolites secondaires s’est traduite par le

développement de médicaments majeurs sur les 30 derniéres années. (Togola, et al., 2019)

1.1.1 Les types métabolites secondaires

IIs sont divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes,

les alcaloides.

1.1.1.1 Les polyphénols

Les polyphénols ou les composés phénoliques sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, regroupe un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en
une dizaine de classes chimiques caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé
dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc. Les polyphénols comportent
plusieurs familles : les flavonoides, les tanins, les acides phénoliques, les stilbenes et lignane.
(Gantait, et al., 2021)

1.1.1.2 Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels résultant de la combinaison de plusieurs
unités d’isopréne(C5H8), de structure soit cyclique soit a chaine ouverte. lls sont des
constituants habituels des cellules végeétales, on les trouve fréquemment dans les huiles
volatiles des plantes. lls sont classés selon le nombre n en : monoterpénes (composés en C10),
sesquiterpénes (C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30) et tétraterpenes.
(Koné, 2018)

—
u
—
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1.1.2 Les alcaloides

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus
ou moins basique, de distribution restreinte et doué, a faible dose, de propriétés

pharmacologiques (Bouvry, 2020).

Ils sont des composes de masse moléculaire variant 100 a 900 Da, ont une saveur amere
et leur solubilité varie en fonction du pH. A 1’état naturel, les alcaloides existent le plus
souvent sous forme de sels d’acides minéraux ou organiques et parfois des combinaisons
(avec les tanins en particulier). Ils constituent un des plus grands groupes de métabolites
secondaires avec pres de 10 000 a 12 000 différentes structures) (Koné, 2018).

1.1.2.1 La classification des alcaloides

Les alcaloides classés selon plusieurs critére 1’origine biosynthétique et selon leur

structure (tableaul)
Tableau 1: la classification des alcaloides. (BENMENNI, 2017)

Sont des substances complexes azotées
d’origine naturelle et de distribution
restreinte (atome d’azote inclus dans un
hétérocycle)

Sont des substances complexes azotées

Les alcaloides vrais

Les Pseudo- alcaloides d’origine  biosynthétiqgue  (dérivés

d’isoprénoides et du métabolisme de

I’acétate)
Selon I'origine Sont des amines simples dont 1’azote
Biosyntheétique Les proto- alcaloides n’est pas inclus dans un systéme

hétérocycliqgue  (élaborés a  partir
d’acides aminés)

Selon leur
ool ofolilelaRea gl (o [SE8 Indole, Quinoline, soquinoline, Tropane, Pyridine, Quinolizidine,

et structure Morphine, Solanidine

moléculaire

—
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1.1.2.2 Les activités biologiques des alcaloides

Il existe plusieurs activités biologiques des alcaloides des différentes plantes, quelques

exemples sont présentés dans le tableau 2 suivant.

Tableau 2 : Quelques exemples des alcaloides avec leurs activités biologiques.

Alcaloides Activités biologique Les plantes Référence
Alcaloides Anti-inflammatoire Delphinium staphysagria (Faridi, et
diterpénoides al.,2014)
Alcaloides Antiproliférative contre les Fumaria agraria (Bougoffa-
Isoquinoline cellules cancéreuses du Sadaoui, et
sein al., 2016)
Alcaloides Cytotoxique contre les Gelsemium elegans (Wang, et
indole cellules tumorales al., 2018)
Alcaloides Anti-plasmidique Actinodaphne macrophylla (Fadaeinasa
Isoquinoline b, etal.,
2015)
Alcaloides Antibactérienne Laurencia similis (Li, etal.,
indole 2016)
Alcaloides totale Antiviral Peganum harmala (Moradi, et
al., 2017)

1.2 Les radicaux libres

L’oxygene c¢’est une molécule indispensable a la vie et susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes oxygénées
activées (EOA).il est normalement transformé en molécules d’eau au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale. Cette réaction est cruciale puisqu’elle apporte a la cellule toute
I’énergie nécessaire (sous forme d’adénosine triphosphate ATP) pour assurer ses multiples
fonctions. (BENMENNI, 2017)

Donc, les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui
contiennent un ou plusieurs électrons célibataires (non appariés) sur I’orbite externe. Ils sont
générés au cours du fonctionnement normal, ces radicaux sont toujours en tendance de

remplir ses orbitales en captant un électron pour devenir plus stables (demi de vie courte).

—
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Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, on distingue

deux formes :

Les radicaux primaires qui sont dérivés de I'oxygene par des réductions a un électron

telle 1'anion superoxyde O2e- et le radical hydroxyle OHe, ou de 1'azote tel le monoxyde

d'azote NO.

L’autre espece dérivées de l'oxygéne dites espéces actives de l'oxygéne, comme
l'oxygéne singulier 02, le peroxyde d'hydrogéne (H:02) ou le nitroperoxyde
(ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des

précurseurs de radicaux.

L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs sont souvent appelés especes
réactives de lI'oxygéne (ERO) (Guillouty, 2016).

La plupart des radicaux libres proviennent de la chaine respiratoire mitochondriale. Le
role des ERO est tres complexe car elles peuvent avoir un rdle physiologique ou un effet
toxique en fonction de leur concentration (par 1’augmentation de fabrication des ERO ou par

la diminution d’¢élimination des antioxydants). (Desmier, 2016)

1.2.1 Les types des radicaux libres

Selon (HAMMA, et al., 2015) les radicaux libres sont présentés dans le tableau 3

—
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Tableau 3 : les types des radicaux libres. (HAMMA, et al., 2015)

Oxygéne 02
Oxygeéne singulier 102
Anion super oxyde 02
Radical hydroxyle OH

Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyde ROO
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxyle RO
Peroxyde d’hydrogene H20>
Monoxyde d’azote NO:
Peroxynitrite ONOO

1.3 Le stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydants de 1’organisme. La balance antioxydants/pro-
oxydants est en équilibre (Desmier, 2016). Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, I'excés de ces radicaux est
appelé « stress oxydant ». Donc Le stress oxydant se définit comme I’incapacité de
I’organisme de se défendre contre les especes réactives de I’oxygeéne (ERO) en raison de la
perturbation d’équilibre endogene entre ces derniers et les agents oxydants (AO). Ce
déséquilibre conduit potentiellement a des dégats structuraux et fonctionnels. En faveur des
premieres. Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense),
mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production
des EOA dans notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses
pathologies liées au vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires.
(KASSI, et al, 2020)
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1.4 Les antioxydants

