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Résumé

Ruta graveolens est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle, connue sous le
nom "Fidjel". Le présent travail vise a étudier la composition phytochimique et évaluer
I’activité antioxydante des extraits de cette plante. L’extraction a été réalisée par la
macération de la poudre des feuilles de Ruta graveolens, provenant de la région de Zelfana
(Ghardaia), dans trois solvants : I’cau, I'éthanol et l'acétate d'éthyle. Les résultats du
rendement d'extraction ont révélé une variation significative entre les solvants, dont I'extrait
éthanolique a montré le rendement le plus élevé (25,3 %). L’analyse qualitative réalisée par
un criblage phytochimique a déterminé la présence de plusieurs composés chimiques en
particulier les tannins, les flavonoides et les alcaloides. Autant, les analyse colorimétrique ont
révélé que 1’extrait aqueux était le plus riche en polyphénols totaux (15,54 mg EAG/g MS), en
flavonoides (1,26 mg ER/g MS) et en tanins condensés (0,035 mg EC/g MS), tandis que, la
teneur en acides phénolique la plus importante est enregistrée pour I’extrait d’acétate d’éthyle
(0,134 mg EAC/g MS). L’évaluation de I’activité anti-oxydante des différents extraits a été
réalisée in vitro par trois tests chimiques (DPPH, ABTS et FRAP). Le pouvoir inhibiteur des
radicaux DPPHe et ABTS<+ le plus important est obtenu avec 1’extrait d’acétate d’éthyle avec
d’ICsp égales 0,064 mg/mL et 0,032 mg/mL respectivement. Par contre, I’extrait aqueux a une
forte capacité réductrice de fer (Aos = 1,6 mg/mL). Ces résultats justifient 1’usage
traditionnel de Ruta graveolens et confirment que leurs feuilles exposent un statut antioxydant

assez important.

Mots clés : Ruta graveolens, polyphénols, pouvoir antioxydant, DPPH, ABTS, FRAP.



Abstract

Ruta graveolens is a plant widely used in traditional medicine, known as "Fidjel™. This work
aims to study the phytochemical composition and evaluate the antioxidant activity of extracts
from this plant. The extraction was carried out by macerating the powder of Ruta graveolens
leaves, from the region of Zelfana (Ghardaia), in three solvents: water, ethanol and ethyl
acetate. The extraction yield results revealed significant variation among solvents, of which
the ethanolic extract showed the highest yield (25.3%). Qualitative analysis carried out by
phytochemical screening determined the presence of several chemical compounds, in
particular tannins, flavonoids and alkaloids. Likewise, the colorimetric analysis revealed that
the aqueous extract was the richest in total polyphenols (15.54 mg EAG/g DM), flavonoids
(1.26 mg ER/g DM) and condensed tannins (0.035 mg EC/g DM), while the highest phenolic
acid content was recorded for the ethyl acetate extract (0.134 mg EAC/g DM). The evaluation
of the antioxidant activity of the different extracts was carried out in vitro by three chemical
tests (DPPH, ABTS and FRAP). The highest inhibitory power of DPPHe and ABTSe+
radicals was obtained with the ethyl acetate extract with I1Cso equal to 0.064 mg/mL and 0.032
mg/mL respectively. On the other hand, the aqueous extract has a high iron reducing capacity
(Aos = 1.6 mg/mL). These results justify the traditional use of Ruta graveolens and confirm

that their leaves exhibit a fairly significant antioxidant status.

Keywords: Ruta graveolens, polyphenols, antioxidant power, DPPH, ABTS, FRAP.
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Introduction

L'oxygene est un élément indispensable a la vie des organismes multicellulaires, car il joue un
role crucial dans la production d'énergie par I'oxydation de la matiere organique. Cependant,
nos cellules transforment une partie de cet oxygene en métabolites nocifs, connus sous le nom
de radicaux libres organiques (Meziti, 2007). Les radicaux libres sont des espéces chimiques
capable d'exister de maniére indépendante, contenant un ou plusieurs électrons célibataires,

c'est-a-dire des électrons non appariés (Delattre et al., 2005).

En raison de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont la tendance a retourner
rapidement a un état stable, en donnant ou en acceptant un électron d'une autre molécule. Par
conséquent, ils peuvent agir comme réducteurs ou oxydants. En tant qu'accepteurs ou
donneurs d'électrons, ces radicaux libres se caractérisent par une réactivité remarquable vis-a-
vis des autres molécules et possédent un temps de demi-vie tres court, allant de la
nanoseconde a la milliseconde (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Leur nature réactive provient
de leur besoin constant de trouver un électron afin de réassocier leur électron célibataire. Ce
processus déclenche une propagation du phénomeéne, entrainant la formation de nouveaux
radicaux libres. Ainsi, ces réactions en chaine peuvent mener a des dénaturations ou a des

destructions au sein des cellules (Gardes-Albert, 2003).

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre entre les agents oxydants (pro-
oxydants) et les systémes de défense antioxydants de I’organisme, en faveur des premiers, ce
qui engendre des dommages cellulaires parfois irréversibles. Ce phénomene résulte
principalement de la réduction monovalente de la molécule d’oxygene, conduisant a la
formation de formes réactives de 1’oxygéne (Reactive Oxygen Species — ROS), incluant des
radicaux libres tels que 1’anion superoxyde (O2¢"), le radical hydroxyle (OH), ainsi que des
especes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) et I’oxygene singulet (102)
(Pincemail, 2000). Bien que la majorité des radicaux libres soient dérivés de 1’oxygene,
certains peuvent également provenir d'autres éléments, comme le soufre sous forme de
radicaux thiyles (RSe), ou I’azote, a travers le radical monoxyde d’azote (*NO), caractérisé
par un électron non apparié partagé entre les atomes d’azote et d’oxygéne (Lalaoui et

Soualmi , 2016).

Ces especes oxygénées réactives (ERO) présentent un potentiel toxique élevé pour les
structures biologiques. Elles peuvent altérer la fonction des protéines, provoquer des cassures

au niveau de ’ADN entrainant des anomalies dans I’expression génétique, dégradation des
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glucides, oxydation des lipoprotéines et initiation de la peroxydation lipidique, notamment au
niveau des acides gras polyinsaturés présents dans les membranes cellulaires (Pincemail,
2000). En conséquent, il est impliqué dans diverses pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires, les cancers, le diabete, les maladies neurodégenératives (Alzheimer,

Parkinson) et le processus de vieillissement (Aruoma, 2003).

Cette perturbation peut avoir diverses origines, telle que la surproduction endogene
d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants comme la pollution, un contact avec
le rayonnement gamma, ultraviolet ou méme 1’0zone, certains pesticides et solvants, métaux
toxiques, exercice intense ou mal géré, consommation de tabac et d’alcool et aussi prise des

médicaments (Magder, 2006).

Le contréle de la cytotoxicité des ERO est généralement assuré par des systéemes
antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher I’oxydation de ces substrats (Berger, 2006). Il existe deux types de systemes
antioxydants, enzymatiques qui favorisent la conversion des molécules oxydantes comme la
superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, la glutathion reductase,...., ou
encore des molécules non enzymatiques qui captent les ERO, telles que le glutathion, la
vitamine C, la vitamine E et l'acide urique (Pincemail et al, 2002 ; Shahin Sharif et al.,
2008 ; Belkheiri, 2010).

Une autre classification d'antioxydants basée sur leur provenance concerne les
antioxydants synthétiques comme butylhydroxytoluene (BHT) et butylhydroxyanisol (BHA)
ou bien les antioxydants naturels tels que la vitamine C et les composés phénoliques. Les
deux sources d'antioxydants sont également fournies par le régime alimentaire (Koechlin-
Ramonatxo, 2006 ; Shahin Sharif et al., 2008 ; Krishnaiah et al., 2010).

Depuis antiquité, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base
tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les plantes possedent
d’extraordinaires vertus thérapeutiques et leurs utilisations pour le traitement de plusieurs
maladies chez les étres vivants et en particulier I’lhomme est trés ancienne (Ouahida et al.,
2016). Actuellement, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des

propriétés biologiques tres intéressantes trouvant des applications dans divers domaines tels
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que les industries pharmaceutiques, la médecine, les industries cosmétiques et
I’agroalimentaire. En effet, ces plantes représentent une nouvelle source de composeés actifs
qui font l'objet de nombreuses recherches in vivo et in vitro, tels que les composés

phenoliques, les Saponines et les huiles essentielles (Hazzit et al., 2015).

La question de l'utilisation des molécules antioxydantes synthétiques est actuellement
discutée en raison des risques toxicologiques potentiels associés. Par ailleurs, de nouvelles
sources végétales d'antioxydants naturels sont recherchées tels que les composés phénoliques
(Suhaj, 2006; Tadhani et al., 2007). Ces derniers sont des composés naturels largement
répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante notamment grace a leurs
effets bénéfiques sur la santé (Koechlin-Ramonatxo, 2006). En effet, plusieurs études
mettent en évidence le role de ces composés en tant que d'excellents piégeurs des espéces
réactives de lI'oxygeéne issues de biomolécules comme les protéines, les lipoprotéines et les
acides nucléiques (ADN, ARN) (Ouahida et al., 2016). Ainsi, leur role d'antioxydants
naturels suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des

maladies inflammatoires et cardiovasculaires (Varban et al., 2009).

Notons aussi leurs diverses propriétés biologiques comme I’activité antiallergique, anti-
artherogenique, anti-inflammatoire, hépato-protective, antimicrobienne, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Khenfer et Medjouel, 2016). En outre, ce grand groupe
comporte les acides phénoliques, les tannins, les stilbenes, les flavonoides, les anthocyanes et
les lignines (Badereddine et Moussaoui, 2014). Parmi lesquels, les flavonoides sont de
puissants antioxydants, dont ils capturent les radicaux libres, chélatent les métaux lourds et
retardent la peroxydation des lipides. Ces propriétés antioxydantes sont attribuées a sa
structure qui se caractérisent par la présence d’un groupe hydroxyle sur le carbone trois, une
double liaison entre les carbones deux et trois, un groupe carbonyle sur le carbone quatre et
une polyhydroxylation des anneaux A et B (Amedjoudj et al., 2017).

En raison de son climat diversifié (méditerranée, semi - aride et saharien) et la nature de
ses sols, 1’ Algérie possede une flore particulierement riche et variée en plantes aromatiques,
médicinales, toxiques et condimentaires, dont la plupart existe a I'état spontané. Cette flore est
distribuée a plusieurs familles botaniques, plus de 3000 especes botaniques, dont 15 %
d'endémiques (Quezel et Santa, 1963). Dans ce lot de plantes comprend la famille des
Rutacées qui est largement distribuée dans le réegne végetal. Cette famille se developpe de

préférence sur des sols rocheux bien drainés et résiste aux sécheresses, elle est originaire des
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régions tropicales et tempérées chaudes du globe (Hammiche et Azzouz, 2013; Salmi et
Maifi, 2021). Autant, elle est connue pour sa richesse en métabolites secondaires
biologiquement actifs comme les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques et les
flavonoides De plus, elle renferme une vaste sélection de plantes aromatiques comme Ruta
graveolens, communément connue sous le nom de Rue (Hammiche et al., 2017 ; Petit-Paly
etal., 1982).

Ruta graveolens est une plante vivace herbacée, originaire de la région méditerranéenne.
Elle est maintenant cultivée dans de nombreuses parties du monde. La rue a été l'une des
plantes clés de la pharmacopée européenne depuis I'Antiquité. Ses vertus étaient reconnues
par certains des plus grands auteurs grecs et romains, notamment Hippocrate, Dioscoride et
Pline. Elle appartient a la famille des Rutacées, dans I'ordre des Saponosides, qui contient
environ 160 genres et plus de 1600 especes. En raison de sa valeur culturelle et médicinale, la
rue a été introduite dans divers pays d’/Amérique du Nord, d’/Amérique centrale et du Sud, de
Chine, d'Inde, du Moyen-Orient et d'Afrique du Sud (Miguel, 2003).

