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Résumé

L’objectif de ce travail est I’étude de la composition chimique, la teneur en
composés phénoliques ainsi que les activités antimicrobiennes et antioxydantes d'extraits
hydrométhanoliques de Ruta.chalepensis (R. chalepensis) récolté pendant trois périodes
différentes : avant (AVF), pendant (PF) et aprés (APF) floraison. Trois extraits
hydrométhanoliques sont alors préparés. L’analyse chimique par HPLC-DAD-ESI/MS a
permis d’identifier les métabolites secondaires suivants : quercétine, graveoline, bergapten,
isoimperatorin, chalepin, rutamarin et f-carotene dans les trois extraits. L extrait EAVF a
présenté des teneurs en polyphénols et en flavonoides de 84,54 + 1,66 ug EAG/mg
d'extrait sec et 25,15 + 0,88 pg EQ/mg d'extrait sec respectivement. L'activité
antibactérienne a été réalisée sur sept souches bactériennes par la méthode de diffusion sur
disque (DD), la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB) ont ét¢ déterminées. Les résultats ont montré une sensibilité bactérienne
importante des bactéries Gram- et Gram+ qui ont montré des @ (08,67 a 17,67 mm) soit en
termes de CMI (01,95 et 31,25 mg/ml) et des CMB (3,9 et 62,5 mg/ml). L’activité
antifongique a été évaluée sur 8 souches de champignons de contamination alimentaire et
phytopathogenes, deux méthodes ont été appliquées sur milieu solide, les extraits de R.
chalepensis ont montré un effet d’inhibition important vis-a-vis des souches testées allant
de 25 % a 97% d’inhibition. L’activité antioxydante a ét¢ évaluée selon quatre méthodes.
A T’issue des tests d’activité antioxydante in vitro, les EAVF, EPF et EAPF ont montré un
effet scavenger tres puissant du radical DPPH avec des valeurs de ICso qui varient de 14,18
+ 1,02 2 30,96 = 1,80 pg/ml ; Ces extraits ont également inhibé 1’oxydation du B-caroténe,
notamment I’EAPF avec un pourcentage d’inhibition de 49,06 + 0,15, concernant la
capacité antioxydante totale CAT; L’EPF a exercé la plus forte capacit¢ antioxydante
(160,59 + 5,78 ng AAE/mg d'extrait sec). Aussi, les extraits ont exhibé de puissants
pouvoirs réducteurs du fer avec des valeurs de 100,61+ 1,25 a 139,99+ 2,08 pg/ml. En
conclusion, les résultats ont révélé que les extraits de R. chalepensis possédent de fortes
propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes, soulignant leur potentiel
comme sources naturelles pour le développement de nouveaux agents antibactériens et

antioxydants.

Mots-clés : R. chalepensis, composés phénoliques, HPLC-DAD-ESI/MS activité

antimicrobienne, activité antioxydante.
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Abstract

The aim of this study is to determine the chemical composition, phenolic content,
as well as the antibacterial, antifungal and antioxidant activities of hydromethanolic
extracts from R. chalepensis collected at three different periods: before flowering (BF),
during flowering (DF) and after flowering (AF). Three hydromethanolic extracts were
prepared: the before flowering extract (BFE), during flowering extract (DFE) and after
flowering extract (AFE). Hydromethanolic extracts analysis was conducted regarding their
chemical composition by HPLC-DAD-ESI/MS method, quercetin, graveolin, bergapten,
isoimperatorin, chalepin, rutamarin and f-carotene were detected. Also, total phenolics and
flavonoids contents were determined. The AFE displayed the maximum polyphenol and
flavonoid levels; 84.54 + 1.66 ng GAE/mg dry extract and 25.15 + 0.88 pg QE/mg dry
extract, respectively. Antibacterial activity was evaluated against seven bacterial strains
using disc diffusion (DD) method and minimal inhibitory concentration (MIC). The results
of the studied plant showed an important antibacterial activity against both Gram-negative
and Gram-positive bacteria. The bacterial strains showed sensitivity ranging from moderate
to high, either in terms of ID (08.67 to 17.67 mm) or in terms of MIC (01.95 and 31.25
mg/ml). These extracts also exhibited excellent activity against eight filamentous fungi
growth when tested by incorporation of plant extracts into the culture medium method at
(10%) reduced the growth from 25 % to 97% of all fungi. On the other hand, The
antioxidant activity was assessed using four methods; DPPH ,with ICso ranging between
14.18 £ 1.02 and 30.96 + 1.80 pug/mL, B-carotene/linoleic acid, with ICso ranging between
34,86 = 0,78 and 49,06 = 0,15 pug/ml and reducing power, with ECso varied between
100,61+ 1,25 and 139,99+ 2,08 pg/ml and TAC, with values ranging between 125,12 +
2,47 and 160.59 + 5.78 pg AAE/mg extract. In conclusion, the results revealed that R.
chalepensis hydromethanolic extracts have strong antibacterial and antioxidant properties,
highlighting their potential as natural sources for developing novel antibacterial and

antioxidant agents.

Keywords: R. chalepensis, phenolic compounds, HPLC-DAD-ESI/MS, antimicrobial

activity, antioxidant activity.
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Introduction

Les toxi-infections d'origine alimentaire demeurent un probléme de santé majeur
dans le monde, avec des répercussions majeures sur les systémes de santé publique, la
stabilité¢ économique et la sécurité alimentaire. Ces maladies proviennent principalement de
deux mécanismes : la contamination microbienne par des organismes pathogénes capables
de provoquer des infections et des intoxications graves malgré la présence protectrice du
microbiome humain (Severino et al., 2025), et l'altération oxydative entrainant la
détérioration des aliments (S6kmen et al., 2004). Ces risques touchent tous les pays, quel
que soit leur niveau de développement, la consommation d'aliments contaminés favorise la
prolifération d'agents pathogénes entrainant des intoxications aigu€s et des risques
sanitaires importants (Celiktas et al., 2007). L'émergence d'organismes multirésistants aux
antibiotiques est due a la surconsommation d'antibiotiques en médecine humaine, en
agriculture et en ¢€levage, ce qui a aggravé le probléme et créé une crise de santé publique
en parallele. Cela a compliqué encore davantage la gestion des maladies d'origine
alimentaire (Elshobary et al., 2025 ; Marino et al., 2025). Cette situation a accéléré la
recherche de nouvelles approches thérapeutiques, notamment I'é¢tude de substances
bioactives plus slires, motivée par la virulence microbienne croissante et la toxicité
potentielle des médicaments antimicrobiens synthétiques (Magri et al., 2023, Veiko et al.,

2023).

Les plantes médicinales sont depuis longtemps au coeur des systemes humains et de
santé, occupant une place importante dans l'alimentation, la thérapie et 1'hygiene des les
premiéres civilisations de I’Egypte, de la Chine et de la Gréce (Jindal & Seth, 2022). Des
données épidémiologiques récentes recueillies par 1'0Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) indiquent que 80 % de la population mondiale continue d'utiliser des médicaments
a base de plantes dans le cadre de ses soins de santé primaires (O.M.S, 2019). Les plantes
médicinales sont comestibles et représentent une source précieuse de composés bioactifs
aux applications multifonctionnelles, servant d'additifs alimentaires naturels, d'agents
pharmaceutiques et de composants industriels. Leur pertinence pharmacologique durables
sont attestées par leur intégration continue dans les systémes de médecine traditionnelle et
les approches thérapeutiques modernes, les analyses phytochimiques validant les
fondements scientifiques de leur utilisation historique (Chihomvu et al., 2024 ; Pallarés et

al., 2025).

Les extraits de plantes s'avérent de nouveaux agents antimicrobiens efficaces et

prometteurs, notamment contre les agents pathogenes résistants aux antibiotiques (Manso
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et al., 2021). Leurs composants bioactifs comprennent des composés phénoliques tels que
les flavonoides et les acides phénoliques, qui ont des effets thérapeutiques, notamment
anticancéreux, antidiabétiques, antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens
(Gutiérrez-del-Rio et al., 2018 ; Fraga et al., 2019). Ces composés naturels sont
particulierement précieux comme antioxydants, car ils réduisent les dommages causés par
les radicaux libres grace a des mécanismes tels que le don d'hydrogene, l'extinction de
I'oxygene singulet, la chélation des métaux et la capture directe des radicaux (Kacem et al.,

2015).

Le genre Ruta, originaire de la région méditerranéenne, comprend une quarantaine
d'espéces d'arbustes odorants. Parmi celles-ci, Ruta graveolens, Ruta chalepensis et Ruta
montana (Jianu et al., 2021). Ruta chalepensis, communément appelée rue frangée, est
largement utilisée en médecine traditionnelle méditerranéenne (Yesuf ez al., 2023). Elle
¢tait connue pour traiter diverses affections, notamment les troubles gastro-intestinaux
(Usman et al., 2022, Molares et al., 2023), les migraines et la fatigue oculaire (Ahmed et
al., 2023), les névralgies, les rhumatismes et les troubles menstruels (Martinez-Pérez et al.,
2017). Elle possede aussi des propriétés analgésiques, antipyrétiques, anti-inflammatoires,
spasmolytiques et anticonvulsivantes (Althaher et al., 2024). Plusieurs extraits de Ruta
chalepensis sont remarquablement riches en composés bioactifs variés, principalement des
composés phénoliques, des flavonoides, des alcaloides et des huiles essentielles. Des
analyses phytochimiques ont confirmé la présence de composés clés comme la rutine, la
quercétine et des furanocoumarines telles que la xanthotoxine et le bergapténe (Bekkar et
al., 2021). Ces composés sont reconnus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes. Si les applications traditionnelles de Ruta chalepensis sont largement
répandues, des recherches en cours continuent de valider et d'explorer ses prétendus
bienfaits thérapeutiques, notamment ses activités insecticides, antioxydantes et

antimicrobiennes (Szewczyk et al., 2022 ; Yiicel et al., 2023).