L’oxydation fait partie d’une réaction d’oxydoréduction qui transfére des électrons
d’une substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui

entrainent des réactions en chaine destructrices. (Desmier, 2016)

Notre organisme est équipé de tout un systéme complexe de défenses antioxydants qui
est présent dans tous les compartiments de 1’organisme qu’il soit intracellulaire, membranaire
ou extracellulaire. Ils peuvent étre soit exogeéne (provenant essentiellement des apports
alimentaires) soit endogéne (produits directement par 1’organisme). Les antioxydants sont des
substances capables de prévenir, réduire ou réparer des dégats occasionnes par les radicaux
libres. Il peut diminuer ou empécher 1’oxydation cellulaire. (Guillouty, 2016)

1.4.1 Classification

Les antioxydants sont classés dans deux grandes catégories différentes :

1.4.1.1 Les antioxydants synthétiques

Sont largement utilises parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels. Ils sont introduits dans toutes les formulations contenant des corps gras insaturés.
Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques en cas
d’excés de consommation. (HAMMA, et al., 2015)

1.4.1.2 Les antioxydants naturels
Ils comportent des systémes antioxydants enzymatiques et des systémes antioxydants

non enzymatiques. (HAMMA, et al., 2015)

Antioxydants Enzymatiques endogénes synthétisées par [’organisme. Il  s’agit
principalement du superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase
(GPx) et la glutathion réductase (GR).

Antioxydants non enzymatiques exogenes apportés par 1’alimentation. Ils sont des produits
extraits de plantes et en particulier des épices : glutathion, la vitamine C et I’acide urique, les
vitamines E, C et A le B-caroténe, bilirubine et le groupement thiol. (HAMMA, et al., 2015)
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1.5 L’activité antibactérienne

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes et sont la
cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues. De nombreux
antibiotiques sont développés pour les traiter, cependant leur utilisation abusive est a 1’origine

de I’apparition de la multirésistance bactérienne. (Konaté, et al., 2019)

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis I’antiquité. Ces plantes constituent une source importante de molécules bioactives
contre les infections bactriennes qui font généralement partie des métabolites secondaires
Parmi elles : les coumarines, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes, les flavonoides
et les alcaloides. (Bouharb, et al., 2014 ; Bouyahya, et al.,2017)

Face au probléeme posé par les résistances des microorganismes aux antibiotiques
classiques, il y a un besoin impérieux de renouvellement constant des principes actifs. Ces
molécules recherchées doivent posseder diverses autres propriétés chimiques et utiliser de
nouveaux mécanismes d’action contre ces microbes pathogénes. Les plantes médicinales
restent la source la plus importante de molécules entrant dans la composition des
médicaments pharmaceutiques. (Roth, et al., 2019)

L’activité antibactérienne des alcaloides a été¢ étudié de fagon extensive durant la
période 1940- 1980 c’est grace aux études de Fontaine et al., (1948) qui a démontrée pour la
premicere fois ’effet antibactérien d’un alcaloide :la tomatine présente chez le genre botanique
Lycopersicon. Les différentes études de 1’effet antibactérien des alcaloides ont démontré que
ces derniers agissent sur les bactéries Gram positives et Gram négatives, dans les années 1990
les alcaloides les mieux étudiés du point de vue de I’effet antibactérien sont la berbérine et la

sanguinarine. (Raji, et al., 2019 ; Thawabteh, et al, 2019)

1.5.1 Travaux antérieurs sur ’activité antibactérienne de Ruta graveolens

Parmi les travaux antérieurs qui ont été effectués sur la plante Ruta graveolens, sont

mentionnés dans le tableau 4 ci-dessous
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Tableau 4: Travaux antérieurs sur I’activité antibactérienne de Ruta graveolens.

Souche bactérienne La substance active Référence
Staphylococcus aureus, Pseudomonas Huile essentielle des feuilles de (Eman
aeruginosa, Escherichia coli et Klebsiella  Ruta graveolens Zekry, et
pneumonia al., 2018)
Escherichia coli, Pseudomonas Les composées phénoliques (Bayoud,
aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus etal.,
et Staphylococcus epidermidis 2007)
Staphylococcus saprophyticus et Las alcaloides (Bayoud,
Staphylococcus epidermidis etal.,
2007)
E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis et S. Les phénol totaux (\Valentina,
aureus etal.,
2019)

1.5.2 Les méthodes d’étude de ’activité antibactérienne
Afin d’étudier I’activité antibactérienne de notre extrait d’alcaloides, nous avons utilisé

les méthodes indiquées dans le tableau 5 ci-dessous.

Tableau 5: les méthodes d’études de I’activité antibactérienne. (Mohammadi Motamed, et al.,
2014)

La méthode Le principe

C’est une technique permet de calculer
la concentration minimale inhibitrice CMI de
Technique de dilution en milieu liquide I’agent antimicrobienne qui est capable de
provoquer une inhibition compléte de la

croissance d’une bactérie donnée.
C’est une méthode qui consiste a mettre
Méthode de diffusion en gélose (sur disque) €0 evidence —une  éventuelle activite
antibactérienne de l'extrait d’alcaloide de la
plante en des disques sur un milieu solide
(boite de Pétri), en présence des germes

testés.
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1.6.1 Description morphologique de la plante
Définition

Ruta graveolens, est une plante médicinale, aux feuilles persistantes, fortement
odoriférante ou un petit arbuste, appartenant a la famille des Rutacées (Figure 1). Il est
d’origine de la région méditerranéenne, distribuée dans le monde entier et cultivée comme
plante médicinale et ornementale. Il contient plus de 120 composés naturels comprenant
principalement : les Alcaloides, les coumarines, les huiles essentielles et les flavonoides.
(Reza, et al., 2020).

it
-4\

V Figure 1 : la plante Ruta graveolens L. ( Ecosostenibile, 201)