Par ailleurs, R. graveolens présente un éventail varié d'activités, y compris des propriétés
antimicrobiennes, antioxydantes, antidiabétiques, anti-inflammatoires, sédatives. Le genre
Ruta est reconnu pour sa richesse en composés chimiques d’origine naturelle, renfermant plus
de 120 substances identifiées, réparties entre plusieurs classes majeures telles que les
alcaloides, les acides phénoliques, les flavonoides, les coumarines, les lignines, les huiles
essentielles et les furoquinolines (Gentile et al., 2015). Ainsi, la rutine, qui est considérée
comme le principal élément de R. graveolens, est bien établie pour sa capacité a favoriser la
mémoire et présente des propriétés pharmacologiques incluant des effets anti-inflammatoires,
antiviraux, anti-allergiques, antimycotiques et anticancéreux (Jianxiong et al.,2008 ; Attia et
al., 2018).

Bien qu’elle soit employée a des fins thérapeutiques dans de nombreuses régions du
monde, les paramétres d’évaluation de la sécurité toxicologique révélent certains cas cliniques
d’empoisonnement humain associés a ’utilisation de R. graveolens. L’administration a des
doses élevees peut provoquer des lésions aux organes vitaux. Par conséquent, il est impératif
de respecter la concentration et le dosage adéquats de cette plante dans des limites de sécurité
optimales. Les études pharmacologiques et toxicologiques fournissent des données précises
quant a I’utilisation appropriée de cette plante (ou de ses composés dérivés) pour la

formulation de meédicaments sdrs destinés a un usage mondial (Malik et al., 2017). C’est
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pourquoi son utilisation n’est pas conseillée chez les femmes enceintes, car a des doses
élevées, cela peut engendrer une hyperémie dans l'utérus et une forte mobilite (effet
oxytocique) pouvant entrainer un avortement. En raison des concentrations requises pour cela,

cela peut causer la mort d'une femme enceinte (Miguel, 2003).

En Algérie, cette plante est couramment employée en médecine traditionnelle pour traiter
des affections telles que la fiévre, les morsures de serpent, les nausées, les vomissements, la
constipation, le paludisme, I'anémie, les douleurs rhumatismales, les douleurs d'estomac, les
infections intestinales, les difficultés lors de I'accouchement, ainsi que pour soulager des

douleurs oculaires et auriculaires, I'asthme et la névrose (Mirza et al., 2023).

En tenant compte de tous ces critéres et dans le cadre de la valorisation des plantes
médicinales locales, ainsi de la recherche de nouveaux composés naturels a potentiel
thérapeutique, cette étude vise a évaluer I’activité antioxydante des extraits des feuilles de

Ruta graveolens récoltée dans la région de Zelfana-Ghardara.

Ce travail s'est deroulé selon la démarche suivante : Il débute par une introduction générale
qui expose le contexte scientifique et 1’intérét de 1’étude, tout en précisant I’objectif principal
de la recherche. Le premier chapitre « Matériel et Méthodes » décrit les différentes étapes
expérimentales, notamment la préparation des extraits de la plante Ruta graveolens, les
procédés d’extraction appliqués, la caractérisation phytochimique des extraits obtenus par le
dosage de différents composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides, tanins
condensés et les acides phénols), ainsi que 1’évaluation de ’activité antioxydante a 1’aide de
tests spécifiques (DPPH, FRAP et ABTS). Tandis que le deuxiéme présente 1’ensemble des
résultats obtenus et leurs discussions. Cette étude se termine par une conclusion globale qui
synthétise les résultats majeurs obtenus et envisage les possibilités pour son développement

futur
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Ces dernieres anneées, [I’intérét scientifique pour 1’évaluation des propriétés
pharmacologiques des plantes médicinales locales en particulier leur activité antioxydante
s’est accrue, ¢tant donné le réle des antioxydants dans la lutte contre les radicaux libres

responsables du stress oxydatif associé a de nombreuses maladies.

C'est dans ce cadre que s'inscrit la présente étude, qui s'intéresse a I'évaluation de l'activité
antioxydante des extraits des feuilles de la plante Ruta graveolens (Rutaceae), une espece
spontanée collectée dans la région de Zelfana-Ghardaia, ou elle est traditionnellement utilisée
en médecine populaire pour ses hombreux bienfaits. Les critéres d'évaluation de cette étude
reposent principalement sur la capacité des extraits a neutraliser les radicaux libres, mesurée a
travers trois tests chimiques in vitro (DPPH, ABTS, FRAP). Ce travail a été réalisé au sein du
laboratoire du département de biologie de I'Université de Ghardaia.

1.1 Présentation du cadre d'étude

La matiére végétale a été récoltée de la région de Zelfana, qui se trouve a 65 km au nord de
la Wilaya de Ghardaia et a 658 km au sud d'Alger. La commune de Zelfana est située a une
latitude de 32° 23' Nord et a une longitude de 4° 13' Est, et a une altitude de 355 métres
(Figure 1).

OO0 1 SO O00

Figure 01: Carte de la localisation géographique de la région d’¢tude (Zelfana)
(Original, 2025).
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1.2  Matériel vegétal

Le matériel végétal étudié est constitué les feuilles de Ruta graveolens d'origine de la
région de «Zelfana-Ghardaia». La récolte a été effectuée au cours du mois Janvier 2025.

T ga i

Figure 02: Photo de feuille et de fleurs de Ruta graveolens (Doerper, 2008 ; Asgarpanah
et Khoshkam, 2012).

Ruta graveolens est un arbrisseau appartenant a la famille des Rutacées. Elle est appelée
communément rue fétide, rue des jardins, herbe de grace, rue officinale, ou rue commune. Le
genre Ruta provient du Grec « rhyté » qui veut dire sauver et prévenir, tandis que graveolens
a son origine dans le latin « gravis », qui signifie fort, et le verbe « olere », qui traduit a sentir,
donc odeur puissante et désagréable. Cette plante méditerranéenne, semi-arbustive, atteint
environ un meétre de hauteur et se caractérise par une ramification abondante et un tronc
ligneux a sa base. Ses feuilles, d’un vert foncé et semi-persistantes, sont alternes généralement
pennatisequées (souvent trilobées) et peu charnue. La floraison a lieu entre mai et aodt,
donnant naissance a des fleurs disposées en corymbes, composées de 4 a 5 pétales jaunes
verdatres soudés a la base, accompagnés d’un nombre équivalent de sépales et de 8 a 10
étamines. La plante est hermaphrodite et entomogame. Les fruits prennent la forme de
capsules déhiscentes qui, a maturité, libérent de petites graines noiratres. La dissémination des

graines se fait par barochorie (Doerper, 2008).
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Régne : Plantae
Embrachement : Tracheophyta
Sous-emb- : Spermatophtina
Classe : Magnoliopsida
Super-ordre : Rosanae

Ordre : Rutaceae

Famille : Rutaceae

Genre :Ruta

Espéce :Ruta graveolens

Nom local : El fidjel
(Wiart, 2006).

Figure 03 : Planche botanique de Ruta graveolens (Maifi et Salmi, 2017).

Ruta graveolens est une des plantes aromatiques et médicinales dotées de caractéristiques
biologiques remarquables qui sont mises a profit dans plusieurs domaines d'activité (Derbal
et al., 2023). Gréace a la facilité sa récolte et a son activité biologique notable et répandue, elle
a eté adoptée comme remede dans plusieurs pays, notamment dans la région méditerranéenne.
Elle a servi de traitement traditionnel pour diversement troubles comme les maux oculaires,
les rhumatismes, les dermatites, la douleur et une multitude de maladies inflammatoires ainsi
que I'hypertension artérielle. On a récemment prouvé que Ruta graveolens posséde des
propriétés antibactériennes, analgésiques, antidiabétiques et insecticides (Gouami et Nebili,
2020 ; Hamla et Hamla, 2020).

1.3 Méthodes d’analyses
1.3.1 Préparation des extraits

Nous avons sélectionné comme matériel végétal les feuilles de Ruta graveolens. Apres la
récolte, les feuilles ont été soigneusement nettoyées a l'eau distillée afin d'eliminer les
impuretés, puis sechées dans une étuve a une température de 37°C pendant 48 heures. Elles
ont ensuite été broyées en une fine poudre a l'aide d'un broyeur électrique. Egalement, les
poudres récupérées ont été stockées dans des flacons en verre étiquetés, afin de réaliser les

diverses manipulations nécessaires.
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Dans cette recherche, une extraction par macération est effectuée. Cette étape implique
I'extraction maximale de métabolites secondaires présents dans la plante séchée en utilisant

des solvants organiques volatils appropriés qui améliorent le rendement d'extraction.

De ce fait, dix grammes de poudres végétales, provenant des feuilles, sont mis en contact
avec trois solvants différents : éthanol, acétate d'éthyle et eau distillée. Ce processus se
déroule a un rapport solide/liquide de 1/10 (p/v) pendant 48 heures, a l'obscurité et a
température ambiante pour chaque solvant. Les extraits obtenus sont ensuite filtrés a l'aide
d’un papier filtre Whatman. Les filtrats résultant ont été évaporés a sec par 1’évaporateur
rotatif (Heidolph). Ultérieurement, les residus ont été repris dans un volume déterminé de
chaque solvant et conservés au réfrigérateur a +4 °C dans des flacons bien fermés portant des

étiquettes jusqu’a leur utilisation.

1.3.2 Calcul du rendement d’extraction

Le rendement des extraits est déterminé comme le rapport entre la masse de I'extrait sec
obtenu et la masse de la matiere vegetale utilisée. 1l a été calculé selon la formule adoptée par
Falleh et al., 2008) R (%) =M/ Mo x 100

R : Rendement exprimé en %.

M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

Mo : Masse en gramme de la poudre du matériel végétal étudie.
1.3.3 Criblage phytochimique

C’est I’ensemble des tests qui ont été facilités la caractérisation des métabolites
secondaires contenus dans les extraits par le biais de simples réactions en solution. Ils ont été
réalisés soit a partir de la poudre du broyat, soit a partir de I’infusé. Généralement, le criblage
phytochimique repose sur des réactions de coloration ou de précipitation (Berrani et al.,
2015; Valentin et al., 2017).

Dans ce travail, les tests phytochimiques réalisés sur les extraits des feuilles de Ruta
graveolens ont été impliques a la recherche de principaux groupes bioactifs produits par cette
plante comme : les flavonoides, les tannins, les quinones, les saponines, les stéroides, les

terpénoides et les alcaloides (Tableau 1).
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Tableau 1: Criblage phytochimique des extraits des feuilles de Ruta graveolens.

de NaOH a 10 %, ensuite agité le mélange.

Flavonoide Prendre 1mL de chaque extrait accompagné de | Apparition d'une couleur jeune
0,4 mL d'une solution de NaOH a 10 %. intense (Madike et al., 2017).
Tanins On mélange 0,2 mL d'extrait avec quelques Formation d'une couleur bleu
gouttes d'une solution de chlorure de fer (FeCls) | noire ou verdatre (Ghedadba

a1 % dans un tube a essai. Le mélange est mis etal., 2014).

en incubation pendant 15 minutes.
Terpénoides On a ajouté 1 mL d'extrait & 0,4 mL de Coloration mauve ou violette
chloroforme et 0,2 mL d'acide sulfurique
Coumarine 0,5 mL d’extrait & 5 % et mélangé avec 0,8 mL | Coloration jaune (Diallo, 2000)

Anthocyanine

0,5 mL de chaque extrait a été mélangé avec 0,5
mL d’HCI;N et 0,5 mL d'ammoniac.

Formation d'une couleur rose-
rouge devenant bleu-violet
(Madike et al., 2017).

Alcaloides

On a ajouté 0,5 mL d’extrait au volume de 0,5
mL d'HCI (1%). Ce mélange a été chauffé
pendant une durée de 20 minutes. Une fois le
mélange refroidi, on a ajouté goutte a goutte 1
mL du réactif de Mayer.

Apparition d'un précipité
verdatre créeme (Madike et al.,
2017).

Quinones libres

Un volume de 0,5 mL de I'extrait a été mélangé
avec quelques gouttes de NaOH (1%)

Coloration rouge jaune ou
Viollet (Dohou et al., 2003).

Stéroides

Des volumes de 2,5 mL de chloroforme et de
2,5 mL de H,SO, ont été incorporés a 0,25 mL
de chaque extrait.

Couleur passant du violet au
bleu ou au vert, ou un anneau
bleu/vert peut se produire
lorsque la couche supérieure
devient rouge et que la couche
sulfurique prend une teinte jaune
avec une fluorescence verte
(Madike et al., 2017).