Cette étude examine la composition chimique notamment la teneur en composés
phénoliques de Ruta chalepensis. Pour ce faire, nous avons analysé des extraits prélevés a
trois stades phénologiques distincts: avant, pendant et apres la floraison. L'activité
antibactérienne a ¢été¢ évaluée par la méthode de diffusion sur disque, ainsi que la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale

bactéricide (CMB).
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L'activité antifongique a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque, ainsi
que par la méthode d’incorporation directe au milieu de culture. Le potentiel antioxydant a
été évaluée par quatre tests : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), blanchiment du beta
caroténe, réduction du fer et la capacité antioxydante totale (CAT). Ces tests visent a
apporter des informations précieuses sur le potentiel de Ruta chalepensis comme

conservateur alimentaire naturel.
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I.1. Activité antimicrobienne
I.1.1. Infections bactériennes

Les infections bactériennes représentent un enjeu majeur de santé publique. Elles
peuvent se manifester dans n'importe quel organe humain. Ces infections peuvent étre
causées par la destruction directe des cellules par les bactéries ou par la réponse
inflammatoire de 1'organisme. Les pathogénes se transmettent a 'homme par 1'eau, l'air, la
nourriture ou des vecteurs vivants. Les principaux modes de transmission sont le contact
direct, les gouttelettes, les véhicules et les vecteurs. Des mesures préventives efficaces
existent et ont un impact considérable sur la morbidité et la mortalit¢ notamment le
traitement de 1'eau, la vaccination et le respect des régles d'hygiene personnelle (Doron et

Gorbach, 2010).

I.1.2. Traitement des infections bactériennes par les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances congues pour cibler et détruire les
microorganismes indésirables, principalement les cellules bactériennes, chez I'homme. La
plupart des antibiotiques sont aujourd'hui de nature synthétique ou semi-synthétique, bien
que certains soient d'origine naturelle. Les antibiotiques agissent en ciblant des fonctions
vitales de la cellule bactérienne. Ils peuvent étre classés en quatre grandes catégories selon
leur mode d'action : Inhibition de la synthése de la paroi bactérienne : empéche la bactérie
de construire sa couche protectrice externe. Inhibition de la synthése des protéines : bloque
la production de protéines essentielles a la vie de la bactérie. Inhibition de la synthése de
I'ADN : empéche la bactérie de répliquer son matériel génétique. Inhibition de la synthése
de I'ARN : bloque la transcription de ' ADN en ARN, une étape nécessaire a la production
de protéines (Kohanski ef al., 2010).

A noter que la plupart des antibiotiques naturels agissent en inhibant la synthése de la
paroi bactérienne et des protéines, a Il'exception des Rifamycines, qui bloquent

spécifiquement la synthése de I'ARN (Singh, 2012).
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1.1.3. Phytopathogénéicité fongique et détérioration des aliments

La phytopathogénicité fongique se référe a la capacité des champignons a causer des
maladies aux plantes, entrainant des détériorations significatives des cultures agricoles et
forestieres. Ce processus complexe implique une série d'étapes : I'adhésion du champignon
a la surface de la plante, la pénétration des tissus végétaux, la colonisation et la production
de facteurs de virulence. Ces derniers incluent la sécrétion d'enzymes qui dégradent les
parois cellulaires de la plante, et la production de toxines qui empoisonnent les cellules

végétales (Dean et al., 2012).

La détérioration qui en résulte peut prendre diverses formes, telles que la pourriture
des fruits, les flétrissures des feuilles, ou des Iésions sur les tiges et les racines. Les
recherches récentes mettent en évidence le role crucial des métabolites secondaires
produits par les champignons, qui agissent comme des médiateurs dans l'interaction avec la
plante hote (Fisher et al., 2012). De plus, les études se concentrent sur la compréhension
des signaux chimiques échangés entre le champignon et la plante, et sur les mécanismes de
résistance des plantes, ce qui ouvre de nouvelles voies pour le développement de stratégies

de biocontrole plus efficaces (Vicedo et al., 2021).

Les denrées alimentaires destinées a la consommation humaine pouvant étre
contaminées sont les maticeres premieres comme les fruits et les fruits secs, les céréales,
mais également les produits transformés comme le pain, la farine, les pates ou les jus de
fruits ainsi que les viandes. Une méme denrée peut étre sujette a de multiples
contaminations, ce qui pose le probléme de synergie. Chez I’homme, certaines de ces
mycotoxines (aflatoxines, stérigmatocystine, ochratoxine A, fumonisines, fusarine) ont un
effet insidieux dans la mesure ou elles sont cancérogenes apres exposition a long terme a
faible dose via 1’alimentation ou par inhalation de poussieres en milieu professionnel

(Pfohl Leszkowicz, 2009).

Les moisissures, au-dela de causer des pertes économiques par la détérioration des
aliments, ont un impact direct sur la santé humaine. Trois familles principales de
moisissures sont particulierement préoccupantes : Aspergillus, Penicillium et Fusarium.
Les champignons capables de produire des toxines (mycotoxines) sont classés en quatre
groupes selon le stade de développement de la plante ou ils interviennent. Pathogenes pour
la plante, attaquent activement la plante et élaborent leurs toxines. Un exemple est
Fusarium graminearum, qui produit la zéaralénone. Champignons de plantes sénescentes

ou stressées, se développent sur des plantes déja affaiblies. C'est le cas de Fusarium
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moniliforme (producteur de fumonisines) et Aspergillus flavus (producteur d'aflatoxines),
contaminants de la récolte : Ils colonisent la plante, la rendant vulnérable a la
contamination par les mycotoxines au moment de la récolte. Fusarium roseum, producteur
de trichothécenes, en est un exemple. Champignons du sol et de stockage : proliférent dans
le sol ou sur les matériaux de putréfaction, et leur développement se poursuit pendant le

stockage des aliments (Pfohl-Leszkowicz, 2009).

1.1.4. Potentiel antifongique des plantes

La thérapie antifongique actuelle est confrontée a un défi majeur : la toxicité ¢levée
de nombreux médicaments. Cette toxicité s'explique principalement par les similarités
entre les cellules fongiques et les cellules humaines, ce qui rend difficile la conception de
traitements qui ciblent uniquement le champignon sans endommager 1'hote (Ostrosky-
Zeichner et al., 2010 ; Pierce et al., 2013). Face a ce probléme, la recherche de nouveaux
antifongiques est une priorit¢ continue. L'objectif est de trouver des agents idéaux qui
possédent un large spectre d'activité, des structures moléculaires diverses et, surtout, moins

d'effets secondaires (Carrillo-Muioz et al., 2006 ; Wiederhold et Patterson, 2015).

Les plantes constituent une source précieuse et prometteuse pour répondre a ce besoin.
Elles sont capables de produire une grande diversité de composés bioactifs, tels que des
huiles essentielles, des flavonoides, des alcaloides et des peptides. Ces molécules, qui
protégent naturellement les plantes contre les attaques fongiques (en particulier dans les
foréts tropicales), pourraient étre utilisées directement ou servir de modeles pour la

synthése de nouveaux médicaments plus sirs et plus efficaces (Scorzoni et al., 2016).

I.2. Stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production d'especes
réactives de l'oxygéne (ROS) et les systémes de défense antioxydante d'un organisme.
Lorsque la production de ROS est excessive et soutenue, elle peut entrainer des dommages
irréversibles aux lipides, aux protéines et a I'ADN (Sies, 2020). Ce déséquilibre est
fortement impliqué dans la physiopathologie de nombreuses maladies chroniques,
notamment les maladies cardiovasculaires, les troubles neurodégénératifs et le cancer. De
plus, les lésions cellulaires et moléculaires provoquées par les ROS sont considérées
comme un facteur clé du processus de vieillissement (Schieber & Chandel, 2014 ; Liguori

etal., 2018).
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I.2.1. Radicaux libres et especes réactives

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui possédent au moins un
¢lectron non apparié, ce qui les rend intrinséquement instables et extrémement réactifs.
Cette instabilité les pousse a réagir avec d'autres composés, y compris les macromolécules
essentielles comme les lipides, les protéines et les acides nucléiques, souvent en créant des

réactions en chaine (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Le terme plus large d'espéces réactives englobe ces radicaux libres ainsi que d'autres
molécules non radicalaires mais tout aussi dommageables. On distingue principalement
deux grandes catégories : Espéces réactives de l'oxygéne (ROS) qui inclut les radicaux
libres comme I'anion superoxyde (O2-—) et le radical hydroxyle (OH-), ainsi que des
especes non radicalaires telles que le peroxyde d'hydrogene (H20:) et I'oxygeéne singulet
(102). Especes réactives de 'azote (RNS) : Ce groupe est représenté par des radicaux libres
comme le monoxyde d'azote (NO-) et des especes non radicalaires comme le peroxynitrite
(ONOO-). Ces especes réactives sont les acteurs clés du stress oxydant et des dommages

cellulaires qu'il engendre (Sies & Jones, 2020).

1.2.2. Sources des espéces réactives oxygénées
1.2.2.1. Sources endogeénes

Les ROS et les RNS proviennent de diverses sources au sein de I'organisme. Bien
que produits de maniere physiologique, leur surproduction peut étre a 1'origine du stress
oxydant. Les principales sources sont : Les mitochondries, la source principale de ROS. Au
cours de la respiration cellulaire, une fuite d'¢lectrons se produit au niveau des complexes I
et III de la chaine de transport d'électrons. Cette fuite réduit partiellement l'oxygene
moléculaire en anion superoxyde (O27). Ce mécanisme est a la base de la production
basale de ROS dans la plupart des cellules (Murphy, 2021). Plusieurs systémes
enzymatiques jouent aussi un role majeur dans la production de ROS et RNS : NADPH
oxydase (NOX) une famille d'enzymes essentielle a la réponse immunitaire, elle se trouve
dans les phagocytes, ou elle produit de grandes quantités d'anion superoxyde (O2") lors de
I'inflammation. Des formes de NOX sont également présentes dans les cellules non
phagocytaires, générant des radicaux en plus faible quantité (Lambeth & Ganesan, 2022).
La xanthine oxydo-réductase (XOR) : Lors du métabolisme des purines, catalyse la
production d'acide urique tout en générant de I'anion superoxyde. La nitric oxide synthase
(NOS) : produit le monoxyde d'azote (NO-), un radical libre azoté qui peut, a son tour,

réagir pour former le peroxynitrite (ONOO-), un oxydant puissant. Autres enzymes : Le
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cytochrome P450, les enzymes des peroxysomes, les lipooxygénases et les
cyclooxygénases contribuent également a la production de ROS et de RNS dans différents

contextes cellulaires (Forstermann & Sessa, 2021).
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Figure 1. Différentes réactions qui conduisent a la formation d’espéces
réactives de 1’oxygene (Carocho & Ferreira, 2013).