1.6.1.1 Systématique de la plante

La systématique de la plante Ruta graveolens sité dans le tableau 6 suivant
Tableau 6 : Systématique de la plante Ruta graveolens. (Ozenda, 1977)

Plantae
Magnoliphyta
Magnoliopsida

Sapindales
Rutaceae
Ruta

Ruta graveolens.L
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1.6.1.2 Nom vernaculaire

Ruta graveolens

K Le nom du latin signifier : gravis, « lourd », et olor, « odeur » Rue a odeur
forte (Reza, et al., 2020)

L'efficacité de Ruta dans diverses maladies a inspiré les Grecs a le nommer Ruta, c'est-a-
dire libre. (Reza, et al., 2020)

Francais  La Rue officinale / Rue des jardins ou Rue fétide
Anglais Rue, Garden Rue, Herb of grace
Arab Jaadll 40 51 aad Gl 5331 Il (Parray SA, 2012)

1.6.1.3 Description botanique de la plante

C’est une plante herbacée vivace, parfumée et glabre ou un sous-arbuste ; pouvant
atteindre jusqu’a un meétre d’hauteur ; La tige est mince, lisse, verte glauque pale. Les feuilles
sont composées, linéaires-ovales ou oblongues, glanduleuses et glauques. L'inflorescence

est corymbe terminale, cymes irrégulierement dichotomiques. (Badhusha, 2020)

Les fleurs sont bisexuees régulieres P e T 2
(hermaphrodite), les fleurs terminales sont
pentameres et les autres sont tétrameres. Les pétales
sont distincts, largement étalés, jaune verdatre,
larges et encapuchonnés au sommet, brusquement
reliés a une étroite griffe en dessous, bord ondulé et
parfois denté (figure 2). Les fruits sont secs, durs,
arrondis, 4-5 lobés émoussés au sommet. (Reza, et
al., 2020)

Figure 2 : Schéma représentative de la plante
Ruta graveolens. ( Ecosostenibile, 2017)
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1.6.1.4 Utilisation traditionnelle

En ancien, Ruta graveolens L. est utilisée pour plusieurs maladies inflammatoires.
L'huile de rue est couramment utilisée comme agent antiviral, dans certaines dermatoses,

eczéma et psoriasis, et comme rubéfiant médicament homéopathique. (Badhusha, 2020)

La décoction de Ruta graveolens est utilisée pour soulager les flatulences et la colite.
L'utilisation locale avec du miel est un bon traitement pour la paralysie, les tremblements, les
douleurs articulaires et les troubles nerveux. Etant un analgésique, il est utile dans la douleur
thoracique causée par la pneumonie et la pleurésie. Il est également utile dans la dyspnee, la

sciatique, la goutte et I'arthrite. (Badhusha, 2020)

Les feuilles de rue sont utilisées en suppositoire ou en tampon pour application extra-
vaginale ou administrées par voie orale sous forme de sirop en cas d'aménorrhée. 1l aide a
l'expulsion du feetus et du placenta. Il a des propriétés litho lytiques contre les calculs rénaux

et vésiculaires. (Reza, et al., 2020)

1.6.1.5 Composition chimique

Les constituants chimiques présents comprennent la rutine (2%), l'imperatorine,
I'isoimperatorine, la xanthotoxine, le bergaptene et le psoraléne. Les alcaloides graveoline,
gravelinine, rutamine, rutamarine sont également présents dans I'herbe. L'analyse des graines
a donné les valeurs suivantes : substances azotées 21,6%, huile fixe 36,8% et cendres 13,8%.
L 'huile de graines est composée en acides gras : acide palmitique 21,8%, acide stéarique
9,1%, acide oléique 22,0% et acide linoléique 44,5%. La matiére insaponifiée contient de

I'alcool céryl, du sitostérol et de nouvelles coumarines. (Parray SA, 2012)

1.6.1.6 Activités biologiques

La rue possede plusieurs activités biologiques, dont certains ont été découvertes depuis

I’antiquité, et les plus récents. Parmi elles :

Anti-inflammatoire (Ratheesh & Helen, 2007), Anti-leishmaniose, Antiparasitaire (De
Queiroz, 2014), Anti-Schistosomiase (Carvalho, 2019), Fongicides naturels (Oliva, 2003),
Antibactérienne (Orlanda, 2015), Antimicrobienne (Attia EZ, 2018), Antioxydant (Pandey P,
2011), Anti-hyperglycémie (Ahmed OM, 2010), Anticancers (Rethy B, 2007), Activité
antiarythmique (Khori, 2008), Activité anti-conceptive et Anti-fertilit¢ (A-Mahmoud MS,
2003).

N

15

—




Synthése bibliographique

1.6.1.7 La toxicité de la plante

L’utilisation de la rue a grandes quantités peut étre mortelle, et son ingestion
accidentelle provoque des douleurs a I’estomac, des vomissements, de I'épuisement, de la
confusion et des convulsions. La plante est irritante et vésicante, en particulier dans la chaleur
de 1’été ; le contact des fleurs et des fruits a produit un érytheme, avec une sensation de

brdlure, des démangeaisons et une vésication. (Dhale, 2010)
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1.1 Récolte de la plante d’étude

Notre plante a été récoltée dans la région 32.94589 degré N, 3,27.365 degrés E HASSI
RMEL de la wilaya de LAGHOUAT/ ALGERIE durant le moins Mars 2020.

Apreés la récolte, la partie aérienne de la plante
(Figure 03) est séché a température ambiante a 1’abri
de la lumiere, broyée, tamisée et stockée dans un

endroit sec et obsécré jusqu’a leur utilisation.

Figure 3 : photo de la plante Ruta
graveolens. (la bardane, 2020)

11.2 Produits chimiques

L’éthanol, chloroforme, dichlorométhane, NH4s OH, Na;SO4, DMSO, MeOH, DPPH,
acide ascorbique, acide sulfurique, phosphate de sodium, molybdate d’ammonium et milieu
MH.