Saponosides

Des gouttes d'eau distillée ont été additionnées a
1 mL d’extrait, puis le mélange a été agité apres
20 minutes.

Formation d'une mousse de 1 a
2cm qui équivalent un test
positif (Bensaad, 2022).

Composés
réducteurs

0,25 mL d'extrait est mélangé avec 0,5 mL d'eau
distillée et 0,5 mL de la liqueur de Fehling puis
met les tubes dans un bain-marie a 40 °C.

Précipité rouge brique (EL-
Haoud et al., 2018).
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1.3.4 Analyses quantitatives

1.3.4.1 Dosage des polyphénols totaux
Principe

L'évaluation de la teneur des polyphénols totaux contenue dans les extraits de R.
graveolens a été faite par une méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu,
décrite par Singleton et Rossi (1965). Ce dosage repose sur la quantification de la
concentration totale des groupements hydroxyles présents dans I'extrait a 1’aide le réactif de
Folin-Ciocalteu. Ce réactif est un acide jaune, issu d'une combinaison d'acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040) qui est réduit
en milieu alcalin par I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungstene
(Wg0O23) et de molybdene (MosO23). L'intensité de la coloration bleue, mesurée a longueur
d’onde de 760 nm, est proportionnelle aux taux de polyphénols totaux présents (Kaanin et
Harfi, 2012).

Mode opératoire

Brievement, 100 pL d'extrait ou standard ont été mélangé avec 500 pL du réactif de
Folin-Ciocalteu préalablement dilué dix fois. Ce mélange est ensuite laissé pendant 5 minutes
a température ambiante, a I'abri de la lumiére. Par la suite, 2 Ml d'une solution de carbonate de
sodium (Na2Cos) a 2 % ont été ajoutés tout en maintenant une agitation vigoureuse. Apres une
incubation de 30 minutes dans les mémes conditions, les absorbances des mélanges ont été
mesurées a 760 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-VIS (SpectroScan 40), en prenant

comme blanc une solution contenant les mémes composants, a I'exception de I'extrait testé.

En paralléle, une courbe d'étalonnage a été réalisée dans des mémes conditions opératoires,
en utilisant I'acide galligue comme étalon a différant concentration, allant de 0.05 a 0.35
mg/ml. Les résultats ont été exprimés en mg en équivalent d’acide gallique par gramme du
poids sec de la matiére végétale (mg EAG/mg MS).
1.3.4.2 Dosage des flavonoides
Principe

Le contenu des extraits de R. graveolens en flavonoides a été évalué par la méthode

adaptée de Lamaison et Carnat (1991) en appliquant le trichlorure d'aluminium (AICI5).

11
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Le principe de cette méthode a été basé sur I’interaction du groupement hydroxyle libre en
position 5 des flavonoides avec le chlorure d’aluminium, ce qui forme un complexe de
couleur jaunatre avec une absorbance maximale a 409 nm. Cette interaction résulte de la
capacité de I’atome d’aluminium a accepter deux électrons, se liant ainsi aux deux atomes
d’oxygéne de la molécule phénolique, qui jouent le role de donneurs d’électrons (Kaanin et
Harfi, 2012). Cette proprieté est exploitée pour quantifier la teneur en flavonoides totaux dans
les extraits analysés, a 1’aide d’une courbe d’étalonnage réalisée avec un flavonoide de

référence, la rutine.

Mode opératoire

Dans un tube a essai, on mélange 1 ml d'extrait avec 1 ml d'une solution de chlorure
d'aluminium (AICI3) a 2 %. Apres une incubation de 20 minutes a température ambiante et a
I'obscurité, I'absorbance est mesurée a une longueur d'onde de 409 nma l'aide du méme

spectrophotomeétre, en faisant référence a un blanc.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les différents extraits sont ensuite
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage de la rutine qui a été établi en suivant le
méme protocole que pour les extraits. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de rutine

par gramme du matériel végétal seche (mg ER/g MS).
1.3.4.3 Dosage des tanins condensés
Principe

L’estimation de la quantité des tanins condensés dans les extraits de R. graveolens a éte
réalisée en utilisant la vaniline-HCI selon la méthode expliquée par Sun et al. (1998). Ce
proceédé implique la dépolymérisation des tanins dans un milieu acide, puis une réaction avec

la vanilline permet de les convertir en anthocyanidols de couleur rouge, qui peuvent ensuite

étre analysés a une longueur d'onde de 510 nm (Beddou, 2015).

Mode opératoire

Un volume de 0,2 mL de P’extrait a ét¢ mélangé avec 1 mL d’une solution fraiche de
vanilline a 1 % (p/v) préparée dans un mélange d’acide acétique glacial et d’HCI (98 :2, v/v).
Aprés une incubation pendant 20 minutes a 30 °C, ’absorbance a ét¢ mesurée a 510 nm a

I’aide d’un spectrophotometre UV-Visible. En parallele, une courbe d’étalonnage a été établie

12
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en utilisant la catéchine, préparées dans une gamme de concentrations allant de 0 a 1 mg/mL,

selon le méme protocole appliqué aux extraits analysés.

Par conséquent, les concentrations en tanins condensés dans les différents extraits ont été
déterminées a partir 1’équation de la courbe d’¢étalonnage de la catéchine. Ainsi, les résultats
ont été exprimés en milligrammes équivalent de catéchine par gramme de matiere végétale
séche (mg EC/g MS).

|.3.4.4 Dosage des acides phénoliques

Principe

La teneur des acides phénoliques dans les différents extraits a été estimée selon la méthode
décrite par Arnow (1937). La méthode a été basée sur la mesure par spectroscopie la
coloration jaune des molécules d'acides phénols prenant en présence d'acide. La coloration
devient rouge en exces d'hydroxyde de sodium. La réaction est stabilisée par I'ajout de nitrate
de sodium et de molybdate de sodium.

Mode opératoire

Un volume de 1 mL d’extrait est mélangé avec 5 mL d'eau distillée. Par la suite, 1 mL
d'HCI (0,5 M) a été ajouteé, suivi de 1 mL du réactif d ARNOW, qui est une solution aqueuse
contenant 10 % de molybdate de sodium et 10 % de nitrite de sodium. Ensuite, on ajoute 1
mL d'hydroxyde de sodium (1 M) a ce mélange. Egalement, le volume total de la solution
réactionnelle a été complété a 10 mL avec I'eau distillée. L'absorbance de ce mélange a été
ensuite mesurée a 490 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-visible (spectroscan-40). Pour

établir la courbe d'étalonnage, l'acide caféique a été employé comme référence.

Alors, la teneur en acides phénoliques a été calculée a partir de 1’équation de régression de
la courbe d’étalonnage établie avec l'acide caféique et exprimée en milligramme d’équivalent

d’acide caféique par gramme de la matiere végetale seche (mg EAC/g MS)

13
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1.3.5 Activité antioxydante

L’évaluation de D’activité antioxydante des extraits végétaux a été effectuée par de
nombreuses méthodes qui ont été basées sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans

le milieu réactionnel.

Trois tests ont été sélectionnés dans cette étude afin d'apprécier lI'activité anti-radicalaire de
différents extraits de Ruta graveolens, & savoir : test de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), test de 2, 2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) et de Ferric
Reducing / Antioxydant Power (FRAP).

1.3.5.1 Test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
Principe

Pour analyser l'activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons choisi d'utiliser la
méthode basée sur le DPPH (diphénylpicryl-hydrazyle), un radical libre relativement stable,
conformément au protocole établi par Mansouri et al. (2005). Le DPPH, qui se présente sous
la forme d'un radical libre de couleur violacée, absorbe la lumiére dans I'UV-visible a une
longueur d'onde de 517 nm (Wootton et al., 2011).

NO, NO,

. Antioxydant
O,N N——N —» (;N N:H—N

NO, NO,

Figure 04 : Réduction du radical libre DPPHe (Congo, 2012).

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant a été suivi par la
spectrophotométrie UV-visible, dont en mesurant la décoloration de la solution, qui
s'exprimée par une diminution de la densité optique. Cette décoloration refléte le pouvoir des

extraits a piéger ces radicaux libres (Boubekri, 2014).

Mode opératoire
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Pour cela, 100 pL de chaque solution d'extraits a différentes concentrations ont été ajoutés
a 1 mL d’une solution méthanoliqgue de DPPH' (250 uM). Un contrble a également été
prépareé par le remplacement du volume d’extrait par le méthanol. Aprés une incubation de 30

minutes a température ambiante et a I'obscurité, les absorbances ont été mesurées a 517 nm

par rapport a un blanc correspondant.

En outre, un contrdle positif a été établi par l'utilisation des antioxydants standards, le
Trolox et I’acide ascorbique, qui ont été évalué leurs potentiels antioxydants en suivant la
méme procédure mentionnée ci-dessus. L'analyse de la densité optique de chaque extrait a
diverses dilutions a abouti au calcul du taux d'inhibition du DPPH, & l'aide la formule suivante
(Yuetal., 2004) :

| (%) = (A Controle — A Extrait /| A Contr(‘)le)*loo

Ou : | : Pourcentage d’inhibition.
A contrale : Absorbance de la solution du DPPH: sans extrait.

A extrait : Absorbance de la solution du DPPH:- en présence d’extrait.

Egalement, les tracages du pourcentage d'inhibition (1%) par rapport la concentration
d’extrait ou des antioxydants standards testés ont permis de déterminer la concentration ICsp,

qui a été définie comme la concentration d’extrait requise pour d’inhiber 50 % du radical libre

DPPH: (Kroyer, 2004).

1.3.5.2 1.3.5.2 Test ABST (2, 2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
Principe

La méthode décrite par Cano et al. (1998) a été utilisée pour déterminer la capacité des
extraits de R. graveolens a capturer le radical (ABTS<+). Ce test repose sur l'aptitude d'un
antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTSe+ (acide 2,2'-azobis 5 éethylbenzothia-
zoline-6-sulfonique) qui se caractérise par une couleur vert-bleu, en le réduisant a ABTS

incolore (Figure 05).

Autant, en présence d’un antioxydant donneur de proton (He), ’atome d’azote d'ABTS++
piege un He, conduisant a I’ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la solution. La

disparition de la couleur vert bleu intense de d'ABTSe+ lors de sa réaction avec les
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antioxydants peut étre quantifiée par la mesure de la densité optique a une longueur d'onde de
734nm (Chen et al, 1997). Le radical « ABTSe+ » doit étre géneré par une réaction
enzymatique (en présence de la peroxydase) ou chimique (en présence d'ions persulfate)
(Prouillac, 2006).

E Poatssium Persulfate ;

,m,._,,ﬁjj@/“ . e d [“CC{—'E:” Di)/”]

"ANTIOXIDANT"
i.e. Trolox

Figure 05 : Structure du radical cationique ABTSe<+ et la forme réduite ABTS (Pannlana
etal., 2011).
Mode opératoire

Le radical cation d'ABTSe+ est généré par une réaction chimique, en mélangeant des
volumes égales d’une solution d'ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium
(K2S20s, 2,45 mM). Ce mélange est ensuite incubé pendant 16 heures & I'obscurité et a
température ambiante. Ultérieurement, une dilution de la solution d'ABTS<+ obtenue a été
réalisée jusqu'a atteindre une absorbance d'environ 0,700+0,020 a 734 nm.

Dans un tube, 100 pL d'extrait dilué a différentes concentrations a été ajouté a 1 mL d’une
solution d'ABTSe+. L'absorbance est ensuite mesurée a 734 nm aprés une incubation de 8
minutes a I'obscurité. Des mémes mesures ont été effectuées pour les antioxydants standards,
Trolox et acide ascorbique. Le pourcentage d'inhibition du radical cation ABTSe+ est alors
calculé a l'aide de la formule suivante (Yu et al., 2024) :

1% = (A Controle — A Extrait / A Contrﬁle)*loo

Ou : | : Pourcentage d’inhibition.
A controle : Absorbance de la solution d'ABTSe+ sans extrait.