1.2.2.2. Sources exogenes

Les ROS peuvent ¢galement provenir de sources exogenes, c'est-a-dire de
I'environnement extérieur. Ces facteurs externes contribuent a la production de ROS,
surchargeant les défenses antioxydantes de 1'organisme et favorisant le stress oxydant.
Certains sont des agents chimiques et médicaments qui forment une grande variété de
xénobiotiques (toxines, pesticides, métaux lourds) et de médicaments (comme certains
anticancéreux ou antibiotiques) peuvent initier la production de ROS par divers
mécanismes, notamment en interférant avec les processus cellulaires normaux et en
augmentant la charge oxydative (Forman & Zhang, 2021). D’autres sont les rayonnements
tels que les rayons UV, les rayons X ou les rayons gamma, peuvent générer directement
des radicaux libres en dissociant les molécules d'eau, un processus appelé radiolyse. Cela
déclenche une cascade de réactions qui endommagent les cellules et les tissus (Azim et al.,
2022). Enfin les polluants environnementaux, comme la fumée de cigarette, les particules
fines et les gaz industriels sont des sources majeures de ROS. Ces substances toxiques
peuvent attaquer directement les cellules, notamment au niveau des poumons lors de

l'inhalation, et provoquer un stress oxydant systémique (Paoletti et al., 2021).
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1.2.3. Antioxydants

Un antioxydant est une molécule qui, méme en faible concentration, a la capacité de
retarder ou de prévenir l'oxydation de divers substrats biologiques (lipides, protéines,
ADN) en neutralisant les radicaux libres ou en inhibant leur formation. Cette action est
essentielle pour maintenir I'équilibre cellulaire et prévenir le stress oxydatif, un état de
déséquilibre li¢ au développement de nombreuses maladies (Halliwell et Gutteridge, 2015).
Le corps humain posséde un systéeme de défense antioxydant sophistiqué, combinant des

antioxydants endogenes et exogenes.

1.2.3.1. Antioxydants endogénes

Ce sont les molécules produites naturellement par l'organisme pour se protéger. On
distingue les antioxydants enzymatiques, comme la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx), qui catalysent des réactions de
neutralisation des radicaux libres. On trouve aussi des antioxydants non enzymatiques tels

que le glutathion, la bilirubine et 1'acide urique (Lushchak et storey, 2021).

1.2.3.2. Antioxydants exogénes

Le corps ne pouvant pas produire tous les antioxydants nécessaires, il doit les obtenir
a travers l'alimentation. Ces composés, d'origine naturelle ou synthétique, incluent des
vitamines essentielles comme la vitamine C et la vitamine E, ainsi que des polyphénols et
des caroténoides trouvés en abondance dans les fruits, les légumes et les céréales
complétes. Ces antioxydants alimentaires agissent en synergie avec les défenses endogenes

pour une protection optimale (Bhatia et Sharma, 2021).

I1-4- Substances bioactives

Les substances bioactives représentent un vaste groupe de composés naturels qui,
bien que non essentiels a la survie comme les nutriments de base, exercent des effets
physiologiques ou pharmacologiques significatifs sur le corps humain. On les trouve
principalement dans les plantes, mais aussi chez certains animaux et micro-organismes.
Ces molécules, souvent présentes en petites quantités dans notre alimentation, jouent un
role crucial dans les mécanismes de défense de leurs organismes d'origine, par exemple en

tant qu'antioxydants, pigments ou agents de signalisation (Gallo, 2022).

La recherche récente a mis en lumiére leur importance croissante dans le domaine

de la nutrition et de la santé. Des études ont démontré qu'une consommation réguliére de
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ces composés, via une alimentation riche en fruits, 1égumes, céréales complétes et
légumineuses, est associée a une réduction du risque de plusieurs maladies chroniques,
notamment les maladies cardiovasculaires et certains types de cancer. Les polyphénols
présents dans le thé vert, les caroténoides des carottes et des tomates, ou encore les
flavonoides des agrumes et des baies, sont intensivement étudiés pour leurs propriétés

antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Yugqian Xu et al., 2025).

1.2.3.3. Polyphénols

En fonction du nombre de cycles phénoliques et de leurs propriétés structurales, les
polyphénols sont classés en plusieurs catégories distinctes. Les principales classes de
polyphénols que I'on trouve dans les aliments sont les acides phénoliques, les flavonoides
et les tanins (Shahidi et Ambigaipalan, 2015 ; D'Archivio ef al., 2024). Le Tableau 1
présente une classification plus détaillée des composés phénoliques des plantes, mettant en

évidence la diversité de leurs structures.

Tableau 1. Classes des composés phénoliques des plantes (Shahidi et Ambigaipalan,

2015).
Classes de Structure de base Exemples de sous-classes et
polyphénols composés
Flavonols (quercétine), Flavones
(apigénine), Flavanones
Flavonoides Co-Cs-Ce (hesp;r%dlne), Anthocyanld}n&?s |
(cyanidine), Isoflavones (génistéine),
Proanthocyanidines (tanins
condensés)
Ce-Ci ) Acide gallique, acide
(hydroxybenzoiques protocatéchique
Acides phénoliques ) ) ] )
Ce-Cs Acide caféique, acide férulique,
(hydroxycinnamiques) acide coumarique
Stilbénes Ce-C2-Co Resvératrol
Lignanes (Ce-Ca)2 Secoisolariciresinol
Tanins hydrolysables (gallotanins,
Tanins (C6-C2-Co)n ellagitanins), Tanins condensés
(proanthocyanidines)
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1.2.3.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques, une des classes principales de polyphénols, sont
couramment divisés en deux groupes en fonction de leur squelette carboné. Les acides
hydroxybenzoiques ont une structure de base en C6-C1 (un anneau benzénique et une
chaine a un carbone), tandis que les acides hydroxycinnamiques possédent une structure en
C6-C3 (un anneau benzénique et une chaine a trois carbones). Ces composés peuvent se
présenter sous leur forme libre ou conjuguée, souvent liés a des sucres ou d'autres

molécules (Durazzo et al., 2019 ; Visioli et al., 2020).

1.2.3.3.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent une classe majeure de polyphénols, abondamment
présents dans les fruits, les 1égumes et diverses plantes, ou ils sont souvent responsables de
leur couleur. Les chercheurs ont estimé que plus de 9 000 flavonoides sont identifiés a ce
jour, un nombre qui continue de croitre. Ces composés sont des molécules de faible poids
moléculaire, caractérisées par un squelette carboné en C6-C3-C6. Cette structure de base se
compose de deux cycles aromatiques (nommés A et B) reliés par une chaine a trois
carbones qui forme généralement un cycle hétérocyclique (appelé cycle C) (Visioli et al.

2020).

La diversité des flavonoides repose principalement sur les variations de substitution
et de saturation au niveau du cycle C. Ces modifications structurales donnent naissance aux
six principales sous-classes : les flavones, les flavonols, les flavanols (aussi appelés
catéchines), les flavanones, les isoflavones et les anthocyanidines. Parmi ces classes, les
flavones et les flavonols sont considérés comme les plus répandus et les plus diversifiés sur

le plan structurel (D'Archivio et al., 2024 ; Prochazkova et al., 2024).

De plus, des substitutions chimiques comme l'oxygénation, l'alkylation, Ia
glycosylation, 1'acylation ou la sulfatation peuvent survenir sur les cycles A et B. Ces
modifications supplémentaires génerent une vaste gamme de composés au sein de chaque
sous-classe, contribuant a la richesse et a la complexité de la famille des flavonoides

(Prochéazkova et al., 2024).

1.2.3.4. Activité antimicrobienne des polyphénols

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins,
ont suscit¢ un intérét croissant pour leurs puissantes activités antimicrobiennes. Ces

composés naturels peuvent inhiber divers facteurs de virulence microbiens, comme la
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formation de biofilms, I'adhérence des micro-organismes aux cellules hotes et la
neutralisation des toxines bactériennes (Chibane et al., 2019 ; Prochazkova et al., 2024).
De plus, ils peuvent agir en synergie avec les antibiotiques conventionnels, offrant une

piste prometteuse pour lutter contre la résistance microbienne croissante.

En raison de ces propriétés, les polyphénols sont étudiés comme alternatives
naturelles aux conservateurs synthétiques dans l'industrie alimentaire et pour le
développement de nouvelles thérapies contre les maladies infectieuses (D'Archivio ef al.,

2024).

Leur mecanisme d’action depend de leurs classes chimiques : L’activité
antimicrobienne des acides phénoliques est principalement due a leur caractére lipophile.
Les acides phénoliques non dissociés peuvent traverser la membrane cellulaire
microbienne, acidifiant ainsi le cytoplasme et entrainant la mort cellulaire. Leur efficacité
dépend de facteurs tels que le pH, la présence de groupes hydroxyl ou méthoxyl et la
saturation de leur chaine latérale (Clérivet et al, 1996). Les flavonoides agissent en
formant des complexes avec les protéines solubles et les parois cellulaires bactériennes,
perturbant ainsi les fonctions microbiennes. De plus, les flavonoides hautement lipophiles
peuvent directement endommager la membrane cellulaire, entrainant une fuite du contenu
intracellulaire et la mort de la cellule. Ils peuvent également inhiber des enzymes

microbiennes essentielles, comme 1'ATP synthase (Prochdzkova et al., 2024).