1.3 Extraction des alcaloides

11.3.1 Macération (extraction solide-liquide)

Est une méthode traditionnelle, elle a été largement utilisée, basée sur le transfert de la
matiere entre la phase « solide » qui contient la matiere a extraire, et le solvant d’extraction
« liquide », par la mise en contact la matiére végétale avec le solvant avec/sans agitation, a
température ambiante pour une durée déterminée. Cette technique est utilisable pour
I’extraction des molécules fragile et thermolabile & température ambiante pour le maintien de

I’intégrité des molécules bioactifs. (Allouni, 2018)

11.3.2 Extraction liquide-liquide

Est un processus qui permet la séparation et la transformation d’une ou plusieurs
substances entre deux phases liquides. Dans la majorité des cas, I'une des phases est aqueuse
et l'autre phase est constituée d'un solvant organique « solvant d’extraction » immiscible avec
la phase aqueuse. Cette extraction est réalisée par le contact de la solution contenant les
constituants a séparer « soluté » avec 1’autre phase liquide « solvant », dans des appareils

destinés a mélanger les deux phase (ampoules, colonnes ...). (GUERDOUH, 2017)
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Protocol

Une quantité de 5g de la poudre de la plante (Ruta graveolens) est introduite dans un
flacon en verre contenant 50ml d’éthanol absolu pour une macération de 48h a température
ambiante et a 1’obscurité. Le macérat obtenu est en suit filtré par le papier filtre, et évaporé
sous pression réduite a 55°C, pour 1’extraction liquide-liquide (Figure 04). (Benarous, et al.,
2015)

( 5g de la poudre de la plante )

Macération a froid pendant 48h avec EtOH absolu

C Extrait brut (50ml) )

Evaporation a 55°C sous pression réduite

C Solubilisation du résidu sec dans 50ml de HCI 5%, pH=1 )

Extraction liquide-
liquide avec CHsClI

( Fraction organique ) Fraction aqueuse )

( Ajout de 50m| de NH4OH 25%, pH=10 )

Extraction avec CHsCl

C Fraction organiaue ( Fraction aqueuse acido-basique )

Séchage avec Na>SOs et évaporation a sec l

dans 10ml de DMSO

(— Solubilisation du résidus sec
dans DMSO

Extrait d’alcaloides

Figure 4 : protocole d’extraction des Alcaloides de la plante Ruta graveolens par les solvants organiques.
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Détermination du rendement

Le rendement des alcaloides est le rapport entre la masse de 1’extrait déterminée apres
I’évaporation du solvant et la masse initiale de la plante a traiter. Le rendement exprimé en

pourcentage est calculé par la formule suivante. (Celia, 2015)

R (%) - la masse final X100

la masse initial

R : le rendement en pourcentage (%6).
La masse finale : 1a masse du résidu apres 1’évaporation (g).

La masse initiale : la masse initiale de la plante utilisée (g).

1.4 Evaluation de ’activité antioxydante

L’¢évaluation de la pouvoir antioxydante et anti-radicalaire de notre extrait est mesuré
par deux méthodes colorimétriques a savoir le teste DPPH et Phosphomlybdate, et les
résultats sont comparés aux étalons de références acide ascorbique (la vit C). Tous les essais

ont été effectués deux fois afin de veérifier la reproductibilité.

11.4.1 Test de DPPH
Principe

Le test DPPH (2,2-diphényl-1- (2,4,6-trinitrophényl) hydrazyle) est une méthode
colorimétrique standard, tres populaire et tres fréquemment utilisée pour tester la capacité des
composés a agir comme piégeurs des radicaux libres ou des donneurs d’hydrogéne.
(Sirivibulkovit, 2018)

Le DPPH est un radical stable en solution et apparait de couleur violette absorbant a
515-520 nm dans le méthanol, ou le DPPH accepte un atome d'hydrogene (H) de la molécule
de piégeur, cela se résulte réduction de DPPH, qui change sa couleur violette au jaune (figure
05). Le changement de la couleur est surveilleé par spectrophotométrie et utiliseé pour la
détermination de I’activité antioxydante. (Sirivibulkovit, 2018)
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NO, NO,
+ A
NO, N* N + A-H —>» NO, ” N
: Donneur
DPPH violet

d'hydrogéne

Figure 5 : réaction de la radical DPPH avec un donneur d’hydrogéne A (antioxydante).
(Sirivibulkovit, 2018)

Préparation de la solution de DPPH
Une solution de DPPH méthanolique est préparée a 250 pM.

Protocol

500ul d’extrait dilué deux fois par méthanol dans chaque tube avec différentes

concentrations sont mélangées avec 500ul de solution méthanolique de DPPH.

Tous les tubes sont bien mélangés et incubés dans 1’obscurité a température ambiante

pendent 30min. lecture de I’absorbance a 517nm contre un blanc (figure 06).

Ao ou le contrdle est composé de 500ul de solution DPPH + 500ul de méthanol. Est

préparé dans la méme maniere de 1’extrait.

L’activité antioxydante du standard (vitamine C de concentration 0,01g/l) a été mesurée

suivant la procédure citée précédemment. (Blagojevic, et al., 2021)

500pl de
solution DPPH Incubation 30min
o—

<Lecture de I'absorbance a 517nn>

500ul d’extrait
dilué

I

Figure 6 : Schéma du Protocol de test DPPH.
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Calcul de ICso

Le pourcentage d’inhibition 1% est calculé a partir de la relation suivante : (Gali &
Bedjou, 2019)

c_Ae

1% = X 100%

Cc

Ou : Ac: Absorbance du control en absence de I’antioxydant aprés 30 min d’incubation.

Ae: Absorbance des échantillons mesurés apres 30 min d’incubation.

11.4.2 Test de phosphomolybdate
Principe

C’est un test colorimétrique de mesure du capacité antioxydante totale non
enzymatique, en utilisant le phosphomolybdate d’ammonium, basée sur la réduction de
molybdate Mo*® au molybdéne Mo* par un composé antioxydante. Ceci conduit a la
formation d’un complexe phosphate/Mo*®, de couleur verte détectable en spectrophotométrie
en mesurant le changement de I’absorbance a 695 nm. (Cheurfa & Allem, 2016)

Préparation de la solution de phosphomolybdate

Préparation de la réactive qui contient (0,6 M) d’acide sulfurique, (28 mM) phosphate

de sodium et (4 mM) molybdate d’ammonium.