A Eextrait : Absorbance de la solution d'ABTS<+ en présence d’extrait.
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1.3.5.3 1.3.5.3 Test de FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power)

Principe

Le pouvoir de réduction ferrique est determiné en utilisant un dosage de FRAP selon la
méthode qui décrite par Oyaizu (1986). Ce test est développé pour mesurer la capacité d'un
extrait a réduire le fer ferrique (Fe**) dans le complexe de ferrocyanure de potassium
KzFe(CN)s en fer ferreux (Fe?) (Figure 06). En fait, Fe3* participe a la formation de radicaux
hydroxyles par la réaction de Fenton. L'absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a

700nm (Oyaizu, 1986). L'augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur de I'extrait testé (Hubert, 2006 ; Ben-Moussa, 2020).
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Figure 06 : Réduction du tripyridyl-triazine ferrique (Fe**-TPTZ) en présence d’antioxydant
(Ben-Moussa, 2020).

Mode opératoire

Un volume de 0,1 mL d'extrait a diverses concentrations a été mélangé avec 0,25 mL d'une
solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) ainsi que 0,25 mL d'une solution de ferricyanure
de potassium KsFe(CN)s & 1%. Le mélange a été incubé au bain-marie & 50°C pendant 20
minutes, puis est refroidi. Pour arréter la réaction, on ajoute 0,25 mL d'acide trichloracétique a
10%. Les tubes sont ensuite centrifugés a une vitesse de 3000 tr/min pendant 10 minutes. Un
aliquote de 0,5 mL de surnageant est mélangé avec 0,5 mL d'eau distillée et 0,1 mL d'une
solution de FeCls (chlorure ferriqgue) a 0,1%. La mesure de l'absorbance du milieu
réactionnelle est réalisée a 700 nm en utilisant un blanc préparé de maniére similaire, en

substituant I'extrait par de I'eau distillée pour calibrer I'appareil (spectrophotométre UV-VIS).
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Le contr6le positif utilise un standard d'un antioxydant ; I'acide ascorbique, dont
I'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que celles des échantillons. Une hausse
de I'absorbance indique une augmentation de l'activité antioxydante. La capacité réductrice du
fer est indiquée par Aos, qui représente la concentration de I'échantillon entrainant une

absorbance de 0,5
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Cette étude s'inscrit dans le cadre de la recherche de solutions naturelles et efficaces dans
le domaine de la prévention du stress oxydatif, responsable de nombreuses pathologies
chroniques. Dans ce contexte, l'attention a été portée sur les propriétés antioxydantes de la
plante Ruta graveolens, dans le but de cibler les composés bioactifs capables de neutraliser les

radicaux libres.

I1.1 Rendement d’extraction

Les extraits des feuilles de Ruta graveolens ont été préparés par une simple méthode
d’extraction, la maceération. C’est une méthode traditionnelle permettant d’extraire les
composeés bioactifs des matériaux végétaux en les mettant en contact avec un solvant, avec ou
sans agitation, pendant une période déterminée généralement a température ambiante (Spigno
et al., 2007). Cette méthode repose sur la solubilité des composés bioactifs dans le solvant
choisi. Elle est appréciée pour son faible coflit et sa simplicité d’application. De plus, elle
permet de préserver I’intégrité des molécules sensibles aux variations thermiques (Escribano-

Bailon et Santos-Buelga, 2003 ; Al- bandak et Oreopoulou, 2007).

La macération a éte réalisée a froid en utilisant trois solvants I’eau, 1’éthanol et I’acétate
d’éthyle a un rapport de 1/10: p/v dans le but d’extraire les composés bioactifs. Trois extraits
ont ainsi été obtenus a partir de cette méthode. L aspect des extraits est généralement pateux,
avec une variation de couleur selon le solvant utilisé. L’aspect et la couleur de chaque extrait

sont récapitulés dans le tableau suivant (Tableau 2).

Tableau 2 : Aspect et couleur des extraits de Ruta graveolens

Aqueux Pateux Marron
Ethanol Péteux Verte
Acétate d'éthyle Pateux Verte foncé
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La couleur observée dans les extraits résulte de la présence de divers types de pigments
naturels, notamment les chlorophylles, les caroténoides (comme les caroténes, les lycopénes,
les lutéines et les flavoxanthines), les anthocyanes et les flavonoides tels que les flavones et
les flavonols (Solovchenko et al., 2019 ; Atia et Troudi, 2023).

Le rendement d’extraction a été calculé en fonction de la masse initiale de poudre obtenue
a partir des feuilles de Ruta graveolens. Les résultats ont été présentés sous forme de
pourcentage. Ces données sont illustrées dans la figure suivante (Figure 07).

Rendement d'extraction (%o)
30 - 253
‘)5 -+
7 -
20 12,5
15 A
10 -
1,7

51 e
0 T T 1

Aqueux Ethanolique Acétate d'éthyle

Figure 07 : Rendements d’extraction des différents extraits de Ruta graveolens.

Le calcul du rendement d’extraction a montré une variation significative entre les
pourcentages obtenus selon le type du solvant utilisé. Ainsi, il ressort de ces résultats que
I’extrait éthanolique a présenté le rendement le plus élevé soit 25,3 %, suivi de I’extrait
aqueux avec un taux de 12,5 %, tandis que I’extrait d’acétate d’éthyle a montré le rendement

le plus faible avec seulement 1,7 %.

Le rendement élevé de I’extrait éthanolique peut étre attribué a la polarité de 1’éthanol, qui
lui permet de solubiliser une large gamme de composés bioactifs des feuilles de Ruta
graveolens tels que les composes phénoliques. L’extrait aqueux, bien que présentant un
rendement inférieur a celui de I’éthanol, sa capacité¢ modérée a extraire certains composés
peut étre s’expliquer par que I’eau est un solvant fortement polaire, est connu pour extraire
une vaste diversité de molécules, y compris une proportion significative de composés non

phénoliques tels que les glucides et les proteines (Telli, 2017). En revanche, I’extrait a
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I’acétate d’éthyle a affiché le rendement le plus faible (1,7 %), ce qui indique une faible

présence de composés lipophiles ou faiblement polaires solubles dans ce solvant.

Ces résultats soulignent I’'importance du choix du solvant en fonction de la nature
chimique des composes ciblés, et mettent en évidence ’efficacité de la macération a froid
pour préserver l’intégrité des substances thermosensibles. Cette méthode traditionnelle
efficace permettant d’extraire les composés biologiquement actifs des plantes. (Ouedraogo et
al., 2021). Cependant, il a été prouvé que des durées d'extraction plus longues n'amélioraient

pas nécessairement le rendement de I'extraction (Michel, 2011).

L’extraction des principes actifs est une étape cruciale pour la valorisation de ces
composés, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs propriétés
biologiques. En général, I'extraction des divers composants des plantes est principalement
réalisée a l'aide de solvants organiques purs ou mixte avec 1’eau. Par ailleurs, 1'association de
solvants tels que le méthanol, I'éthanol et I'acétone avec de I'eau font améliorer I'extraction des
composés phénoliques. Dans cette étude, il ressort que la macération par 1’éthanol est la
meilleure technique d’extraction par rapport les autres solvants. Toutefois, 1’éthanol aqueux
est 'un des solvants les plus utilisés pour extraire les composés phénoliques a partir des
maticres végétales, vu qu’il permet I’extraction de plusieurs groupes de ces compos€s comme

. les flavonoides et leurs glycosides, les catéchols et les tanins (Abcha, 2020).

De nombreuses études ont été réalisées sur Ruta graveolens en utilisant diverses parties de
la plante, solvants et techniques d'extraction, permettant une comparaison pertinente avec nos
résultats. Selon une étude menée par Velmurugan et al. (2022), les feuilles de Ruta graveolens
ont été collectés dans une région proche d'Arbaminch, puis extraits par macération aqueuse
avec un ratio de 1:2 (p/v) pendant 72 heures, ce qui a donné un rendement de 8 %, inférieur a
celui obtenu dans notre étude (12,5 %). En revanche, dans 1’étude d’Al Qaisi et al. (2021), les
parties aériennes de la plante, collectées en Jordanie, ont été extraites par maceration
méthanolique, donnant un rendement de 23,51 %, légerement inférieur au nétre (25,3 %).
Selon I’étude de Barbouchi et al. (2024), les feuilles de la plante, prélevées au Maroc, ont été
extraites par infusion aqueuse, ce qui a conduit a un rendement de 19,65 %, tandis que
I’extraction par Soxhlet a permis d’obtenir des rendements plus élevés : 26,36 % avec
I’éthanol et 14,46 % avec I’acétate d’éthyle, nettement supérieurs a notre rendement obtenu
avec ce solvant (1,7 %). Enfin, dans I’¢tude de Jaradat (2016), les échantillons ont été

prélevés en Palestine, et I’hydrodistillation des feuilles pendant 60 minutes avec un ratio de

20



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

1:5 (p/v) a donné un rendement faible de 1,2 %. Contrairement a notre étude, dans laquelle
I’échantillon (feuilles) a été séché a I’¢tuve, les autres travaux rapportent un séchage a
température ambiante a ’ombre (Al Qaisi et al., 2021 ; Jaradat, 2016), ou a I’air libre
(Barbouchi et al., 2024), tandis que 1’étude de Velmurugan et al. (2022) mentionne un

séchage a I’ombre, sans précision claire de la température

D’autres études ont également été menées sur le genre Ruta. Parmi lesquelles, le travail de
Barbouchi et al. (2024), sur les feuillles d’espéce Ruta chalepensis qui ont montré un
rendement de 23,23 % avec 1’cau distillée, 29,21 % avec I’éthanol et 6,87 % avec 1’acétate
d’¢éthyle. Ces résultats sont tous supérieurs a ceux obtenus dans notre €tude, a I’exception de
I’extrait éthanolique dont le rendement (25,3 %) reste proche. Par ailleurs, une
hydrodistillation réalisée par Jaradat (2016) sur les feuilles de Ruta chalepensis pendant 60
minutes a également produit un rendement trés faible de 0,6 %. Autant, les extraits
méthanolique obtenus du Ruta montana L. et Ruta tuberculata Forsk. ont déterminé des
rendements 23,94 % et 12 % respectivement (Chaibeddra, 2014). Selon Mahmoudi et al.
(2013), I'extrait d'acétate d'éthyle de R. tuberculata a donné un rendement de 0,22 %, ce qui

représente une faible extraction par ce solvant.

Cependant, il reste complexe d'établir une comparaison précise avec les données de la
littérature, car le rendement est une notion relative. Celui-ci dépend notamment des
caractéristiques génétiques des plantes, de leur origine géographique, des conditions et de la
durée de conservation des récoltes, ainsi que des techniques d’extraction utilisées. Ainsi, le
choix d'un solvant adapté constitue une des phases les plus cruciales dans I'optimisation de
I'extraction des polyphénols, flavonoides et autres composés antioxydants (Falleh, 2008 ;
Abcha, 2020; Tounsi, 2020). Généralement, la solubilité des polyphénols dépend
principalement du nombre de groupements hydroxyles, de poids moléculaire et de la longueur
de la chaine carbonique de squelette de base (Mahmoudi et al., 2013). Subséquemment, la
grande diversité structurale des composés phénoliques découle une grande variabilité de leurs
propriétés physico-chmiques rendant impossible une présentation unique et générale
(Ribéreau-Gayon, 1968).

1.2 Criblage phytochimique

Compte tenu de la grande variété des composés naturels produits par les plantes, nombre
d'entre eux possédent des propriétés antioxydantes. Un criblage phytochimique a éeté réalisée

comme étape préliminaire essentielle pour détecter qualitativement les composants actifs
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potentiels dans les extraits végétaux, telles que les composés phénoliques, terpénes, azotés et
les composés réducteurs. 1ls sont exprimés en fonction du type de réaction observée, qui est

lié a I'intensité du précipité ou de la coloration résultante.

Cette analyse a été réalisée sur les extraits prépares a partir des feuilles de la plante Ruta
graveolens en utilisant trois solvants différents : I'éthanol, lI'acétate d'éthyle et l'eau. Les

résultats obtenus ont été résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3 : Criblage phytochimique des extraits des feuilles de Ruta graveolens.