1.3. Etude et classification botanique de Ruta chalepensis
1.3.1. Présentation de la plante

Le nom générique Ruta de la famille des Rutacées est souvent associé au mot grec
"reuo," qui signifie "libérer." Cette étymologie fait allusion aux usages médicinaux
traditionnels de ces plantes, reconnues pour leur capacité a "libérer" ou a soulager diverses
affections (Perrin, 2017). L'épithete spécifique "chalepensis" fait référence a la ville d'Alep
en Syrie, indiquant la probable origine géographique des premiers spécimens utilisés pour

la classification de cette espece, ou I'abondance de cette plante dans la région.

1.3.2. Origine et répartition géographique
Ruta chalepensis est une espéce originaire du bassin méditerranéen et des iles
Canaries. Elle a été largement naturalisée et est aujourd'hui cultivée dans de nombreuses

régions tropicales et subtropicales en tant que plante médicinale ou ornementale (Verma et

al., 2021). En Algérie, Ruta chalepensis est une plante trés répandue, poussant
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spontanément dans les zones rocailleuses et les habitats secs du nord du pays, notamment
dans la région du Tell. Sa présence y est attestée par de nombreuses études

ethnobotaniques (Kouidri ef al., 2022).

1.3.3. Description botanique

Ruta chalepensis est un sous-arbrisseau vivace, trés ramifié et dégageant une forte
odeur caractéristique. Les feuilles sont alternes, bi- ou tri-pennées, et divisées en segments
étroits, de forme oblongue-lancéolée. L'inflorescence est une cyme terminale portant de
petites fleurs jaunes. Les pétales sont souvent ciliés sur les bords. Le fruit est une capsule

globuleuse et bosselée, contenant de petites graines (Figure 2) (Perrin, 2017).

1.3.3.1. Systématique

Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : chalepensis (Wiart et al., 2006)

Fleurs

Figure 2. Morphologie de Ruta chalpensis (Wiart et al., 20006).
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1.3.4. Usage traditionnel et propriétés thérapeutiques

Ruta chalepensis est une plante aux applications variées, particuliérement reconnue

pour :

1.3.4.1. Utilisations médicinales et propriétés pharmacologiques

Ruta chalepensis, aussi connue sous le nom de rue d'Alep, est largement utilisée
dans la médecine traditionnelle de plusieurs régions pour ses vertus thérapeutiques variées.

Les recherches modernes ont commencé a explorer les bases scientifiques de ces usages.

Des études récentes ont confirmé que les extraits de Ruta chalepensis possédent
plusieurs propriétés pharmacologiques importantes, notamment des effets anti-
inflammatoires et antioxydants, ce qui pourrait expliquer son usage traditionnel pour traiter
des affections comme le rhumatisme et la goutte. Ces effets sont souvent liés a la présence
de composés phénoliques et de flavonoides, qui agissent également comme de puissants
antioxydants, protégeant les cellules contre les dommages du stress oxydatif (Verma et al.,
2021). Pour I’activité antimicrobienne, la plante présente une forte activité contre diverses
bactéries et champignons, ce qui justifie son utilisation pour traiter des infections (Perrin,
2017). La plante a des effets spasmolytiques par action sur les contractions musculaires
lisses explique son utilisation traditionnelle pour soulager les maux d'estomac, les coliques

et les troubles menstruels (Verma ef al., 2021).

Les applications traditionnelles de la plante varient en fonction des cultures, mais on
retrouve des usages similaires dans différentes parties du monde : En Afrique, les extraits
de Ruta chalepensis sont utilisés pour leurs propriétés utérotoniques, antidiarrhéiques et
pour traiter les symptomes de la grippe, la fievre, du rhume et des maladies
cardiovasculaires. Elle est aussi employée pour apaiser les convulsions chez les enfants
(Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013). Au Moyen-Orient et dans les pays arabes, la rue d'Alep
est traditionnellement employée pour ses effets anti-inflammatoires et analgésiques,
notamment pour le traitement des rhumatismes et de la goutte. On la retrouve également
dans des préparations pour traiter I'anxiété et d'autres troubles mentaux (Perrin, 2017). En
Algérie, elle est couramment utilisée comme fébrifuge, pour traiter les piqiires de serpents
et d'insectes, les maux de téte et les troubles respiratoires comme I'asthme, les troubles
digestifs comme les nausées et la constipation, ainsi que pour soulager les névroses

(Kouidri et al., 2022).
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1.3.5. Composition chimique de Ruta chalepensis

Les études phytochimiques récentes ont mis en évidence une grande richesse avec la
présence de plusieurs classes de composés bioactifs de Ruta chalepensis dont les huiles

essentielles, les flavonoides, les alcaloides et les coumarines.

1.3.5.1. Huiles essentielles

La composition des huiles essentielles de Ruta chalepensis est I'un des domaines les
plus étudiés, bien qu'elle puisse varier considérablement en fonction de I'origine
géographique, du climat, du stade de développement de la plante et de la partie utilisée.
Cependant, plusieurs études s'accordent sur le fait que les cétones constituent la classe de
composés majoritaires en particulier la 2-undécanone (aussi appelée méthyl nonyl cétone)
et la 2-nonanone, sont les constituants les plus dominants, représentant souvent une part
trés importante de 1'huile (Merghache et al., 2009 ; D'Archivio et al., 2024). Des
échantillons provenant d'Algérie et d'Iran ont montré des concentrations élevées de ces
deux composés. On trouve également des alcools (comme le 2-nonanol), des esters
(comme l'acétate de 2-méthyloctyle), des terpénes (comme le béta-phéllandréne) et des

acides gras.

1.3.5.2. Flavonoides

Des analyses par chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
des extraits de Ruta chalepensis ont permis d'identifier des flavonoides, classe de
polyphénols connue pour ses propriétés antioxydantes, tels que la quercétine, la myricétine
et le kaempférol dans les extraits ¢éthanoliques de la plante (El-Kadi et al., 2025). La
présence de flavonoides tels que la rutine est également documentée, contribuant aux

activités pharmacologiques de la plante (Rout ef al., 2023).

1.3.5.3. Alcaloides

Les alcaloides sont une autre classe importante de métabolites secondaires présents
dans la plante, souvent liés a ses effets pharmacologiques de type acridone et
furoquinoléine. D’autres alcaloides comme la y-fagarine, la skimianine et la chalepensine
ont été notamment isolés (Al-Majmaie ef al., 2021). Ces composés sont étudiés pour leurs

activités biologiques, notamment antimicrobiennes.
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1.3.5.4. Autres composés

Ruta chalepensis est une source notable de coumarines et de furocoumarines (comme
le psoraléne et le bergapténe), qui sont connus pour leurs propriétés photoactives et sont
utilisés en dermatologie.Tanins et saponines : Des analyses phytochimiques qualitatives
ont également révélé la présence de tanins et de saponines dans les extraits de la plante,

contribuant a son profil bioactif complexe (Kacem et al., 2015).
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1.4. Matériels
1.4.1. Matériel végétal

La matiére végétale Ruta chalepensis a été récoltée a partir de la région de Djebel
Mesaad situé¢ dans la région de Bou Saada au sud de la wilaya de M’sila, situé¢ a 35° 13" 9"
Nord 4° 10" 54" Est de 1’Algérie (Figure 3). Durant trois périodes différentes, avant la
floraison (AF), pendant la floraison (F) et apres la floraison (PF) de la plante. La
caractérisation a ¢té¢ faite au niveau du département de SNV, Facult¢ des Sciences,
université de M’sila par le Docteur Sarri Djamel. Les échantillons ont subi un séchage a
I’abri de la lumiére dans un endroit sec et aéré pendant plusieurs jours, jusqu’a dessication

compléte, ensuite conservés jusqu’a leur utilisation.

W. de M'sila

Djebel Messaad

' région de collecte de la plante étudiée

Figure 3. Site de collecte de la plante étudiée ; Ruta chalepensis.

1.4.2. Microorganismes
1.4.2.1. Souches bactériennes

Trois souches bactériennes a Gram-négatif : Escherichia coli ATCC 7835,
Klebsiella pneumonie ATCC 13076, Escherichia coli, Proteus vulgaris (isolat clinique) et
quatres souches bactériennes a Gram-positif : Staphylococcus aureus ATCC 25022,

Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis (isolat clinique), Bacillus cereus
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(isolat clinique), Ces souches bactériennes sont fournies par le laboratoire de microbiologie

du CHU de Sétif.

1.4.2.2. Souches fongiques

Neuf souches fongiques ont été utilisées : Candida albicans, Aletrnaria alternata ;
Asergillus flavus, Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum fournies par le laboratoire de
microbiologie appliqué de Setif et Diplodia mutila MAECO09 ; Diplodia corticola ;
Neofusicoccum parvum MAEC 36 ; Diplodia corticola MAEC fournies par le laboratoire de

biologie des systémes microbiens( LBSM) école normale supérieure de kouba.

1.4.3. Produits chimiques

Les produits chimiques et les solvants organiques utilisés dans cette étude sont tous
de grade analytique et sont procurés auprés de Sigma- Aldrich (Allemagne) et Fluka

(France), Prolabo (France).

L.5. Méthodes
L.5.1. Préparation des extraits hydro-méthanoliques

Une extraction hydroalcoolique de Ruta chalepensis par macération a été effectuée
selon la méthode décrite par Motamed et Naghibi, (2010). Brievement 100 g de la plante
séchés ont été mélangés avec 1000 mL de solvant méthanol /eau (70:30) (v/v) pendant 24h
sous agitation, la procédure a été répété trois fois, chaque 24h, ensuite une filtration a été
faite. Les trois filtrats sont exposés a |’évaporation dans un appareil de rotavapeur
(BUCHI) dans le but d’éliminer le solvant organique, méthanol. L’extrait obtenue est placé
a I’étuve a 45°C afin d’obtenir un extrait sec, la poudre obtenue a été conservé a 4 °C pour
étre utiliser plus tard. Le rendement d’extraction de chaque échantillon a été¢ déterminé

selon la formule suivante :

R % = M/Mjy x 100
R % : Rendement exprimé en %.