Protocol

200ul d’extrait dilué avec 1’eau distillée de chaque tube avec différentes concentrations

sont mélangées avec 2ml de solution de phosphomolybdate déja préparée.

Tous les tubes sont bien mélangés et incubés dans un bain marie a 90C°pendant 90min.
lecture de I’absorbance a 695nm contre un blanc (200ul eau distillé +2ml réactif) (figure 07).
L’activité antioxydante du standard (vitamine C) a €té mesurée suivant la procédure citee
précédemment. (Abdel-Wahab, et al., 2018)
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200pl d’extrait
dilué

2ml de
solution PPM Incubation 90min a 90°C
—

<Lecture de I'absorbance a 695nn>

Figure 7 : Schéma du Protocol de test PPM.

1.5 Evaluation de activité antibactérienne

Ce test est réalis¢ au niveau de laboratoire de microbiologie de 1’hdpital universitaire

Colonel Lotfi -Laghouat-

L’activité antibactérienne de I’extrait des alcaloides de la plante Ruta graveolens a été
déterminée par la méthode de diffusion par disques, en raison de sa simplicité et son efficacité
pour tester la sensibilité des bactéries. Nous avons utilisé la technique de dilution en milieu

liquide pour calculer la CMI.

11.5.1 Méthode de diffusion sur gélose (sur disque)

C’est une méthode qui consiste a mettre en évidence une éventuelle activité
antibactérienne de 1'extrait d’alcaloide de la plante en des disques sur un milieu solide (boite

de Pétri), en présence des germes testés.

La diffusion de I'extrait dans la gélose nous a permis de suivre l'inhibition et la
croissance des germes qui se traduira par une zone claire autour de disque dite zone

d’inhibition.
Et permis de classées les bactéries selon leur zone d’inhibition comme suit :

Sensible : T’infection provoquée par la souche testée répondra probablement au

traitement par cet antibiotique (diametre>13mm)
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Résistant : I’infection provoquée par la souche testée ne répondra probablement pas au

traitement a cet antibiotique. (Diametre<6mm)

Intermédiaire : la réponse au traitement est imprévisible (diamétre<13mm).
(Mohammadi, et al., 2014)

Souches bactériennes utilisées

Nous avons testé 1’activité de 1’extrait avec deux souches des bactéries Escherichia coli
(gram négatif) et Staphylococcus aureus (gram positif), ces souches issues des prélevements
des malades de I’hopital (Figure 9 et 10).

Figure 8 : la souche utilisée de E.coli Figure 9 : la souche utilisée de

en milieu gélose nutritif. S.aureus en milieu chapman
Staphylococcus aureus

Cocci a GRAM positif, de la famille des Micrococcacea, immobile et disposées en
grappe de raisins, présente sur le corps et les muqueuses, et souvent responsable d’infections
graves communautaires et nosocomiales (20 % des cas). Cette bactérie est responsable
d’infections des plaies, de la peau et du sang. Elle peut entrainer aussi des abces, des ostéites,
des endocardites, des gastroentérites et des infections pulmonaires. L'espece Staphylocoque
doré acquiert facilement des résistances aux antibiotiques. (Jenul & Horswill, 2019)

Escherichia coli

Est un bacille a gram négatif, de forme non sporulée, de type anaérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur

est de 1,1 a 1,5 um). C’est un saprophyte normal du tube intestinal de I’homme et des
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animaux. C’est I’un des agents responsables de septicémies, de suppurations, de diarrhées et

méme de dysenteries. (Jang, et al., 2017)

Milieu de culture utilisé

Nous avons utilisé le milieu de gélose Mueller Hinton (MH), qui est fondue et coulée
dans des boites de Pétri de 9 cm de fagon a obtenir une épaisseur de 4 mm, Les boites sont

séchées a 1’étuve avant emploi pendant une heure. Les boites sont stériles sous I’hdte avec

UAVA

Préparation de I’inoculum bactérien de chaque bactérie

Racler a I’aide d’un écouvillon stérile quelques colonies bien isolées a partir d’une
culture pure, puis procéder a des dilutions, émulsionner ces colonies dans 5ml d’eau
physiologique jusqu'a 1‘obtention d’une absorbance a 625nm entre 0,08 et 0,1, pour une
concentration de 0,5 Mac Ferland (108 CFU/mI), puis on agite au vortex pendant quelques

secondes bien homogénéiser la suspension bactérienne. (Rahal, 2011).

Protocole expérimental

Tremper ’écouvillon dans I’inoculum et frotter sur la totalité¢ de la surface gélosée, en
stries serrées. Passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose, en tournant la boite 3 fois de
60° afin d'assurer une bonne distribution de I'inoculum. Laisser sécher les boites pendant 15 a

20 minutes.

Les disques du papier wattman n°4 stérilisés sont déposés délicatement a I’aide d’une
pince préalablement flambée au bec Bunsen sur la gélose inoculée, puis imprégnés a ’aide
d’une micropipette par 20 ul de chaque concentration de 1’extrait pure, dilués deux fois et dix
fois respectivement 65,5mg/ml, 32,75mg/ml et 6,55mg/ml. Nous utilisons le disque de la
gentamicine comme un contrdle positif et le DMSO comme un contréle négatif. Les boites de
pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 30min, puis

incubées a I’étuve a une température de 37°C pendant 24h.

L’activité antibactérienne a été évaluée par la mesure de diametre d’inhibition autour

des disques a 1’aide d’un pied a coulisse a travers le fond de la boite de Petri fermée,
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correspond a 1’absence de la croissance et plus le diametre de cette zone est grand plus la

souche est sensible. (Rahal, 2011)

11.5.2Détermination de CMI par technique de dilution en milieu liquide

L’organisation mondiale de la sant¢ OMS a donné une définition trés précise de la
concentration minimale inhibitrice CMI, c’est la concentration la plus faible de I’agent
antimicrobienne capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance d’une bactérie

donnée, appréciable a I’ceil nu, aprés une période d’incubation donnée. (Allouni, 2018)

Il existe trois techniques de détermination de la valeur de CMI : technique de dilution en
gélose, technique en dilution en milieu liquide et technique d’E-test, dans ce travail nous
avons utilisé la deuxieme technique. La CMI est indiquée par le tube qui contient la plus
faible concentration de produit et ou aucune croissance n'est visible. Classer les bactéries dans
la catégorie R, | ou S selon le résultat. (Rahal, 2011)

Protocole expérimental

Nous avons réparti dans des tubes stériles 700ul de milieu MH liquide, 50ul de
suspension bactérienne 0,5MF et on ajoute 250ul d’extrait, chaque concentration déposée

dans un tube. (Figure 10)

N

700ul de milieu MH liquide +
50ul de suspension
bactérienne (0.5MF)

250pl dextrait Incubation 24h a 37°C

Figure 8: Schéma du Protocol de technique de dilution en milieu liquide.