Flavonoides ++ - -

Tanins +++ +++ ++

Terpénoides - - -

Coumarines + - -

Anthocyanine + + -
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Quinones libres

Alcaloides +++ ++ -
Composes réducteurs - - -
Saponosides - - -

Stéroides - ++ 4+

Absence (-), Faiblement présent (+), Moyennement présent (++), Fortement présent ( +++)
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D’aprés les résultats du criblage phytochimique des extraits de Ruta graveolens, nous
observons une variation notable dans la présence des groupes chimiques selon le solvant
utilisé. 1l est a noter que les flavonoides sont uniquement présents dans I'extrait aqueux, tandis
que les tanins et les alcaloides sont principalement présents dans les extraits aqueux et
éthanoliques. Les tanins sont présents en forte concentration dans ces deux extraits, tandis que
les alcaloides sont bien représentés dans I'extrait aqueux et modérément présents dans I'extrait

éthanolique.

Quant aux stéroides, leur présence est significative dans l'extrait d'acétate d'éthyle. Les
terpénoides, les coumarines et les anthocyanines sont pratiquement absents ou faiblement
présents dans tous les extraits, particulierement dans les extraits aqueux et éthanoliques.
Tandis que, les composés réducteurs, les saponosides et les quinones libres n'ont pas été
détectés dans aucune des solutions analysées. La distribution des métabolites secondaires peut
changer pendant la croissance de la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques (la
température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des
métabolites secondaires tels que les polyphénols (Ouahida et al., 2016).

Ces resultats sont en partie en accord avec I'étude de Azalework et al. (2017) sur les
feuilles de Ruta graveolens, notamment concernant la présence des flavonoides, des tanins et
des alcaloides dans les extraits aqueux et éthanoliques. En revanche, ils different quant a la
présence des saponines et des terpénes, mais absents ou faiblement présents dans nos extraits.
De plus, la présence marquée des stéroides dans 1’extrait d’acétate d’éthyle n’a pas été détecté

dans I'étude citée.

Egalement, le travail de Gouami et Nebili (2020), sur la composition phytochimique de
Ruta graveolens, a montré la présence des flavonoides (flavoneles, flavone, anthocyanes), des
tanins catéchique, des terpenes, des stéroides, des alcaloides et des huiles essentielles. Ainsi,

ils ont déclaré I’absence des tanins galliques, les saponines waet les quinones.

La variation de la composition chimique des plantes peut étre influencée par plusieurs
criteres, qu'ils soient geographiques, physicochimiques ou biologiques tels que : le lieu de
récolte et son environnement, la luminosité, les précipitations, le relief, la saison, la nature des
sols, la salinité, le moment de la récolte, le patrimoine génétique, la partie de la plante étudiée,
conditions et la durée de la récolte et de stockage ou la méthode d'extraction employée
(Falleh et al., 2008; Malik et al., 2012; Akhtar et al., 2018; Serondo et al., 2022).
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1.3 Analyses quantitatives

L'analyse quantitative des composés phénoliques des extraits de Ruta graveolens a été
réalisée a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible pour déterminer leur teneur en phénols
totaux, flavonoides, tanins et acides phénoliques. Les composés phénoliques (tels que les
flavonoides et tanins) représentent le groupe majeur impliqué dans I'activité antioxydante des

végetaux, ce qui justifie leur sélection pour cette étude (Ouahida et al., 2016).

Les quantités de ces composés ont été déterminées en milligrammes d'équivalents de
I'étalon utilisé par gramme de la matiere seche (mg EE/g MS) en utilisant I'équation linéaire
(y = ax+b). alors, des courbes d’étalonnage ont été établies a partir de solutions standards de

concentrations différentes.

11.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de Ruta graveolens a été effectué selon
la méthode de Singleton-Rossi, a l'aide du réactif Folin-Ciocalteu. Cette technique repose sur
la réduction du réactif de Folin-Ciocalteau en milieu alcalin par les groupes oxydables des
composés phénoliques, ce qui conduit a la création de complexes ayant un pic d'absorption a
760 nm. L'intensité de ce pic est proportionnelle a la quantité totale de phénols présente dans
I'extrait (Li et al., 2007 ; Bentabet et al., 2014). Pour cet objectif, une courbe d'étalonnage a

été établie (Figure 08) en utilisant différentes concentrations d'acide gallique.

R? = 0,999
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Concentration de I'acide gallique (mg/mL)

Figure 08: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Les resultats du dosage des phénols totaux sont présentés en milligrammes équivalent
d'acide gallique par gramme de matiére végétale seche (mg EAG/g MS). Ainsi, les résultats

d’analyse colorimétrique sont illustrés dans la Figures 09.
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Figure 09 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits de Ruta graveolens.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en composés phénoliques totaux varient
sensiblement selon le type de solvant utilisé pour ’extraction. Ces teneurs s’étendent de
0,81+0,006 a 15,55+0,0095 mg EAG/g MS. La teneur la plus élevée a été enregistrée dans
I’extrait aqueux (15,55+0,0095mg EAG/g MS), suivie de I’extrait éthanolique (1,95+0,017
mg EAG/g MS), tandis que I’extrait a 1’acétate d’éthyle présente la teneur la plus faible
(0,81+0,006 mg EAG/g). Ces résultats indiquent que 1’eau est le solvant le plus efficace pour
I’extraction des polyphénols totaux, contrairement a 1’acétate d’éthyle qui semble le moins

adapté a cet effet.

Par ailleurs, les conditions d'extraction et les solvants utilisés ont des effets remarquables
sur le taux des composés phénoliques extraits. Le taux trés élevé des polyphénols dans
I’extrait aqueux peut étre dii a leur grande solubilité¢ dans les solutions tres polaires. Des
différents travaux confirment que I’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la
solubilité des polyphénols par modulation de la polarité du solvant organique. Cette
augmentation est peut-étre due a I'affaiblissement des liaisons d’hydrogene dans les solutions
aqueuses. Elle pourrait également étre due a l'augmentation de 1’ionisation des polyphénols
dans de telles solutions (Mahmoudi et al., 2013 ; Abcha, 2020).
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En outre, il est connu que les composés phénoliques solubles sont majoritairement
localisés dans les vacuoles cellulaires, tandis que la majorité des lignines, flavonoides et
polyphénols non solubles se situent dans la paroi cellulaire, ou ils sont liés par des liaisons
hydrogene et hydrophobes a des protéines et polysaccharides (Machiex et al., 2005). L'eau,
lorsqu'elle contient une concentration adéquate de solvant organique, peut pénétrer les
cellules. Toutefois, une concentration élevée de solvant organique peut entrainer la
dénaturation des protéines, ce qui empéche la dissolution des polyphénols et affecte
I'extraction (Abcha, 2020).

Egalement, 1’utilisation de solvants tels que 1’éthanol, 1’eau ou 1’acétate d’éthyle ne permet
pas d’extraire uniquement les polyphénols, mais entraine également la solubilisation d’autres
composes non phénoliques, comme certains sucres et protéines. Ces substances peuvent
interférer lors de la quantification des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu. En
effet, la faible spécificité de ce réactif constitue une des principales limites de cette méthode
colorimétrique. Bien qu’il soit simple & utiliser et trés sensible, le réactif réagit avec tous les
groupes hydroxyles réducteurs, pas uniquement ceux des composés phénoliques (Singleton et
Rossi, 1965 ; Vuorela, 2005).

Bien que, plusieurs études antérieures ont rapporté des teneurs en polyphénols totaux de
Ruta graveolens généralement plus élevées que celles obtenues dans notre étude. Malgré que,
la partie utilisée dans cette étude est les feuilles qui sont le siege de la photosynthése.
Geénéralement, cette partie est caractérisée par sa richesse en composés phénoliques qu’ils
interviennent dans la protection de cette partie vis-a-vis différents types de stress (lumineux,

hydrique, thermique, salin. etc.) (Telli, 2017).

Par exemple, Barbouchi et al. (2024), ont analysé les feuilles a 1’aide d’une extraction par
Soxhlet, en utilisant de 1’acétate d’éthyle comme solvant, obtenant une teneur trés élevée de
104,60 £ 0,45 mg EAG/g. Une autre étude a été menée par Asgharian et al. (2020), dont ils
ont rapporté une teneur nettement plus faible pour I’extrait éthanolique, de 14,1 + 0,47 mg
EAG/g. En ce qui concerne la partie aerienne de cette plante, Yu et al. (2021) ont procédé par
extraction a I’aide d’un mélange hydro-méthanolique, obtenant 24,96 + 0,19 mg EAG/g.
Tandis que, Al Qaisi et al. (2021) ont opté pour le méthanol pur, avec un résultat de 25,53 +
0,49 mg EAG/qg.

27



Chapitre 11 : Résultats et Discussion

Les études précédentes sur les feuilles du genre Ruta ont été montrées également une
grande variation des teneurs en phénols totaux. Barbouchi et al. (2024) ont été réalisés une
étude sur Ruta montana par extraction a I’aide le Soxhlet dans 1’acétate d’éthyle, révélant une
teneur élevée de 146,42 £ 0,76 mg EAG/qg. lls ont encore mené une autre étude sur lI'espece
Ruta chalepensis, utilisant le méme solvant, et ont été rapportés une teneur de 68,64 + 0,63
mg EAG/g. En revanche, une étude Saadaoui et al. (2006) portée sur la méme espéce, mais
utilisant une extraction au méthanol, a donné une teneur bien plus faible de 4,65 mg EAG/g.

Par conséquent, les différences observées entre ces études et la notre peuvent s’expliquer
par plusieurs facteurs, notamment la nature du solvant utilisé, la méthode d’extraction
appliquée, ainsi que la partie de la plante analysée. D’autres éléments, tels que la variété
botanique, la période de récolte ou les conditions environnementales, pourraient également
influencer significativement la teneur en polyphénols (Falleh et al., 2008 ; Baba Ouyoub,
2017).

11.3.2 Dosage des flavonoides

Les flavonoides représentent un vaste groupe de plus de 6000 composés naturels, jouant un
réle essentiel en tant que pigments responsables des couleurs jaune, orange et rouge observées
dans divers organes végétaux (Ghedira, 2005). Pour leur quantification, la méthode de
Lamaison et Carnat (1991) a été réalisée, en utilisant le trichlorure d’aluminium (AICI3) qui
permet la formation d’un complexe de couleur jaunatre avec les groupement hydroxyles des
flavonoides, particulierement stable, dont I’absorption maximale en UV est observée a une
longueur d’onde de 409 nm. Alors, c’est une méthode simple, efficace et peu colteuse (Ekpo
et al., 2020).

Le contenu des flavonoides dans les extraits des feuilles du R. graveolens a été effectuée en
utilisant une courbe d'étalonnage basée sur la rutine comme standard (Figure 10).
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Figure 10 : Courbe d'étalonnage de la rutine.

La courbe représentée a la Figure (10) permet d’estimer les teneurs en flavonoides,
exprimées en milligrammes d’équivalent de la rutine (ER) par gramme de matiére végétale

seche (MS) (mg ER/g MS) (Figure 11).

Teneur en Flavonoides (mg ER/g MS)
1.40 1,26
1,20
1,00
0.80
0,60
0.40

0,20

0,00

Aqueux Ethanolique Acétate d'éthyle

Figure 11 : Teneur en flavonoides des extraits de Ruta graveolens.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en flavonoides s’étendent selon le type de
solvant utilisé pour I’extraction. Ces teneurs vont de 0,64 a 1,26 mg ER/g MS, en fonction de

la polarité de chaque solvant. La teneur la plus élevée a été enregistrée dans I’extrait aqueux
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(1,26 +0,045 mg ER/g MS), suivie de I’extrait éthanolique (0,70 0,047 mg ER/g MS), tandis
que D’extrait d’acétate d’éthyle présente la teneur la plus faible (0,64 £0,038 mg ER/g MS).

Au regard de ces résultats, nous pouvons constater que 1’extrait aqueux des feuilles de R.
graveolens est plus riche en flavonoides par rapport aux ceux d’éthanol et d’acétate d’éthyle.
Ceci, est peut étre expliqué par la nature des composés flavonoidiques qui sont solubilisés
préférentiellement dans I’ecau. Malgré que 1’éthanol est bien cité parmi les meilleurs solvants
permettant d’extraire le maximum des composés phénoliques (Mahmoudi et al., 2013) ;
Abcha, 2020). L’utilisation de solvants a polarité différentes permet de séparer les composés
de la poudre de feuilles selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction et donc
permet de séparer ses flavonoides selon leur degré de glycosylation (flavonoides aglycones,
mono, di et tri-glycosylés) (Ouahida et al., 2016). De ce fait, la majorité des flavonoides de la
plante R. graveolens sont glycosylés ce qui favorise leur solubilisation dans 1’eau. Ainsi, ces
résultats confirment nos résultats qualitatifs du criblage phytochimique ou nous avons noté la

présence des flavonoides exclusivement dans 1’extrait aqueux.