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

Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.
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1.5.2. Analyses phytochimiques qualitatives de la plante Ruta chalepensis
1.5.2.1. Screening phytochimiques

Les métabolites secondaires sont mis en évidence par une étude phytochimique qui
consiste & caractériser les différentes familles de molécules existantes dans les extraits des
plantes (Bruneton, 1999). Il s’agit d’analyses qualitatives basées sur des réactions de
coloration et/ou de précipitation. Les différentes familles de composés chimiques

recherchées dans cette étude sont les suivantes :

1.5.2.1.1. Polyphenols totaux

Dans un tube a essai, 0,5 g de la poudre de la plante Ruta chalepensis est mis en
¢bullition dans 2 mL d’eau distillée, ensuite le mélange est filtré, puis 5% du FeCls (v/w)
sont ajoutés au filtrat, L apparition d’une coloration marron verdatre ou bien bleu noir

révele la présence des polyphenols (Rai et al., 2013).

1.5.2.1.2. Flavonoides

Dans un tube a essai 0,5 g d’extrait a tester est mélangé avec 10 mL d’eau distillée,
ensuite 5 mL d’une solution d’ammoniac diluée sont ajoutés au filtrat aqueux avec 1 mL
d’acide sulfurique concentré. L’ apparition d’une coloration rose, jaune révele la présence

des flavonoides (Waddood et al., 2013).

1.5.2.1.3. Tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant 5 mL d’eau distillée 2 0,5 g
de la poudre de I’extrait, ensuite quelques gouttes de solution de FeClz a 1% sont ajoutées.
Une coloration bleu-noire, vert ou vert-bleu indique la présence de tanins (Sahu et al.,

2012).

1.5.2.1.4. Alcaloides

Test de Wagner : prendre 2 ml d’extrait de plante dans un tube a essai et ajouter 2
gouttes du réactif Wagner. L’apparition d’un précipité blanc ou brun, respectivement

révele la présence des alcaloides (Yeo ef al., 2011).

1.5.2.1.5. Quinones

La présence des quinones est mise en évidence en ajoutant, a 0,5 g de la poudre 20

mL d’eau distillée, le mélange est chauffé jusqu’a ¢ébullition, ensuite filtré. Finalement 1
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mL d’acide sulfirique (H2SOs4) concentré est ajouté a 1 mL du filtrat, La couleur rouge

indique la présence des quinines (Vijayalakshmi et Ravindhran, 2012).

1.5.2.1.6. Proanthocyanes

Dans un tube a essai, 2 mL d’extrait a tester et 2mLd’acide chlorhydrique (HCI
37%) sont mélangés, et mis dans un bain marie pendant 5 minutes. L’apparition d’une

coloration rouge, révele la présence des proanthocyanes (Karumi et al., 2004).

1.5.2.1.7. Anthraquinones

La présence des quinones est mise en évidence en ajoutant, a 1 mL de I’extrait 2 a 3
gouttes de solution de KOH a 10%, puis agiter. Un virage de couleur de la phase aqueuse

vers le rouge indique la présence des anthraquinones (Oloyede, 2005).

1.5.2.1.8. Terpenoides

Prendre 5 mL d’extrait de plante dans un tube a essai et ajouter 2 mL de chloroforme

et 3 mL d’acide sulfurique (H,SO,4) concentré. L’apparition d’une coloration marronne a

I'interface révéle la présence des terpénoides (Edeoga et al., 2005).

I.5.3. Profil chimique des extraits hydrométhanoliques de R. chalepensis par HPLC-
DAD-ESI/MS

L'analyse LC-MS a été réalisée a l'aide d'un chromatographe liquide Hewlett —
Packard (Palo Alto, Californie, Etats-Unis) modéle 1100 couplé a la fois a un détecteur a
réseau de photodiodes (Agilent, Palo Alto, Californie, Etats-Unis) série 1100 et a un
spectrométre de masse Esquire LC — piége a ions (Bruker Daltonics, Billerica, MA, Etats-
Unis) équipé d'une interface d'ionisation par électrospray (ESI). Les principaux
composants ont été séparés dans les conditions suivantes : colonne Macherey-Nagel
Nucleosil C18 (diametre intérieur 250 mm x 4.6 mm, diamétre de particule de 5 pm,
extrémité coiffée), le détecteur a réseau de photodiodes (PDA) a été réglé a 330 nm; un
systeme d’€lution 8 : 2 H2O (+ 1 mL d'acétate d'ammonium 10 mM) : CH3CN (+ 1 mL
d'acétate d'ammonium 10 mM); 1'éluant a été utilisé pendant 30 min, puis a 0 : 100
progressivement jusqu’a 56 min; la division de I'effluent de la colonne a été appliquée pour
atteindre un débit de 1 mL/min dans le spectrométre de masse. De 'azote de haute pureté a
¢été utilis€ comme nébuliseur a 35 psi, ainsi que comme gaz de séchage a 300°C, a un débit
constant de 6 L/min. Les spectres de balayage complet ont ét€ acquis en mode ions négatifs

et positifs dans la région m/z 100—1000. Les informations structurelles pour les
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compositions ont été obtenues a partir des fragments de dissociation induits par collision

dans la source sur les ions précurseurs sélectionnés (Cheriet et al., 2025).

1.5.4. Analyse phytochimiques quantitative des extraits de Ruta chalepensis
1.5.4.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits hydrométhanolique de Ruta chalpensis

est estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Li et al., (2007).

Un volume de 200 pL des solutions d’extraits a 1 mg/ml sont ajoutées a 1 mLde
réactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Apres 4 min, 800 puL de carbonates de sodium (75 g/L)
sont additionnés. Le mélange est laissé réagir 2 heures a température ambiante, puis la
lecture est faite a 765 nm. L’acide gallique (0-140 pg/mL) est le standard utilisé¢ pour
établir la courbe d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux
des extraits est calculée (Figure 4). Le résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide
gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/ mg d’extrait). Toutes les mesures sont

répétées trois fois.
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Figure 4. Droite d'étalonnage de l'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).
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1.5.4.2. Dosage des Flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de Ruta
chalpensis est réalisée par la méthode de Bahorun ez al., (1996). Un volume de ImL
d’extrait est mis dans un tube a essai ensuite 1 mL de solution méthanolique de chlorure
d’aluminium a 2 % est additionné. Le mélange est incubé 15 minutes a température
ambiante, puis la lecture est faite a 430 nm. La quercétine (0-20 pg/ml) est utilisée comme
standard (Figure 5). Le résultat est exprimé en pg d’équivalents de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/ mg d’extrait). Toutes les mesures sont répétées trois fois.
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Figure 5. Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).

I.5.5. Activité antimicrobienne
1.5.5.1. Activité antibactérienne
1.5.5.1.1. Activité antibactérienne par la méthode des disques

L’activité antibactérienne des extraits hydro-méthanolique de R. chalepensis est
¢valuée par la méthode de disques diffusion vis-a-vis de sept souches bactériennes (a
Gram" et a Gram'). Les différentes souches bactériennes sont d’abord repiquées par la
méthode des stries dans des boites de Pétri contenant le milieu gélose nutritive, puis
incubées a 37°C pendant 24h. Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont

prélevées et transférées dans 1’eau physiologique a une turbidité équivalente a 0,5
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McFarland. Un prélévement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de nouvelles boites
de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton par technique d’écouvillonnage. Ensuite, des
disques de 6 mm de diametre ont ét¢ mis sur la gélose puis, imprégnés chacun de 30 uL
d’extrait (500 mg/ml). Les disques de contrdles négatifs sont imprégnés par le DMSO,

I’ Ampicilline est utilisée comme controle positif.

Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 h. L’action inhibitrice se
manifeste par la formation d’une zone d’inhibition (auréole) autour des disques. La lecture
des résultats s’effectue par mesure des diameétres des zones d’inhibitions. Une substance
est considérée active, si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8§ mm

(Szewczyk et al., 2022).

1.5.5.1.2. Détermination de la CMI et la CMB

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB) ont été¢ déterminés comme précédemment décrit par Yehouénou et al.
(2010). Brievement, 100 uL de bouillon Mueller-Hinton contenant du rouge de phénol a
0,02 g/L ont été distribués dans chaque puit d’une microplaque a 96 puits. cent microlitres
de la solution mére de I’extrait ont ensuite été ajoutés a chacun des puits de la premicre
colonne (A, C, D, E, F, G, H) de la microplaque sauf celui de la seconde rangée (B). Des
dilutions au demi ont été réalisées jusqu’au 12éme puits dans chaque rangée et les 100 pL.
du dernier puits ont été rejetés. Ensuite, 100 pL. de bouillon Mueller-Hinton ne contenant
pas du rouge de phénol ont été ajoutés dans le premier puit de la seconde rangée et avant
de procéder a des dilutions successives toujours de raison 2. La concentration d’extrait sera

de I’ordre de (100 mg/mL) pour chacun des premiers puits de la plaque.

Tous les puits ont été ensemencés, sauf ceux de la premicre rangée, en y
introduisant 100 uL de suspension bactérienne a 10 UFC/mL, densité égale a I’échelle 0.5
de McFarland. La suspension bactérienne a ét¢ remplacée par du bouillon Muller Hinton
sans rouge de phénol dans les puits de la premiére rangée. La microplaque a enfin été
recouverte avec le couvercle puis incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures. La premicre

rangée représente le témoin négatif tandis que la seconde, le témoin positif.

A la lecture, I’obtention d’une couleur jaune indique une multiplication bactérienne.