On réalise a partir de la solution mere, les dilutions semi-logarithmiques de raison 2 ; on
obtient des concentrations intermeédiaires allant de 409,37pg/ml a 3275ug/ml, aprés avoir bien
agité au vortex, on recouvre les tubes avec leur bouchon, et on incube pendant 18 a 24h
(Rahal, 2011).
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Résultat et discussion

I11.1 Le rendement de I’extraction

La préparation de I’extrait a partir de la partie aérienne d’un Ruta graveolens a été
effectuée par macération dans 1’éthanol suivi d’une extraction liquide — liquide. Le rendement

de fraction, leur couleur ainsi que leur aspect sont consignés dans le tableau 5.

Tableau 7: Le rendement, couleur et aspect de I’extrait brut de la plante Ruta graveolens.

Solvant Aspect Couleur  Masse de résidu sec  Rendement %

Ethanol Visqueux Blanc 131¢g 13,1 %

La masse d’alcaloide extrait a partir de la partie aérienne de notre plante Ruta
graveolens est 0,655g dans 5g de la poudre végétale, représente une teneur de 13,1% de la
masse, NOUS Pouvons juger que ce rendement est important en comparaison avec des études

antérieurs sur des plantes du méme genre (tableau 8).

Tableau 8: Comparaison des rendements d’alcaloides de différentes plantes du genre Ruta

avec lieu et période de récolte.

Les plantes Lieu de Période de Partiedela Rendementen Référence
récolte récolte plante Alcaloides
Ruta montana  Grarem Décembre — P aérienne 14,28% (Chaibeddra
L - Mila- Avril 2013 & Zellagui,
2014)
Ruta Oued Souf Mars 2012 P aérienne 0,05% (Chaibeddra
tuberculata & Zellagui,
Forsk 2014)
Ruta montana Beni Aziz Aout - P aérienne 0,26% (Allount,
-Setif- septembre 2018)
2016
Ruta Ain tolba — December Les feuilles  2,39% (Cherif &
chalpensis Ain 2009- Mai Alou, 2015)
Temouchent 2010
Ruta Hassi rmel - Mars 2020 P aérienne 13,1%
graveolens LAGHOUAT

Au regard du tableau précédent (tableau 8) et I’histogramme suivant (figure 11), nous
remarquons que toutes les plantes du genre Ruta récoltées dans différentes régions d’Algérie,
contiennent des alcaloides dans leur composition et ont donné une teneur variante entre 0,05%
a 14,28%. Parmi les rendements d’alcaloides, Celui le plus élevé a été marqué avec Ruta
montana de Mila (14,28%) suivi par notre plante (13,1%), Ruta chalpensis (2,39%), Ruta
montana de Seétif (0,26%) et en fin le rendement le plus faible avec Ruta tuberculata (0,05%).
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Rendement

15,00%
10,00%
5,00%
-_— -

0,00%

H Rendement

Rendement

Rendementd'alcaloides

R.montana R.tuberculata R.montana R.chalpensis R.graveolens

les plantes

Figure 9: Histogramme représentant une comparaison des rendements d’alcaloides de

différentes plantes du genre Ruta.

Nous remarquons aussi, que le rendement de notre plante est élevé par rapport a celui
des plantes Ruta montana, Ruta tuberculata et Ruta chalpensis, et plus au moins similaire

avec le rendement de Ruta montana L de Mila.

Le teneur d’alcaloides dans les plantes du genre Ruta est variable d’une plante a I’autre.
Ceci, pourrait-étre expliqué par la différence de biosynthese des alcaloides d’une espéce a

Iautre. Aussi, par la région de récolte et la période de récolte.

111.2 Evaluation de P’activité antioxydante

111.2.1 Résultat du test de DPPH

Le test de DPPH c’est un test colorimétrique, basé sur le changement de la coloration de
la solution en présence de 1’antioxydant, ce changement est mesuré par spectrophotométrie a

une longueur d’onde de 517nm.

Les résultats obtenus de ce test, nous ont permis de tracer les graphes présentant la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en alcaloides, les

graphes sont représentés dans les figures 12 et 13.
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y =10603x vIT C

120 R?=0,9987

* |

Linéaire (1)

0 0,002 0,00émg/"quOG 0,008 0,01

Figure 10: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de concentration de

I’acide ascorbique.

y = 1,6795x L'extrait

R?=0,9994
50

45
40
35
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25 ¢ |
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10
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Linéaire (1)

0 5 10 20 25 30

C mlgslml
Figure 11: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de concentration des

alcaloides de la plante Ruta graveolens.

Dans le but d’une comparaison entre le pouvoir antioxydant de 1’extrait et le standard,
les valeurs d’ICso ont était calculées sachant que ce paramétre est défini comme étant la
concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire la concentration initiale de DPPH a 50%
dans les conditions expérimentales exprimés en mg/ml. Plus la valeur d’ICso est basse, plus
’activité antioxydant est grande, Ce parametre est utilisé pour la comparaison entre I’activité

antioxydante de notre extrait avec celle des réferences.
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Nous avons déterminé la concentration d’inhibition ICsp, de notre extrait et le standard,
a partir des équations des régressions linéaires des graphes. Les valeurs sont représentées dans

le tableau suivant (tableau 9) :

Tableau 9: Le pourcentage d’inhibition a 50% de 1’extrait et le standard.