En termes de comparaison avec d'autres études, ces résultats sont nettement inférieures a
ceux obtenus par Al Qaisi et al. (2021) qu’ils ont a révélé une teneur de 6,66 + 0,31 mg ER/g
pour I’extraite au méthanol de la partie aérienne. Tandis que, 1’étude d’Asgharian et al.
(2020), ou I’éthanol a 70 % a été employé comme solvant d’extraction, a montré un taux
égale a 15,8 £ 0,19 mg ER/g.

En général, les changements dans les spectres d'absorption des flavonoides dépendent des
modifications chimiques : hydroxylation, méthylation, glycosylation, condensation avec
d'autres molécules, qu'elles soient phénoliques ou non. Par ailleurs, les propriétés
physicochimiques de I'environnement sont aussi responsables de changements significatifs
dans les spectres d'absorption : le pH, la concentration en métaux, l'interférence avec d'autres
composés, ainsi que la solubilité qui est influencée non seulement par la polarité du solvant
d'extraction mais également par le nombre et la position des groupements hydroxyles libres, le
poids moleculaire et méme le nombre, le type et la position de la liaison entre les glucides et
les flavonoides (Bourgou et al., 2016 ; Telli, 2017).

11.3.3 Dosage des tanins condensés

Les tanins sont des composés fortement hydroxylés, appartenant au groupe des composés
phénoliques de haut poids moléculaire (Alkurd, 2008). Ils sont caractérisés par une saveur
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astringente. Ainsi, ils sont présents dans différentes parties de la plante, notamment les
feuilles, 1’écorce, le bois, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). La teneur en tanins
condensés des feuilles de R. graveolens a été déterminée selon la méthode de Sun et al.
(1998) a I’aide du réactif vanilline-HCI, reposant sur la formation d’anthocyanidols de couleur
rouge facilement analysables a 510 nm (Beddou, 2015). La catéchine a été utilise comme

étalon dans ce dosage.

La quantification des teneurs a été déterminée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage de la

catéchine (Figure 12).
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Figure 12 : Courbe d'étalonnage de la catéchine.

La courbe illustrée dans la Figure (12) permet d’évaluer la concentration en tanins
condensés des différents extraits de R. graveolens, exprimée en milligrammes d’équivalent

catéchine (EC) par gramme de matiére végétale seche (mg EC/g MS).
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Figure 13 : Teneur en tanins condensés des différents extraits de Ruta graveolens

D’aprés ces résultats, on remarque une variation des teneurs en tanins selon le solvant
utilisé pour I’extraction. Cette variabilité est étroitement liée a la polarité du solvant. En effet,
les teneurs en tanins condenses des extraits obtenus varient entre 0,018 et 0,035 mg EC/g MS.
La teneur la plus élevée est enregistrée dans I’extrait aqueux avec une valeur de 0,035+0,099
mg EC/g MS, ce qui suggére une meilleure extraction des tanins avec ce solvant. Elle est
suivie par ’extrait d’acétate d’éthyle, dont la teneur est de 0,028+0,009 mg EC/g MS,
indiquant une efficacité modérée de ce solvant dans I’extraction des tanins. La teneur la plus
faible est observée dans 1’extrait éthanolique, avec une valeur de 0,018+0,004 mg EC/g MS,
ce qui montre que ce solvant est le moins efficace pour extraire les tanins des feuilles de Ruta

graveolens.

En comparant les résultats obtenus sur les feuilles de Ruta graveolens extraites par
macération, notre teneur en tanins a 1’éthanol 0,018 + 0,005 mg/g MS est proche de celle de
I’étude Lakhdari et Mohammedi (2023) qui était de 0,025 mg/g MS. L’étude Bekkar et al.
(2021), utilisant aussi la macération sur les feuilles de Ruta chalepensis, ont été révélés des
teneurs nettement supérieure a nos extraits avec des valeurs égales a 17,18 + 0,005 mg/g et

18,97 £ 0,002 mg/g pour les extraits aqueux et méthanolique respectivement.

Les tanins condensés, aussi appelés tanins non hydrolysables, constituent une catégorie de
composés phénoliques dérivés de la condensation des flavane-3-ols (possiblement des
flavane-3,4-diols) issus de la (+)-catéchine ou de ses multiples isoméres. lls sont des

composés dont la complexité varie en fonction de la nature des composants impliqués et du
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type de condensation. Sous un traitement a chaud avec des acides, elles se transforment en
pigments de teinte rougeétre, appelés anthocyanidols. L'extraction de ces substances est
déterminée par leur degré de polymérisation, le type de solvant employé et les conditions

d'extraction mises en ceuvre (Macheix el al., 2005 ; Sebrou et Haouari, 2018).

D'aprés Baba Ouyoub (2017), la présence de liaisons covalentes de type C-C entre les
unités flavan-3-ols influence la solubilité des tanins condensés. On pourrait donc avancer que
les faibles concentrations en tanins condensés présents dans les extraits des feuilles pourraient
étre attribuées soit a la faible capacité de dissolution de ces molécules dans les trois solvants

choisis pour I'extraction, soit a une réelle pauvreté de cet organe en tanins condensés.

En outre, la technique vanilline-HCI, basée sur I'interaction du cycle A des anthocyanidines
avec un aldéhyde aromatique, comme la vanilline. Bien que rapide, elle présente une faible
reproductibilité due a la concentration en vanilline, le type de standard, la concentration et la

nature de I'acide, la durée de réaction et le type de solvant (Schofield et al., 2001).

En général, grace a leur masse moléculaire élevée et au haut degré d’hydroxylation de
leurs noyaux aromatiques, les tanins se caractérisent par un potentiel antioxydant trés éleve.
Cette activité repose sur leur aptitude a piéger les radicaux libres, a chélater les métaux de
transition, a inhiber les enzymes prooxydants et a prévenir la peroxydation lipidique
(Koleckar et al., 2008).

11.3.4 Dosage des acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent un groupe de polyphénols aux fonctions biologiques
variées chez les plantes. Ils interviennent dans leur croissance, leur coloration, leurs propriétés
organoleptiques, ainsi que dans la protection contre le stress oxydatif (Kawsar et al., 2008 ;
Challacombe et al., 2012). Leur quantification a ¢été effectuée a 1’aide de la méthode
d’Arnow (1937), avec I’acide caféique comme standard pour 1’élaboration de la courbe

d’étalonnage (Figure 14).

33



Chapitre II : Résultats et Discussion

0.16 A
0.14 A
0.12 -
0.1 -
R*=0,993
0.08 - <,

0.06 -

Absorbance nm

0.04

0.02

0 T T T T 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentration de l'acide caféique (mg/mL)

Figure 14 : Courbe d'étalonnage de I’acide caféique.

La Figure 15 présente la variabilité des concentrations des acides phénols pour les
différents extraits de Ruta graveolens. Les résultats sont exprimés en milligrammes
d’équivalents d’acide caféique (EAC) par gramme de la maticre végétale seche (mg EAC/g
MS).
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Figure 15 : Teneur en acides phénoliques de différents extraits de Ruta graveolens.

Les résultats obtenus montrent que les teneurs en acides phénoliques vont de 0,088 a 0,134
mg EAC/g MS. La teneur la plus élevée a été observée dans 1’extrait d’acétate d’éthyle, avec

une valeur de 0,134 + 0,000 mg EAC/g MS, indiquant une bonne efficacité de ce solvant pour
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I’extraction des acides phénoliques. Elle est suivie par I’extrait éthanolique, dont la teneur est
de 0,102 + 0,027 mg EAC/g MS. La teneur la plus faible a été enregistrée par 1’extrait aqueux,
avec une valeur de 0,088 = 0,033 mg EAC/g MS, ce qui montre une extraction moins efficace

des acides phénoliques avec ce solvant.

Les taux faibles enregistrés dans I’extrait aqueux et éthanolique peuvent étre dus a
I’estérification de différentes fonctions alcools des acides phénols ce qui diminue leur
polarité. Egalement, les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique ou de I’acide cinnamique
peuvent étre méthylés, ce qui conduit a la diminution de la polarité de ces composés, ce qui
par conséquent peut justifier la richesse de I’extrait d’acétate d’éthyle par ces composés

(Bruneton, 2009).

Dans la plante, la nature chimique des acides phénols, allant de composés simples a
fortement polymérisés, influence leur solubilité. Cette diversité structurale qui est a I'origine
de la large variation des propriétés physico-chimiques influant sur le processus d'extraction
(Telli, 2017). Bruneton (2009) a affirmé que I'extraction de ces composés, de préférence a
partir de matériel frais, est habituellement réalisée a I'aide d'un alcool (comme le méthanol) ou
d'acétate d'éthyle. Cependant, pour minimiser la quantité de substances lipophiles extraites et
prévenir une estérification partielle des acides phénoliques, une solution hydro-alcoolique
peut étre utilisée. De plus, ces solvants organiques purs ne parviennent pas a extraire
entierement les acides phénols hautement polaires (tels que les acides benzoique et
cinnamique). 1l est conseillé d'utiliser des mélanges d'alcools-eau ou d'acétone-eau (Aitfella,
2010 ; Boulkroune, 2012).

1.4 Evaluation du pouvoir antioxydant

Un excés de radicaux libres dans le corps et une insuffisance du systéeme de défense interne
constituent des éléments clés dans la physiopathologie de diverses maladies (pathologies
cardiovasculaires, neurologiques et processus néoplasiques). A I'heure actuelle, les travaux de
recherche cherchent a renforcer ces défenses internes grace a des composés naturels dérivés
des plantes, qui possedent des propriétes antiradicalaires. L'augmentation de I'intérét pour les
bienfaits antioxydants sur la santé a conduit a I'¢laboration d'une multitude de tests pour
évaluer le potentiel antioxydant des extraits naturels (Abdalla et Roozen, 1999 ; Ben-
Moussa et al., 2020). Les extraits naturels sont des combinaisons de divers composeés,

présentant différents groupements fonctionnels, polarités et propriétés chimiques. De ce fait,
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des analyses multiples pour déterminer le potentiel antioxydant des extraits seraient non

seulement plus informatif, mais également indispensable (Ozturk et al., 2007).

Geénéralement, il existe une vaste gamme de méthodes analytiques pour évaluer la capacité
antioxydante en neutralisant divers radicaux. Ces méthodes impliquent le mélange d’especes
oxydantes, tels que des radicaux libres ou des complexes métalliques oxydés, avec un
échantillon qui contient des antioxydants capable d’inhiber la génération de radicaux (Benzid
et Litim, 2016). Dans cette étude, I’activité antioxydante des différents extraits du Ruta
graveolens est évaluée in vitro par trois tests chimiques : balayage du radical libre DPPHse,

balayage du radical cation ABTSe+ et le pouvoir de réduction ferrique (test FRAP).

11.4.1 Test du DPPH

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazl (DPPHe) est un radical libre stable, en acceptant un
¢lectron ou un radical hydrogene devient stable. L’effet des antioxydants sur ce radical se
traduit par leurs capacités a lui donner un atome d’hydrogeéne. La réduction de DPPHe est
déterminée par le changement de couleur du violet vers le jaune (Atoui et al., 2005).
L'intensité de la décoloration est proportionnelle au pouvoir antioxydant (Habibou et al.,
2019). La réaction est alors quantifiée en mesurant 1’absorbance de la solution par

spectrophotométrie a 517 nm.

Bien que, 1Cso, la concentration des extraits nécessaire pour piéger 50% de radicaux libres,
est calculée graphiquement en tracant les pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations des fractions utilisées (Bertoncelj et al., 2007).

La variation du pourcentage d'inhibition en fonction des différentes concentrations
(mg/mL) des divers extraits de feuilles de Ruta graveolens ainsi que des antioxydants

standards sélectionnés est illustrée dans la Figure 16.
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Figure 16 : Courbes montrant la variation du pourcentage d’inhibition 1% du radical DPPHe

en fonction de la concentration des divers extraits de Ruta graveolens et des antioxydants

standards.

Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés a partir des tracées précédents, nous ont

permis de déterminer la concentration d’inhibition a 50% des antioxydants présents dans les

extraits exprimés en mg/mL. De méme, nous avons calculé les I1Cso de I’acide ascorbique et
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du Trolox afin de les comparer avec ceux des extraits testés. Les valeurs d’ICso obtenues sont

résumées dans le tableau suivant (Tableau 4) :

Tableau 4 : Valeurs d’ICsp de I’activité anti-oxydante déterminée par le test DPPH des

différents extraits de Ruta graveolens et les antioxydants standards.

Extraits 1Cs0 mg/mL

Extraits de Ruta graveolens

Aqueux 1,041 + 0,010
Ethanol 1,338 + 0,023
Acétate d’éthyle 0,064 + 0,000

Antioxydants standards
Trolox 0,010 + 0,000

Acide ascorbique 0,017 + 0,000

La capacité antioxydante des différents extraits est inversement proportionnelle aux valeurs
d’ICso d'un composé. De ce fait, a faible valeur d’ICsp, I’antioxydant est trés efficace et
puissant dans I’inhibition ou le piégeage du radical (Khoudali et al., 2014). D’aprés les
résultats du test de piégeage du radical libre DPPHe, notre plante a montré une activité
importante. Nous notons des valeurs d’ICso des différents extraits des feuilles de Ruta

graveolens varient globalement entre 0,064 et 1,338 mg/mL.

Ainsi, nos résultats révelent que parmi les extraits étudiés, celui obtenu avec 1’acétate
d’éthyle a présenté 1’activité antioxydante la plus élevée, avec une ICso de 0,0643 mg/mL.
L’extrait aqueux arrive en deuxiéme position avec une ICso de 1,041 mg/mL, tandis que
I’extrait éthanolique a affiché la plus faible activité, avec une valeur de 1,338 mg/mL. Autant,
les deux extraits (aqueux et éthanolique) représentés des valeurs d’ICso trés proches, ce qui
peut expliquer par la présence des mémes molécules spécifiques et actifs chez les deux

extraits. A des fins comparatives, ces résultats sont inférieurs a ceux des antioxydants de
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référence, Trolox et 1’acide ascorbique, qu’ils ont montré des valeurs d’ICsp égales 0,010 et

0,017 mg/mL respectivement.

Une étude menée par Boudaba et Benabbes (2022) a montré que la concentration
d’extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPHe est égale 36,0555 mg/mL lorsque
I’extraction a été menée par ’acétate d'éthyle, cette valeur est nettement supérieure a celle
trouvée par notre étude ; ce qui montre la grande efficacité anti-radicalaire de nos extraits vis-
a-vis le radical DPPHe.

Parallélement, 1’é¢tude de Giresha et ses collaborateurs (2015) sur les extraits aqueux et
éthanoliques des feuilles de Ruta graveolens en utilisant la méthode d'extraction par Soxhlet ;
dont ils ont constaté que 1’extrait éthanolique est celui qui représente la meilleure capacité a
neutraliser le radical DPPHe. avec un effet anti-radicalaire de 3,27 pg/mL. Autant, Sghaier et
al. (2018) ont revélé une forte activité anti-radicalaire de Ruta chalpensis, avec des valeurs
d’ICso trés faibles pour les extraits aqueux et méthanolique (0,0541 et 0,0736 mg/mL

respectivement).

En revanche, le travail de Terkmane et al. (2018), utilisant la méthode Soxhlet pour
I’extraction des composés végétaux, a rapporté une activité anti-radicalaire puissante avec
I’extrait aqueux (moins 0,1 mg/mL). Tandis que, I’extrait éthanolique pour méme travail a
également montré une grande efficacité anti-radicalaire contre le radical DPPHe avec une
valeur d’ICsg égale 0,05118 + 0,00114 mg/mL. Ce qui est proche avec notre extrait d’acétate
d’éthyle qui a montré une faible valeur de d’ICso, soit 0,064 mg/mL. Ces résultats soulignent
I’importance du choix du solvant d’extraction et I’influence de la méthode d’extraction sur

I’efficacité des composés bioactifs.

On peut attribuer cette variation a I’action combinée des divers composants dotés de
propriétés anti-radicalaires qu'ils peuvent renfermer (les glycosides, les polyphénoliques, les
peptides, les acides organiques...). On pourrait donc affirmer que la différence du pouvoir
antioxydant entre nos extraits peut étre attribuée a la concentration et/ou a l'existence de
certaines molécules potentiellement actives, telles que les flavonoides et/ou les composés

phénoliques, présentes dans les extraits (Ouahida et al., 2016).

De multiples études sur les caractéres antioxydants des extraits végétaux ont révélé que
leur potentiel a neutraliser les radicaux libres, mesuré par l'essai DPPH, est étroitement

associé a leur concentration en polyphénols totaux. Ce qui confirme que les polyphénols sont
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des antioxydants puissants capables d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer
a I’oxydation des macromolécules. Ces résultats sont conformes a ceux de plusieurs auteurs
qui ont rapporté une telle corrélation positive entre le contenu phénolique total et I’activité
antioxydante. Toutefois, I’activité antioxydante ne dépend pas seulement de la concentration
des polyphénols, mais également de la nature et la structure des antioxydants dans I’extrait.
Généralement, les polyphénols ayant un nombre élevé des groupements hydroxyles présentent
une activité antioxydante trés importante, due a leur pouvoir de donner plus d’atomes pour
stabiliser les radicaux libres (Heim et al., 2002 ; Torres de pinedo et al., 2007 ; Falleh et al.,
2008 ; Ouahida et al., 2016).

Le test DPPH est couramment employé pour mesurer la capacité des composés a agir
comme des pieges a radicaux libres ou des donneurs d'hydrogénes (Kaanin et al., 2012).
C’est une méthode rapide, simple et non couteuse pour mesurer la capacité antioxydante des
extraits vegétaux. Il se distingue par sa capacité a s'adapter a divers échantillons en peu de
temps, et il est suffisamment sensible pour identifier les ingrédients actifs a des concentrations
faibles (Khenfer et Medjouel, 2016). Par ailleurs, les conditions employées (I'usage de
solvants organiques et une basse température) évitent l'auto-oxydation des molécules

examinées (Yi et al., 2008).

11.4.2 Test de piégeage du radical-cation ABTSe+

Le radical cation de 1’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTSe«+)
est stable sous sa forme libre. Ce radical est facilement formé a partir de 1’acide correspondant
par oxydation en présence de persulfate de potassium. D’autres oxydants peuvent étre utilisés,
tels que le dioxyde de manganese (MnQO2) (Nadal, 2009). Ce radical est utilisé pour évaluer le
pouvoir antioxydant de fluides biologiques, de mélanges complexes ou de composes purs. Il
est capable de réagir avec des antioxydants classiques de type phénols et thiols, mais aussi

avec tout composé donneur d’hydrogéne ou d’¢lectron (Rice-Evans et al., 1995).

La concentration de ce radical peut étre déterminée en mesurant 1’absorbance a 734 nm.
Autant, I’ajout d’un antioxydant a une solution contenant ce radical cationique entraine sa
réduction, accompagnée d’une diminution de I’absorbance. Cette diminution dépend de
I’activité antioxydante du composé testé, mais également, dans de nombreux cas, du temps de

réaction et de la concentration (Re et al., 1999).
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L’activité antioxydante des extraits des feuilles de Ruta graveolens a été évaluée en

mesurant la décoloration du milieu réactionnel, aprés obtention d’une absorbance stable du

témoin et 1’ajout de 1’extrait végétal antioxydant. Le calcul des pourcentages d’inhibition (1%)

pour chaque concentration d’extrait a permis d’établir une régression linéaire entre ces

pourcentages et les différentes concentrations des extraits ainsi que celles des antioxydants de

référence (Trolox et acide ascorbique) (Figure 17).
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Figure 17 : Courbes montrant la variation du [% du radical ABTS++ en fonction de la

concentration des divers extraits de Ruta graveolens et des antioxydants standards.
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A partir de ces courbes, nous avons déduit les valeurs d’ICso de chaque extrait, définies
comme la concentration d’extrait nécessaire pour réduire de 50 % les radicaux d’ABTSe+
dans un milieu réactionnel. Une valeur d’ICso plus faible correspond a une efficacité
antioxydante plus élevée ; cette valeur est exprimée en mg/mL (Dias et al., 2020). De méme,
nous avons calculé les valeurs d’ICso des standards (Trolox et acide ascorbique) afin de les

comparer a celles de nos extraits. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 5.

Tableau 5: Valeurs d’ICsg de ’activité anti-oxydante déterminée par le test d’ABTS des

différents extraits de Ruta graveolens et les antioxydants standards.

Extraits 1Cs0 mg/mL

Extraits de Ruta graveolens

Aqueux 0,081 + 0,012
Ethanol 0,481 + 0,012
Acétate d’éthyle 0,032 £ 0,001

Antioxydants standards
Trolox 0,014 £ 0,000
Acide ascorbique 0,002 + 0,000

D’aprés les résultats présentés dans le Tableau 5, il apparait clairement que nos extraits
possedent une activité antioxydante tres puissante vis-a-vis du radical cation ABTSe+,
indiquant de faibles valeurs d’ICso. Ces valeurs sont comparables a celles de 1’antioxydant
standard, ce qui suggére que nos extraits pourraient constituer une alternative efficace aux
antioxydants de synthése. Ainsi, ces résultats suggérent que nos extraits presentent
globalement une bonne capacité antioxydante, probablement en raison de la présence
abondante de groupements hydroxyles dans les composés phénoliques, leur conférant une

forte réactivité vis-a-vis des radicaux libres (Sokol-Letowska, 2007).

De maniére générale, les valeurs d’ICso varient considérablement entre 0,032 +0,001 et

0,481 0,012 mg/mL. Parmi les trois extraits de R. graveolens testés, I’extrait d’acétate
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d’¢éthyle représente une excellente capacité inhibitrice du radical cation ABTSe+ avec une
d’ICso de 0,032 £0,001 mg/mL. Par contre, une modérée activité antioxydante a été
déterminée pour 1’extrait aqueux (0,081 £0,012 mg/mL). La faible activité anti-radicalaire de
cet extrait peut s’expliquer par la glycosylation des flavonoides, ou les fonctions hydroxyle
donneuses d’électrons sont engagées dans des liaisons glycosidiques (O- glycosides, C-

glycoside) et méme ester ou éther (Baba Ouyoub, 2017).

En ce qui concerne I’extrait éthanolique, il est a noter que son potentiel antioxydant est
moins important par rapport les autres extraits (0,481 mg/mL) qui s’averent incapable de
libérer facilement des protons. Alors, l'activité anti-radicalaire réduite pourrait étre due a
I'inefficacité de cet extrait a fournir un atome d'hydrogene ou un électron unique, et également
a la solubilité limitée de leur composants dans le milieu réactionnel (Noureddine et al.,
2019).

Par ailleurs, les antioxydants de synthése actuellement utilisés dans 1’industrie alimentaire
et pharmaceutique, notamment le BHA, sont suspectés d’avoir des effets nocifs sur la santé
humaine (Contini et al., 2008). La comparaison de I’activité antioxydante de nos extraits avec
celle des antioxydants de référence (Trolox et acide ascorbique) montre que nos extraits
présentent un potentiel inhibiteur des radicaux libres tres élevé, comparable a celui observé
avec les standards. L’extrait d’acétate d’éthyle, en particulier, a affiché le pouvoir antioxydant

le plus élevé avec une valeur d’ICs trés proche de celle du Trolox (0,014 mg/mL).

En termes de comparaison, 1’étude de Boudaba et al. (2022) a montré que la concentration
d’extrait nécessaire pour réduire 50% du radical ABTSe+ est de 1’ordre 0,8661+0,0039
mg/mL lorsque I’extraction a été menée par l'acétate d'éthyle; cette valeur est nettement
supérieure a celle trouvée par notre étude. Tandis que, Poonkodi et al. (2017) ont montré une
activité antioxydante tres efficace pour les extraits de méthanol et d'éther de pétrole avec des
valeurs d’ICso de 0,04832 mg/mL et 0,07905 mg/mL respectivement. Ces résultats confirment
que le choix du solvant joue un role déterminant dans 1’extraction des composé€s bioactifs, en
particulier les composés phénoliques et flavonoide, soulignant ainsi le potentiel prometteur de

I’extrait d’acétate d’éthyle pour le développement de produits antioxydants naturels.