La persistance de la couleur rouge initiale signifie I’absence de croissance des germes.
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1.5.5.2. Activité antifongique
1.5.5.2.1. Méthode des disques

La méthode d’agar de diffusion a été effectuée pour 1'évaluation des extraits de R.
chalepensis selon Sadeghi et al. (2010) avec une légeére modification. 100 puL. d’une
suspension sporale (10 CFU / mL, 0,5 Mc Farland) de chaque champignon ont été étalés
uniformément a l'aide d'une pipette Pasteur stérile sur milieu PDA, des disques de papier
de 6 mm imbibés avec 30 pL d'extrait de plante a une concentration de 200 mg/mL sont
ensuite placés sur le tapis sporale. Les boites ont été incubées a 25°C pendant 72 heures.
Le DMSO est utilis¢é comme controle négatif. La zone d’inhibition a été¢ déterminée pour
évaluer I’activité antifongique. Les expériences ont été réalisées en tripicata et la moyenne

de la zone d'inhibition de chaque champignon testé a été mesurée.

1.5.5.2.2. Méthode d’incorporation directe de I’extrait dans le milieu de culture

Ce test antifongique est réalisé selon Soliman and Badeaa, (2002) avec quelques
modifications. Chaque extrait de R. chalepensis a été solubilis¢é dans le DMSO puis
incorporée dans le milieu de culture PDA refroidi a 45°C. Une concentration finale (10
mg/mL) a été appliquée. Des boites de Pétri contenant chacune 15 mL de milieu sont
aseptiquement ensemencés au centre avec un disque du champignon a tester pris du bord
actif d’une culture agée de 7 jours. Les témoins sont supplémentés uniquement de DMSO.
Les boites inoculées sont incubées a 25°C a l’obscurité. Chaque test est réalisé en
triplicata. Le développement du champignon est suivi quotidiennement par la mesure du
diamétre de la colonie jusqu’au 7°™ jour. L'activité antifongique au 7°™ jour est exprimée

en pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne (% ICM) selon la formule :

% ICM = [(diamétre du témoin — diametre du test) /diamétre du témoin] x 100

1.5.6. Activité antioxydante

L’activité antioxydante in vitro des extrais a été réalisée par quatre techniques
biochimiques a savoir : le piégeage du radical libre DPPH, le test de blanchiment de -

caroténe, la méthode de FRAP et la capacité antioxydante totale (CAT).

1.5.6.1. Piégeage du radical libre DPPH

L’évaluation de I’activité antiradicalaire des extraits hydromethanolique de R.

chalepensis vis-a-vis du radical DPPH est effectuée selon la méthode décrite par Que ef al.
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(2006). Un volume de 500 pL de la solution de DPPH (0,1 mM) est ajouté a 500 pL
d’extrait a différentes concentrations (5 - 90 pg/mL). Le BHT est utilis¢ comme
antioxydant standard. Le mélange réactionnel est incubé 30 min a I’obscurité et a
température ambiante, puis 1’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage de ’activité

antiradicalaire est calculé selon la formule suivante ;

Activité antiradicalaire (%) = (AC —AT / AC) x 100

AC : absorbance du controdle.
AT : absorbance du test.

La concentration ayant la capacité de piéger 50% du radical DPPH (Clso) est déterminée.

1.5.6.2. Test de blanchiment de B-caroténe

Dans cet essai, l'oxydation de l'acide linoléique produit de nombreux produits
d'oxydation (hydroperoxydes lipidiques, des diénes conjugués, et des sous-produits
volatils) qui attaquent le chromophore de B-caroténe, ce qui entraine le blanchiment de sa
couleur caractéristique. Cependant, la présence d'antioxydant inhibe le blanchiment du 3-

caroténe par les produits formés de I'oxydation de ’acide linoléique (Zouari et al., 2011).

La capacité des extraits étudiés a prévenir le blanchiment du [-caroténe est
déterminée selon la méthode de Sevgi et al. (2015), basée sur la capacité des extraits a
inhiber la formation des hydroperoxydes diene conjugués durant 1’oxydation de 1’acide
linoléique. Brievement, 0,5 mg de B-carotene dans 1 ml de chloroforme est mélangé avec
25 pL d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Apres évaporation du chloroforme sous
vide a 45°C, 100 mL d’eau distillée saturée en oxygeéne sont ajoutés au mélange qui sera
vigoureusement agité. Le milieu réactionnel contient 2,5 mL de I’émulsion de pB-
carotene/acide linoléique et 0,5 mL d’extraits (2 mg/mL) ou de I’antioxydant de référence
(BHT). Le mélange est placé dans un bain-marie et incubé a 50°C pendant 2 heures.
L’oxydation de I’émulsion est suivie par la mesure de I’absorbance au temps zéro et apres
chaque 20 min pendant 2 h a 490 nm. L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage

d’inhibition par rapport au contréle selon 1’équation suivante :

Activité antioxydante (%) = [(1 - (Ato - At120) test / (Ato - At120) controle)] x 100

Ato: absorbance au temps t = 0.

At : absorbance au temps t = 120 min.
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1.5.6.3. Pouvoir réducteur des extraits

Le pouvoir réducteur des extraits de R. chalepensis a été déterminé selon le
protocole décrit par Rohit et al., (2012). Des solutions d’extraits et d’antioxydant de
référence BHT a différentes concentrations sont initialement mélangées avec 625 pL du
tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 625 uL de KsFe (CN)s a 1%. Aprés 20 min
d’incubation a 50°C suivie d’un refroidissement, 625 pL de TCA (10%) et 625 pL de
FeCls (0,1%) sont ajoutés au milieu réactionnel, et ’absorbance est lue a 700 nm contre un
blanc sans FeCls. L’absorbance est directement proportionnelle au pouvoir réducteur. La
valeur d’ECso est calculée a partir de la courbe de I’absorbance en fonction de la

concentration de 1’échantillon.

1.5.6.4. Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits des plantes est évaluée par la

méthode de Phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne

2 2
Mo (VI) présent sous la forme d'ions molybdate MoO, & molybdéne Mo (V) MoO ! en

présence de I'extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.

La capacité antioxydante totale des extraits de R chaleensis est estimée par dosage
du phosphomolybdéne selon la méthode décrite par Prieto ef al., (1999). Un volume de 100
pL des solutions d’extraits ou du standard acide ascorbique est ajouté a 900 pL. d’un réactif
compos¢ d’acide sulfurique (0.6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate
d’ammonium (4 mM). Le mélange est incubé a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement a température ambiante, 1'absorbance est mesurée a 695 nm. La capacité
antioxydante totale est exprimée en microgramme d’équivalent d’acide ascorbique (Vc¢)
par milligramme d’extrait (ug EVc/mg d’extrait), et calculée a partir de la courbe

d’étalonnage de I’acide ascorbique (Figure 6).
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Figure 6. Droite d'étalonnage de l'acide ascorbique (moyenne + SD de trois mesures).

I.5.7. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne + SD (déviation standard), et en moyenne
+ SEM (erreur standard de la moyenne). Les résultats ont été analysés par 1’analyse de
variance a un facteur suivie du test de Tukey pour la comparaison des résultats en présence
des extraits avec les contrdles négatifs (en absence des extraits). La différence a été

considérée statistiquement significative lorsque la valeur de p est < 0,05.
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I.6. Rendement d’extraction

L’extraction des principes actifs de la plante R. Chalepensis a été réalisée par un
solvant hydro-alcoolique, méthanol/eau (7/3, V/V) a partir de trois échantillons de cette
plante récolt¢ dans la région de Djebel Messaad, Wilaya de Msila, avant la floraison

(AVF), pendant la floraison (PF) et apres la floraison (APF).

Selon Mahmoudi et al., (2013), la macération semble étre la meilleure méthode
pour I’extraction des polyphénols totaux et des flavonoides. L’extraction par le méthanol et
I’eau ainsi que leur mélange a différents ratios permettent une bonne récupération de
composés phénoliques (Barros et al., 2010). L utilisation de la poudre plutdt que la plante
non broyée améliore 1’extraction en augmentant la surface de contact entre 1’échantillon et
le solvant, facilitant ainsi sa pénétration a l’intérieur des cellules (Jones et Kinghorn,

2005).

Les résultats obtenus présentés dans le Tableau 03, montrent une variabilité
significative dans les rendements d'extraction des trois échantillons de R. chalepensis.
L'extrait EAVF présente le rendement le plus élevé (28,97 + 0,61%), suivi par I'EPF (18,54
+ 1,04%), tandis que I'EAPF affiche une valeur faible (16,00 £ 0,32%). Cette différence
entre les rendements est attribuée principalement a la période de collecte de 1'échantillon,
qui est un facteur clé influengant la composition chimique et, par conséquent, le rendement

d'extraction des métabolites secondaires.

En comparant ces résultats avec ceux de la littérature, on observe également une
hétérogénéité des rendements, ce qui souligne l'influence des facteurs géographiques.
Bekkar et al., (2021) ont rapporté un rendement de 13,2% pour l'extrait méthanolique de R.
chalepensis collectée dans la région de Mascara. Le rendement le plus faible obtenu dans
cette ¢tude (EAPF a 16,00%) est comparable a ce dernier, tandis que les autres rendements

(EPF et EAVF) sont nettement plus élevés.

Les travaux de Barbouchi et al., (2024) sur R. chalepensis du Maroc montrent une
plage de rendements pour l'extrait méthanolique variant entre 14% et 30%. Les rendements
d'extraction pour 1'EPF (18,54%) et 'EAVF (28,97%) de R. chalepensis de cette étude se
situent dans cette fourchette. Particuliérement, le rendement de 'EAVF (28,97%) est tres
proche du rendement maximal (30%) rapporté par Barbouchi et al ., (2024), suggérant que
I’extrait EAVF pourrait €tre potentiellement riche en composés solubles dans le solvant

utilisé, en raison de la période de collecte optimale pour cet échantillon.
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Enfin, Kacem et al., (2015) ont trouvé un rendement de 14,52% pour I'extrait
hydro-méthanolique de R. chalepensis de Tunisie. Ce rendement est comparable a notre
valeur la plus basse (EAPF), et inférieur a nos autres extraits. La différence dans le solvant
d'extraction hydro-méthanolique versus I’autres solvant peut également expliquer cette
disparité, car le choix du solvant affecte directement la polarité des composés extraits et

donc le rendement global.