Extraites 1Cso mg/ml

L’acide ascorbique 0,004+0,0001
L’extrait de la plante 29,66+3,72
Nos résultats ont permis de déterminer la capacité antioxydante de notre extrait a
neutraliser le radicale stable DPPH présent dans le milieu réactionnel. Les valeurs de
concentration d’inhibition IC augmentent avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait
de la plante, donc 1’augmentation de concentration d’alcaloides, ce qui signifie que notre

extrait riche en alcaloides possede une capacité antioxydante.

Notre extrait posséde un potentiel antioxydant faible (ICs50=29,66+3,72 mg/ml)
comparable avec celui des antioxydants utilisés comme référence dans ce test vitamine C
(0,004+0,0001mg/ml).

Une comparaison de notre résultat avec des études sur des plantes du méme genre de

différentes régions est présentée dans le tableau ci-dessous (tableaul0)

Tableau 10: la concentration d’inhibition de différentes espéces de Ruta de différentes
régions.

Lieu de Période de Partie de la Référenc

récolte

Les plantes

récolte

plante e

Ruta chalpensis Adekar Bejaia May 2016 P aérienne >0,40 (Gali &
Bedjou,
2019)
Ruta montana  Beni Aziz Aout - Fruits et feuilles 0,09 (Allouni,
-Sétif- septembre 2018)
2016
Ruta chalpensis  Ain tolba — Décembre Les feuilles 4,92 (Cherif &
Ain 2009- Mai Alou,
Temouchent 2010 201%)
Ruta graveolens Hassi Rmel - Mars 2020 P aérienne 29,66
LAGHOUAT
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Les résultats des 1Cso des plantes présentées dans le tableau 10 montrent que les valeurs
de I’IC50 varient globalement de 0,09 mg/ml a 29,66 mg/ml. La plus forte activité a été
enregistrée pour Ruta montana (0,06mg/ml), par contre I’activité la plus faible a été

enregistrée pour notre extrait (29,66mg/ml).

D’aprés les valeurs d’IC50 dans le Tableau 10, on s’apercoit que toutes les plantes de
genre Ruta ont montré des activités antiradicalaires inférieures a celles déterminées pour les
antioxydants standards (Vit C). L’activité antiradicalaire peut étre affectée par de nombreux
facteurs tels que, la polarité du solvant la procédure d’extraction et la variation des especes
utilisées. Nous avons remarqué que notre extrait d’alcaloides de la plante Ruta graveolens
possede une faible activité antioxydante par rapport les extraits d’alcaloides des autres plantes
du méme genre Ruta montana et Ruta chalpensis, et en générale les trois plantes récoltées

dans des régions différente possédent une activité antioxydante faible.

111.2.2 Résultat du test de phosphomolybdate (PPM)

L’utilisation du test PPM, dans notre étude, nous a permis de déterminer la capacité
réductrice. D’ailleurs, ce test est souvent utilisé pour 1’étude de 1’activité antioxydante des

extraits des plantes et cela, en raison de sa disponibilité (réactif a faible cout).

Les résultats sont mesurés a une longueur d’onde de 695nm. Les courbes exprimant la
variation de I’absorbance en fonction de la concentration en alcaloides issus de 1’extrait de
plante Ruta graveolens et de la vitamine C sont présentées dans les figures ci-apres.
(Meshginfar, et al.,2018)

y = 4,142x vitC
0,9 - R? = 0,998

® Abs

—— Linéaire (Abs)

Abs

O T T T T 1
0 0,05 0,1 O,iI)S 0,2 0,25
C(mg/m

Figure 12: Courbe représentant I’absorbance en fonction de la concentration en standard VitC
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L'extrait
y = 0,0032x

0,25 R?=0,9998
0,2
0,15
o ¢ Abs

0,1 —— Linéaire (Abs)

0,05

0 20 C rég/ml 60 80

Figure 13: Courbe représentant la variation de 1’absorbance en fonction de la concentration

en alcaloides de I’extrait du Ruta graveolens.

L’évaluation de D’activité antioxydante de notre extrait a été référée a celle d’acide

ascorbique (vitamine C). Donc, a partir des pentes tirées des graphes ci-dessus, nous avons

calculé le paramétre AaEAc de notre extrait.

AaEAc = 0,0007+0.002

La valeur AaEAc désigne la concentration de la solution standard de la vitamine C
possédant la capacité antioxydante équivalente a une solution de 1 mM de la substance
étudiée (extrait). Lorsque la valeur de AaEAc est élevée, le pouvoir antioxydant de 1’extrait

est important. (Adrian & Frangne, 1991)

D’aprés ce résultat, et dans le but d’évaluer ’activité antioxydante de notre extrait
étudié par le test PPM, nous avons comparé la valeur de AaEAc trouvée par rapport au
composé standard a savoir le vitamine C. Nous avons observé que ce dernier présente une

capacité réductrice plus forte par rapport a celle de notre extrait.

D’apres le résultat de AaEAc, nous remarquons que notre extrait (les alcaloides) ayant
des propriétés antioxydantes négligeables qui se manifestent par une valeur inférieure a un qui
est égale a 0,0007+0.002.
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D’autre ¢tude sur La partie aérienne du Ruta chalepensis récoltée en mai 2016 dans la
région d'Adekar Bejaia (Gali & Bedjou, 2019) montre une capacité intermédiaire des

alcaloides de 0,05 par rapport au notre extrait mais qui reste faible a celle de la Vit C.

111.3 Evaluation de Pactivité antibactérienne :

Beaucoup de travaux ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels
extraits des plantes. Lors de cette étude, Nous avons évalué 1’activité antibactérienne de notre
extrait d’alcaloides du Ruta graveolens a I’encontre de deux souches bactériennes
(staphylococcus aureus et Escherichia coli) par la méthode de diffusion par disques et la
technique de dilution en milieu liquide pour déterminer la concentration minimale inhibitrice
CML.

111.3.1 Méthode de diffusion par disques

Est une technique qualitative basée sur la mesure des diamétres d’inhibitions en mm
apres 1’incubation de 24h des boites de pétrie, Les résultats obtenus sont présentés sur la
figure 16 pour la boite de staphylococcus aureus et sur la figure 17 pour la boite de

Escherichia coli.

Figure 14: Zone d’inhibition de notre extrait sur la boite de S.aureus apres 1’incubation.
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Figure 15: Zone d’inhibition de notre extrait sur la boite de E.coli aprés I’incubation.