En outre, les résultats de D’activité anti-radicalaire de notre extrait d'acétate d'éthyle
montrent une activité antioxydante plus proche que celle rapportée par Althaher et al. (2024)

sur I’espéce Ruta chalepensis, dont ils ont montré que la concentration d’extrait nécessaire
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pour réduire 50% du radical ABTSe«+ est égale 0,025 mg/mL lorsque I’extraction a été menée
par le méthanol. D’une maniére générale et selon la littérature, ’activité anti-oxydante des
extraits des végétaux dépend du type du solvant d’extraction et de sa polarité, dont la
distribution des substances a activité anti-oxydante entre les différents extraits dépend de

polarité des extraits (Baba Ouyoub, 2017).

11.4.3 FRAP (ferric reducing antioxydant power)

Nous avons évalué l'activité antioxydante des extraits des feuilles de Ruta graveolens en
employant la méthode FRAP. Fréguemment, le pouvoir réducteur est utilise pour évaluer la
capacite d'un antioxydant a donner des électrons. En d'autres termes, le systéme
FeCls/KsFe(CN)g confére a cette technique une sensibilité spécifique pour évaluer les
concentrations de polyphénols participant a la réaction redox (Amarowicz, 2004; Papuc et
al., 2017).

Dans cette étude, le pouvoir réducteur des extraits a été effectué selon la méthode
d’Oyaizu (1986). Elle s'agit d'une méthode simple et rapide pour évaluer Dactivité
antioxydante, basée sur la capacité des polyphénols a réduire le complexe fer ferrique
Fe**/ferricyanide (de couleur jaune) en complexe fer ferreux Fe*'/ferricyanide (de couleur
bleu-vert). Ce changement est mesuré a une longueur d’onde de 700 nm (HowYee Lai et
YauYan Lim, 2011).

L’acide ascorbique a été utilis¢é comme antioxydant de référence (contrdle positif), et son
absorbance a été mesurée dans les mémes conditions expérimentales que les échantillons. Une
augmentation de 1’absorbance refléte une activité antioxydante plus élevée. Le pouvoir
réducteur est exprimé par la valeur Aos, correspondant & la concentration nécessaire pour

atteindre une absorbance de 0,5 (Figure 18) (Ben-Moussa et al., 2020).
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Figure 18 : Pouvoir réducteur a 700nm des extraits de Ruta graveolens et 1’acide ascorbique.
Les valeurs d’Aos pour les différents extraits étudiés et de I’acide ascorbique sont
indiquées dans le Tableau 6.
Tableau 6 : Valeurs des Aos du test FRAP des extraits de Ruta graveolens et I’acide

ascorbique.
Extraits Aos (mg/mL)

Extraits de Ruta graveolens

Aqueux 1,607
Ethanol 5,555
Acétate d’éthyle 2,183

Antioxydant standard

Acide ascorbique 0,075
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Les valeurs Aos revelent que les différents extraits de Ruta graveolens présentent des
pouvoirs réducteurs élevés. Cependant, ce pouvoir réducteur reste inférieur a celui de 1’acide
ascorbique, dont Aos est de 0,075 mg/mL. Nous remarquons ainsi que 1’ensemble des valeurs
d’Aos varient globalement entre 1,607 et 2,183 mg/mL. En effet, I’extrait aqueux présente un
puissant pouvoir réducteur de fer. La capacité reductrice de fer la plus faible est enregistrée

pour I’extrait d’acétate d’éthyle.

Il ressort des résultats regroupés dans le tableau 6 que I’extrait aqueux présente le meilleur
pouvoir réducteur de fer par rapport les autres extraits. L’analyse quantitative a été montrée
ainsi que cet extrait expose les meilleurs teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en
tanins condensés. Ce ci peut étre explique sa puissante capacité réductrice de fer. Alors, la
capacité des extraits végétaux a réduire le complexe fer ferrique varie en fonction des

composés phénoliques présents.

Pareillement, L'activité antioxydante des trois extraits pourrait également étre attribuée a la
présence d'autres composés capables de ceder des électrons, comme les terpénoides
(monoterpéne et sesqueterpéne). De plus, les coumarines, qui ont la capacité de capturer les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles, jouent un réle crucial dans l'inhibition de la
peroxydation des lipides membranaires. Elles possedent une activité antiperoxydante (lgor,
2002).

Dans I’étude de Elansary et al. (2020) portant sur Ruta graveolens, cette plante a présenté
I’activité antioxydante la plus élevée parmi les différentes espéces végétales étudiées. En
revanche, dans 1’étude menée par Terkmane et al. (2018) sur Ruta chalepensis, 1’extrait
éthanolique a montré un pouvoir réducteur plus important avec une valeur d’Cso de 0,660 *
0,0083 mg/mL, tandis que 1’acide ascorbique avait une grande capacité réductrice de fer (ICso
de 0,0407 £+ 0,0011 mg/mL).

La capacité des extraits végétaux a diminuer le complexe fer ferrique est variable,
dépendant des composes phénoliques présents. En effet, ces composes sont genéralement liés
a des agents réducteurs qui ont la capacité d'éliminer les radicaux libres en les transformant en
formes plus stables (Abirami et al., 2014). De méme, bien que nos extraits contiennent moins
de composés phénoliques, ces résultats s'expliquent par la synergie des composés phénoliques

présents dans les extraits. Il est a noter que l'activité antioxydante ne dépend pas seulement de
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la quantité de composés phénoliques, mais également de leur structure (Attou, 2011 ;
Belyagoubi, 2012).

Plusieurs études ont rapporté que 1’activité antioxydante des plantes qui ont des propriétés
thérapeutiques est due a la présence de substances naturelles principalement des polyphénols
(Ouahida et al., 2016). En effet, il existe une relation entre le pouvoir anti-oxydant et la
structure des composés phénoliques (nombre et position des groupements hydroxyles sur le
noyau aromatique de la molécule, glycosylation et présence d’autres groupements donneurs
de protons). Effectivement, il est difficile de clarifier le lien entre les antioxydants et I'activité
antioxydante d'une plante uniquement a partir d'une analyse quantitative, étant donné qu'il y a
un lien non seulement avec le taux d'antioxydants, mais également avec l'interaction entre ces

derniers et d'autres composants, il est essentiel de définir ces composés (Beddou, 2015).
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Comte tenu de la toxicité et/ou des effets secondaires indésirables des molécules de
synthése ainsi que du codt élevé de plusieurs produits pharmaceutiques, les plantes restent la
source prédominante de médicaments pour la majorité de la population mondiale. L’usage de
ces plantes est lié certainement, aux vertus thérapeutiques attribuées aux molécules bioactives
synthétisées par la plante, non seulement en tant qu'agents chimiques luttant contre les
maladies, mais également comme des agents médicinaux parmi les quels les antioxydants
(Nardjis et al., 2022).

Actuellement, les antioxydants naturels apparaissent comme des ingrédients a fort intérét
dans les industries alimentaires et cosmétiques pour remplacer les antioxydants synthétiques
(Pradal, 2016). Pour cela, la recherche des composés naturels font 1’objet de plusieurs études
aujourd’hui. Dans ce contexte, on s’est intéress¢ a I’étude phytochimique et biologique
(activité antioxydante) des différents extraits des feuilles de Ruta graveolens (rue), récoltée au
niveau de la région de Zelfana —Ghardaia. Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce

travail nous améne a avancer les conclusions suivantes :

» L’extraction par macération a froid des feuilles de Ruta graveolens dans trois solvants
(éthanol, acétate d’éthyle et eau distillée) a dévoilé des rendements d’extraction importants,
variant entre 1,7 % et 25,3 %. L’éthanol a permis d’obtenir le rendement le plus élevé, tandis

que ’acétate d’¢thyle a donné le plus faible.

» Le criblage phytochimique nous a permis de mettre en évidence que nos extraits sont
riches en tanins, alcaloides, stéroides, flavonoides, anthocyanines et coumarines. Cependant,
la recherche sur les composés réducteurs, les quinones libres, les terpénoides et les

saponosides a donné des résultats négatifs.

» L’analyse quantitative des polyphénols totaux, flavonoides, tanins condensés et acides
phénoliques a montré que 1’extrait aqueux posséde les teneurs les plus élevées en phénols
totaux (15,55 + 0,0095 mg EAG/g MS), flavonoides (1,26 + 0,045 mg ER/g MS), et tanins
(0,035 mg EC/g MS), tandis que I’extrait d’acétate d’éthyle a présenté les teneurs les plus
faibles dans ces composés. En revanche, pour les acides phénoliques, c’est 1’extrait d’acétate

d’éthyle qui a montré la teneur la plus élevée (0,134 mg EAC/g MS).

» L’activité antioxydante des feuilles de Ruta graveolens a été évaluée in vitro par trois

testes chimiques: le test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) et le test du radical cation
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ABTS (2, 2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) et le test de FRAP (Ferric
Reducing/ Antioxidant Power).

» La mesure de I’activité antioxydante des différents extraits, qui est éprouvée par le test
DPPH in vitro, a montré que I’extrait d’acétate d’éthyle était le plus efficace pour piéger les
radicaux libres du DPPHe., avec une valeur d’ICso faible de 0,064 +0,000 mg/mL. En
revanche, les extraits testés s’avérent moins actifs par rapport a ceux déterminés par le Trolox

et I’acide ascorbique (0,0104 mg/mL et 0,017 mg/mL respectivement).

» L’évaluation de D’activité antioxydante par le test du piégeage du radical cation
ABTSe+ a indiqué que tous les extraits exercent un effet considérable. La meilleure inhibition
du radical cation ABTSe+ a été enregistrée par I’extrait d’acétate d’éthyle avec une valeur
d’ICspo égale & 0,032 £ 0,001 mg/mL. Tandis que, I’extrait éthanolique a présenté 1’activité
antioxydante la plus faible (ICso = 0,481+ 0,012 mg/mL). Toutefois, les antioxydant
standards (acide ascorbique et Trolox) ont montré la grande efficacité anti-radicalaire vis-a-
vis le radical d'ABTSe+.

» Le test FRAP a permis d’évaluer la capacité réductrice de fer par les extraits des
feuilles de Ruta graveolens. Parmi les extraits testés, I’extrait aqueux a montré la meilleure
activité antioxydante, avec une Aos de 1,597 mg/mL. L’extrait d’acétate d’éthyle a affiché
une Ags de 2,183 mg/mL, tandis que ’extrait éthanolique a présenté la plus faible capacité
réductrice, avec une Aos de 5,556 mg/mL. Toutefois, tous les extraits ont présenté une activité

inférieure a celle de I’acide ascorbique.

En considérant ces résultats, la richesse des extraits des feuilles de Ruta graveolens en
composés bioactifs en particulier les composés phénoliques, ainsi que leur pouvoir
antioxydant pourrait valider 1’utilisation de cette plante dans la pharmacopée traditionnelle

pour le traitement des maladies.

Toutefois, des études supplémentaires sont indispensables pour juger de I'efficacité des

extraits examineés, a savoir :

e Caractériser les composés actifs dans les extraits de Ruta graveolens par des
méthodes plus spécifiques (HPLC et LC-MS) afin d’établir une relation structure-

activité ;
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e Explorer le potentiel pharmacologique de Ruta graveolens comme agent anti-

inflamatoire, anti-cancéreux, anti-diabétique et antibactérien ;

o Réaliser des études in vivo pour évaluer les effets physiologiques réels ainsi que la

toxicité potentielle des extraits ;

e FEtudier l'influence des saisons et des périodes de récolte sur la composition chimique

et ’activité biologique des extraits ;

e Analyser d'autres parties de la plante, notamment les fleurs et les tiges qui pourraient
contenir d'autres molécules d’intérét avec l'utilisation d'autres méthodes d'extraction

pour optimiser la récupération des composés bioactifs.

e Etudier la toxicte de la plante
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