En conclusion, la variabilit¢é des rendements d'extraction observée dans nos
échantillons et dans la littérature met en évidence l'importance de facteurs tels que la
période de collecte, 1'origine géographique de la plante et le type de solvant utilisé. La
période de collecte, semble étre un facteur prépondérant expliquant la différence de
rendement entre nos trois échantillons, suggérant que I'EAVF a été collecté pendant une

période ou la plante était particulierement riche en métabolites extractibles.
I.7. Analyse phytochimique des extraits
1.7.1. Analyse qualitative

I.7.1.1. Screening phytochimiques

Les métabolites secondaires sont mis en évidence par une étude phytochimique qui
consiste a détecter les différentes familles de molécules existantes dans les extraits de
plantes (Bruneton, 1999). Il s’agit d’analyses qualitatives basé€es sur des réactions de
coloration et/ou de précipitation. Les différentes familles de composés chimiques

recherchées dans cette étude sont regroupées dans le Tableau 02.

Tableau 2. Résultats des tests phytochimiques des extraits de R. chalepensis.

Avant la floraison Pendant la floraison Apreés la floraison

Polyphénols totaux + + +
Flavonoides + + +
Tanins + + +
Alcaloides + + +
Quinones + + +
Proanthocyane - - -
Anthraquinone - - -
Terpénoides - - -
+: Présence ; — : Absence

Selon le Tableau 02, les trois extraits de la plante R chalepensis contiennent des
polyphenols, des flavonoides, des tanins, des alcaloides et des quinones contrairement aux

proanthocyanes, anthraquinone et terpenoides qui ne sont pas présents. Plusieurs composés
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présents dans cette étude sont similaires a ceux présentés par Attou, (2011). Cela peut étre
expliqué par la méme origine de ’espece utilisée (le méme pays). Une étude mené par
Barbouchi et al.,(2024) a confirmé la présence des flavonoides ; des triterpeénes
anthraquinones combinés et des tanins ce qui est en concordance avec nos résultats qui
sont aussi renforcé par 1’é¢tude phytochimique réalisé par Sara Hussein Altayeb et al.

(2024).

1.7.1.2. Profil chimique des extraits hydrométhanoliques de R. chalepensis obtenu par
HPLC-DAD-ESI/MS

D’apres I’analyse des profils LC-DAD-ESI/MS des extraits de R. chalepensis ;
EAVF, EPF et EAPF, on a constaté que les trois extraits sont totalement identiques, mais la
seule différence observée ¢était ’intensité des pics (Figure 7). En effet, ’EAVF présente
une intensité supérieure par rapport a I'EPF et a I'EAPF. Cette variation dans la
concentration des composés en fonction du stade de développement de la plante est un
phénomene bien connu en phytochimie, ou les conditions environnementales et les besoins
métaboliques de la plante influencent la biosynthése des métabolites secondaires. Cette
observation suggere que la meilleure phase pour investiguer la composition chimique de R.

chalepensis est celle avant floraison.

1 A

Figure 7. Profil LC-DAD-ESI/MS des extraits hydro-méthanoliques EAVF(RC1), EPF
(RC2) et EAPF (RC3) de R. chalepensis.

Dans le but d’identifier la composition chimique des extraits étudiés de R.

chalepensis, sachant que les trois extraits ont déja montrés un profil LC-DAD-ESI/MS

30



Partie Expérimentale Chapitre 111 : Résultats et discussion

identique, on a décidé d’¢étudier ’EAVF car c’était le plus riche quantitativement. Quatorze
pics majoritaires ont été observés dans le profil LC-DAD-ESI/MS (+) (Figure 8) dont sept

sont identifiés en se basant sur leurs masses et fragmentations obtenus (Tableau 3).
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1 11540
1600000 .
14000001
1200000 1789 ‘ 9
1 ‘ 18377
10000004
1 n.733) | 8
500000 3 7
600000 | ’1:'81 s 7 \
l I “‘ 4 5 1m | 1 2 14
4000004 p A {
| oz 1 [ | wse w02]) [ 100 2823 2
000004 | B gl NN A ‘mw\l 2% | VR
1 A e U L WA T S L A S R A ¥ e |
I N — Jh__ ,.\\f'a.r!ﬁ Ry A R AVAWRL AT R | 2SI AWV VN W LAV VS N
ol
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 29 30 31 32
Retention ime (min)

Figure 8. Profil LC-ESI/MS(+) de ’EAVF contenant quercétine (1), gravéoline (2),
bergapten (3), isoimperatorin (4), chalepin (7), rutamarin (9), B-carotene (11).

1.7.1.2.1. Quercétine 3-O-glucoside

L’analyse de spectre de masse ESI/MS(+) (Figure 9) montre la présence d’un pic
moléculaire a m/z 464.15 et un pic de base a m/z 302.25 (correspondant a la quercétine
aglycone), avec une différence de 162 Da (unité de glucose). Les fragments a m/z 287.450,
218.350 et 175.950 Da confirment cette structure. La quercétine et ses glycosides sont des
flavonoides couramment trouvés dans les plantes et sont reconnus pour leurs propriétés
antioxydantes. Bien que les documents fournis ne détaillent pas 1'identification spécifique
de la quercétine 3-O-glucoside avec la stucture chimique (Figure 10), la présence de
flavonoides est confirmée dans R. chalepensis par d'autres études mais avec une autre

forme quercétine 3-D-galactoside (Mokhtar et al., 2022).
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Figure 9. Spectre ESI/MS(+) de composé 1 (quercétine 3-O-glucosisde).

OH

OH
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Figure 10. Les fragments typiques pour la quercétine 3-O-glucosisde (1).

1.7.1.2.2. Gravéoline

L’analyse de spectre de masse ESI/MS(+) (Figure 11) montre la présence d’un pic
moléculaire a m/z 279.250, cette masse est connu pour la molécule gravéoline et des ions
fragments & m/z 216.150, 200.950, 173.50, 159.950 et 144.850 Da confirment cette
structure. La gravéoline (Figure 12) est un alcaloide quinolone, et sa présence est déja
documentée dans Ruta spp. L'étude de Rodriguez-Garza et al. ,(2025), mentionne une
teneur ¢€levée en alcaloides dans les extraits de R. chalepensis, ce qui est en accord avec

cette identification.
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Figure 11. Spectre ESI/MS(+) de composé 2 (gravéoline).
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Figure 12. Les fragments typiques pour gravéoline (2).

1.7.1.2.3. Bergaptene

L’analyse de spectre de masse ESI/MS(+) (Figure 13) montre la présence d’un pic
moléculaire a m/z 216.050 et des fragments a m/z 200.950, 172.950, 160.050 Da, ce qui
correspond a un composé nommeé bergaptene , avec la stucture chimique (Figure 14) qui
est une furano coumarine. Les travaux de Szewczyk et al, (2022) confirme que R.

chalepensis est riche en coumarines.
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Figure 13. Spectre ESI/MS(+) de composé 3 (bergaptene).
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Figure 14. Les fragments typiques pour bergaptene (3).

1.7.1.2.4. Isoimpératorine

Par I’examen du spectre de masse ES/MS(+) (Figure 15), on a observé la présence
d’un pic moléculaire avec une masse de 270.250 g/mol, déja rapporté pour la molécule
1soimperatorine (Figure 16), identifi¢ précédemment dans I’espece étudiée (Szewczyk et
al, (2022)). Cette molécule est confirmée par les pics de fragments a m/z 252.250, 224.250,
206.150, 175.850, 118.250 Da.
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Figure 15. Spectre ESI/MS(+) de composé 4 (isoimperatorine).
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Figure 16. Les fragments typiques pour isoimperatorine (4).

1.7.1.2.5. Chalépine

Apres I’examen du spectre de masse ESI/MS(+) (Figure 17), on a observé la

présence d’un pic moléculaire avec une masse de 314.450 g/mol, déja rapporté pour la

molécule chalépine (Figure 18), identifi¢ précédemment dans 1’espece étudiée (Altayeb et

al., 2024). Cette molécule est confirmée par les pics de fragments a m/z 272.350, 258.250,

254.250, 240.250, 200.050, 158.050 Da.
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Figure 17. Spectre ESI/MS(+) de composé 7 (chalépine).

Figure 18. Les fragments typiques pour la chalépine (7).

1.7.1.2.6. Rutamarin

Apres I’examen du spectre de masse ESI/MS(+) (Figure 19), on a observé la
présence d’un pic moléculaire avec une masse de 356.450 g/mol, déja rapporté pour la
molécule rutamarine (Figure 20), identifiée précédemment dans 1’espece étudiée (Al-
Majmaie et al., 2021). Cette molécule est confirmée par les pics de fragments a m/z 314.35,

296.35, 286.45, 254.25, 240.25, 155.55 Da.
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Figure 20. Les fragments typiques pour la rutamarin (9).

1.7.1.3. Beta Caroténe

Apres I’examen du spectre de masse ESI/MS(+) (Figure 21), on a observé la

présence d’un pic moléculaire

avec une masse de 536.660 g/mol, déja rapporté pour la

molécule p-carotene (Figure 22), identifi¢ précédemment dans 1’espeéce étudi¢e (Althaher

et al., 2024). Cette molécule est confirmée par les pics de fragments a m/z 352.550,

313.550, 260.350 Da.
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Figure 21. Spectre ESI/MS(+) de composé 11 (B-carotene).
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Figure 22. Les fragments typiques pour la B-caroténe (11).

Tableau 3. Données obtenues des spectres de masse du profil LC-DAD-ESI/MS de
I’extrait R. chalepensis.