Nous avons mesuré¢ les diamétres des zones d’inhibition de croissance des cultures
bactériennes dans chaque boite de pétrie, dans la boite d’E.coli aucune ouverture de disque a
été obtenue mais dans la boite de S.aureus une petite ouverture seulement dans le disque de

I’extrait pure de diamétre de 6mm.

Le diamétre de zone d’inhibition nous permis de classer les bactéries en : sensible,
intermédiaire et résistante, donc en peut classer E.coli en bactérie résistante et S.aureus en
bactérie intermédiaire (Rahal, 2011)

Les résultats montrent que notre extrait d’alcaloides de Ruta graveolens ne présente
aucune activité antibactérienne contre Escherichia coli et une activité faible contre

Staphylococcus aureus.

111.3.2 Détermination de CMI

Nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice CMI de notre extrait
d’alcaloide contre la souche S.aureus, par la technique de dilution en milieu liquide dans

quatre tube de concentration différente entre 409,37ug/ml a 3275ug/ml.
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- 818,75ug/ml 4
1673,5ug/ml 409,37ug/ml

Figure 16: les tubes de dilution en milieu liquide.

3275ug/ml

Apres 18 h d’incubation (figure 18), nous remarquons que seulement le tube de 1’extrait
pure (3275ug/ml) est clair ceci s’explique par 1’inhibition de la croissance bactérienne, mais
les autres tubes présentent un trouble qui est d0 a la croissance bactérienne, donc pas
d’inhibition de croissance. De ce fait, la concentration minimale d’inhibition de notre extrait
est 327,5ug/ml.

Des études réalisées par (Harish Kumar, et al., 2014), sur I’activité antibactérienne de
I’extrait d’alcaloides des feuilles du Ruta graveolens récolté dans I’Inde, contre les deux
souches bactérienne utilisées dans notre étude, ont montré que cet extrait posséde une activité
antibactérienne contre S.aureus avec une zone d’inhibition de 6mm (le diamétre de disque 3-

4mm) et aucune activité contre E.coli a été présenté, pas de zone d’inhibition.

Des études sur ’activité d’alcaloide d’une plante du méme genre : Ruta montana de
Sétif sur les deux bactéries, ont montré une zone d’inhibition de 12 mm avec S.aureus, et une
zone d’inhibition de 18,83mm avec E.coli a la concentration de 50mg/ml et une
CMI=3,12mg/ml, (Allouni R. , 2018). Les travaux de (Gali, L., & Bedjou, F,2020), sur les
alcaloides de Ruta chalpensis a I’encontre des deux souches, les résultats ont montré que
I’extrait ne posséde aucune activité antibactérienne avec E.coli, et une grande activité avec
S.aureus de zone d’inhibition 25,5+0,7 mm a la concentration de 50mg/ml et de
CMI=27,51mg/ml.
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L’extrait d’alcaloides de Ruta montana posséde un grand effet inhibiteur de la
croissance bactérienne pour les deux bactéries testées, ce qui signifie la présence d’une bonne
activité antibactérienne, et pour 1’extrait de Ruta chalpensis possédant une activité seulement
contre la souche S.aureus ; (Teklit & Tanveer, 2015) qui ont travaillé sur les alcaloides des
feuilles de Ruta graveolens d’Ethiobia, ils sont montrés que leur extrait posséde une activité
contre les deux souches E.coli et S.aureus avec zone d’inhibition de 24 mm, 14 mm
respectivement. Par contre notre extrait d’alcaloides de Ruta graveolens, posséde une activité

contre S.aureus et aucune activité vis-a-vis E.coli.
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Conclusion et perspective

L’objectif de la présente étude est double. Le premier objectif étant 1’évaluation de
I’activité antioxydante de I’extrait d’alcaloides de la plante Ruta graveolens en utilisant deux
tests DPPH et phosphomolybdate. Le second objectif est 1’évaluation de I’activité
antibactérienne par la méthode de diffusion sur gélose contre deux souches bactérienne
Escherichia coli (gram négatif) et Staphylococcus aureus (gram positif) ainsi que la
détermination de la CMI par dilution en milieu liquide.

En premier lieu, I’évaluation de 1’activité antioxydante par les tests in vitro a révélé que

notre extrait manifeste une trés faible activité.

Par la suite, nous avons étudié la propriété antibactérienne par la méthode de diffusion
sur disque. Nous avons constaté que notre extrait a une activité antibactérienne faible sur

Staphylococcus aureus et aucune activité a ’encontre Escherichia coli.

Notre perspective d’avenir est d’inviter les chercheurs scientifiques a ne pas adopter les
alcaloides de cette plante comme une riche source d’antioxydants naturels et en adoptant ses
autres extraits dans ces études tels que les flavonoides, les tanins et les composés phénoliques.
Et d’orienter vers L’étude d’autres propriétés biologiques d’alcaloides de cette plante a savoir

la propriété anti hyperglycémique et d’autres.

Dans notre travail, nous avons ¢étudié 1’activité antibactérienne et antioxydante sur la
partie aérienne de la plante, nous suggérons de réaliser des études sur I’extrait d’alcaloides
pour chaque organe : tige, feuilles, fleurs ...etc. ou le pourcentage de sa présence varie entre

eux.

Etant donné que cette déférence est également due a son emplacement (montagne, oued,
plaines....), nous invitons les chercheurs de travailler sur les plantes d’autres régions de méme
espece et de faire ces études d’alcaloides sur des plantes de méme genre et sur des plantes de
différents genres de la méme famille dans le cadre de la recherche de sources naturelles des
antioxydants car il y a des chercheurs qui ont mené des études sur 1’activité antioxydante des

plantes du genre Ruta qui ont donné de bons résultats.

Enfin, nous espérons d’étudier d’autres activités de cette plante dans nos études a

I’avenir, dans le cadre de la réalisation de notre doctorat.
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HO

Figure 01 : Structure de I’acide ascorbique traité par chemDraw
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Figure 02 : Structure de DPPH traité par chemDraw
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Figures 03 : Structure des différents composeés des alcaloides traité par chemsDraw
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