N° | tr Composé MS Ions positifs observes
1 8.416 | Quercetine-3- 302.25 | 287.45,218.35,175.95
O-glucosisde
2 11.940 | Gravéoline 279.25 |216.15,200.95, 173.5, 159.95, 144.85
3 13.081 | Bergaptene 216.05 |200.95,172.95, 160.05
4 14.512 | Isoimperatorine | 270.25 | 252.25,224.25,206.15, 175.85, 118.25
5 15.546 | Inconnu 243.25 | 170.95, 157.95
6 16.052 | Inconnu 471.65 | 257.35,202.05, 174.05, 146.05, 130.05
7 16.772 | Chalépine 314.45 | 272.35,258.25,254.25, 240.25, 200.05, 158.05
8 17.952 | Inconnu 271.45 | 234.05,209.75, 158.05
9 18.377 | Rutamarine 356.45 | 314.35,296.35, 286.45, 254.25, 240.25, 155.55
10 | 19.265 | Inconnu 352.55 | 334.55,260.35,242.15, 134.15
11 | 20.080 | p-caroténe 536.66 | 352.55,313.55,260.35
12 | 22.693 | Inconnu 380.66 | 340.65, 284.45, 266.45, 248.05, 178.05
13 | 23.182 | Inconnu 606.55 | 432.65, 322.65,271.45,218.05, 148.25
14 | 24.315 | Inconnu 612.75 | 515.05, 428.75, 334.550, 164.05, 107.35
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La littérature générale sur R . chalepensis corrobore la richesse de cette plante en
composés phytochimiques, notamment les coumarines, les alcaloides, les flavonoides et les
phénols, qui sont souvent associés a ses activités biologiques. Bien que les études de
Kacem et al., (2015) et Bekkar et al, (2021) ont mentionnés la présence des composés
phénoliques et des coumarines. Cependant, la détection des composés : isoimpératorine,
chalépine et Béta-caroténe dans les extraits de R. chalepensis est en accord avec plusieurs

études (Mokhtar et al., 2022 ; Sara Hussein Altayeb et al., 2024 ; Althaher et al., 2024)

1.7.2. Tests quantitatifs phytochimiques
1.7.2.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les propriétés biologiques (L’activité antimicrobienne et 1’activité antioxydante) de
la plupart des extraits des plantes médicinales ont été attribuées a leurs teneurs en
composés phénoliques. Pour cette raison, dans ce présent travail I’extraction de ces
composés actifs a partir de R. chalepensis et la détermination de leurs teneurs ont été

réalisés.

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a ét¢ déterminée en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols. Cette méthode a
¢été choisie en raison de sa fiabilité et la disponibilité du réactif (Djeridane ef al., 2010). La
concentration des polyphénols totaux de R. chalepensis, est calculée a partir de 1’équation
de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique et exprimée en

milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

Les résultats montrent que 1’extrait de R. chalepensis apres la floraison (EAPF)
contient la plus grande concentration en polyphenols par rapport aux deux autres extraits
avant la floraison (EAVF) et durant la floraison (EPF) (Tableau 4). Les études menées par
Althaher ef al., (2024) en Jordanie ont estimé la teneur en polyphénols de I’extrait de R.
chalepensis a 25,21 £ 0.30 mg GAE/g d’extrait. Ces résultats sont inférieurs a ceux de
I’extrait de R. chalepensis apres la floraison (EAPF). D’autres résultats rapportés par
Kacem et al., (2015) ont montré une concentration tres élevée en polyphénols 142+ 4,24
mg GAE/g d’extrait. De méme Barbouchi ef al., (2024) ont montré que 1’extrait
méthanolique de la partie aérienne de R. chalepensis possede des teneurs en polyphénols
plus élevées 163,72+ 0,72 mg GAE/g d’extrait et ont mentionné que les fleurs de cette
plante sont plus riches en polyphénols que les tiges et les feuilles. D'aprés une étude menée

par Bekkar ef al., (2021) dans la région de Mascara, dans I'ouest de I'Algérie, la teneur en
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polyphénols est deux fois et demi supérieure a celle de la présente étude. La plante R.
chalepensis est une plante répartie dans la majorité des pays du bassin méditerranéen ;
toutefois les conditions géographiques et climatiques peuvent entrainer des différences
significatives sur les concentrations des composés bioactifs des plantes, ce qui se répercute

sur leurs activités biologiques.

Concernant les flavonoides, leurs concentrations ont a déduite a partir d’'une gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (0-40 pg / mL) et exprimée en milligramme
d’équivalent de la quercetine par gramme d’extrait (mg EQ / g). Les résultats obtenus sont

présentés dans le Tableau 4.

Les valeurs de la concentration en flavonoides des différents extraits ont varié entre
17,73 £0,34 et 27,15 + 0,28 mg EQ/g d’extrait, la grande concentration a été observé dans
I’extrait AVF poursuivi par I’extrait APF et enfin I’extrait PF. Ces résultats sont presque
similaires a ceux trouvés par Barbouchi et al., (2024), (27,43 £ 0,19 pg EAG/mg d’extrait).
Cependant, Bekkar ef al., (2021), ont estimés le contenu en flavonoides dans I'extrait
méthanolique de la partie aérienne de R. chalepensis a 67,69 + 0,0017 pg EAG/mg
d’extrait. Alors que Kacem et al., (2015) ont obtenu une faible valeur (9,32 + 0,44 pg
EAG/mg d’extrait) en utilisant le méme solvant d’extraction mais avec des ratios
différents. Les extraits de la méme espece collecté en Tunisie, au Maroc et en Algérie ont
présenté¢ des différences remarquables et cela est due a la variation des conditions

climatique et aussi a la période de collecte.

Tableau 4. Rendement d’extraction, teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des
extraits de R. Chalepensis.

Extrait Rendement Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
(%) (w/w) (mg GAE/g d’extrait) (mg EQ/g d’extrait)
EAVF 28 97 78,00 = 0,12 27,15+0,28
EPF 18,54 70,36 = 0,04 17,73 £ 0,34
EAPF 16,00 84,57 + 1,66 25,85+ 0,88

Les valeurs représentent la moyenne = SD (n=3).

Les résultats obtenus confirment que R. chalepensis est une source notable de
polyphénols et de flavonoides. La variabilité observée entre nos échantillons, notamment la
concentration ¢€levée en polyphénols de 'EAPF malgré un rendement d'extraction le plus

faible, pourrait étre liée a des différences dans la composition phytochimique influencées
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par des facteurs tels que la période de récolte. La comparaison avec la littérature existante

corrobore la richesse de R. chalepensis en métabolites secondaires bioactifs.

L.8. Activité antimicrobienne
1.8.1. Activité antibactérienne
1.8.1.1. Activité antibactérienne des trois extraits

Le développement de la résistance aux antibiotiques par les agents pathogenes a
incité la communauté scientifique a mener un grand nombre de recherches afin de trouver
des approches de traitement alternatives. La riche diversité des métabolites secondaires
végétaux a été reconnue comme une ressource précieuse dans ce contexte (Vaou et al.,
2021). Dans cette étude, l'activité antibactérienne des extraits de R. chalepensis a été
évaluée contre des bactéries Gram-positives et Gram-négatives. Les diamétres des zones
d'inhibition (ZI) ont ét¢ déterminés par la technique de diffusion sur disque. La lipophilie,
la quantité du composé, le type de milieu de culture, le pH et le volume de gélose sont
autant de facteurs susceptibles d'influencer significativement la zone d'inhibition. Pour
garantir la cohérence et éviter des résultats faussement positifs ou négatifs, ces ¢léments
doivent étre rigoureusement évalués lors de l'utilisation de la technique de diffusion sur

gélose (Pauli, 2006 ; Scorzoni et al., 2016).

Sur la base des résultats obtenus (Tableau 5) et selon les criteres de I’halo
d'inhibition bactérienne montionnés par Hendel et al., (2024), une souche bactérienne est
généralement classée comme sensible lorsque la zone d'inhibition (ZI) varie de 8 a 14 mm.
Elle est tres sensible de 14 a 20 mm, et extrémement sensible lorsqu'elle dépasse 20 mm.
Selon ces classifications, toutes les souches bactériennes testées étaient sensibles aux
extraits de R. chalepensis, a 1'exception d'E. coli, qui était résistante a l'extrait EAPF et de
P. vulgaris, qui était résistante aux extraits EAPF et EAVF. Les souches bactériennes
Gram-positives E. faecalis et B. cereus ont été les plus sensibles, généralement classées
comme tres sensibles, a l'exception de B. cereus avec l'extrait APF, qui a présenté une zone
d'inhibition de 10 mm. En termes de puissance des extraits, I'extrait PF de R. chalepensis
s'est avéré le plus efficace, montrant l'action inhibitrice la plus forte contre toutes les
souches bactériennes testées, en particulier contre les souches Gram négatives. Ce résultat
concorde avec les données rapportées par Althaher et al., (2024) ; I'extrait éthanolique de
R. chalepensis a montré un effet antibactérien contre B. cereus, S. aureus, E. coli et P.
penneri. Une ¢étude menée par Mokhtar et al., (2022) a rapporté une activité

antibactérienne d'un extrait de Ruta graveolens contre Staphylococcus aureus, avec une
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zone d'inhibition de 14 mm, ce qui est légérement supérieur a celle observée dans nos

résultats.

Tableau 5. Diameétres des zones d’inhibition (mm) des bactéries, manifestées par les trois
extraits EAVF, EPF, EAPF, et ’ampicilline (standard).

Souc’h es Diamétre d’inhibition (mm)
bactériennes

EAVF EPF EAPF Ampicilline
S. aureus 11,67 £0,58% 12,67 + 1,082 10,00 + 1,00 29,67 + 1,53
B. subtilis 8,67+ 0,582 8,67+ 0,582 8,67+ 0,58 19,67 + 1,53
E. faecalis 15,33+ 0,582 17,00+ 1,00 | 14,67+0,58% | 23,00+ 1,00
B. cereus 10,33 £ 0,58 18,00 £+ 1,00? 17,67 £0,58% 24,33+ 1,53
E. coli 6+ 0,47 12,67 £ 0,47 9,67 +£0,47 17,67 £ 0,47
K. pneumonia 11,580,472 10,00 £ 1,00 ® 8,67 0,58 17,33 £1,53
P. vulgaris 6+0,47% 12,67 £ 1,00 60,472 18,67 £ 1,53

Les valeurs représentent la moyenne de 03 mesures (n=3). a: p<0.05 ; b<0,01;ab<0,01

L'activité antibactérienne des extraits de plantes pourrait étre favorisée par les
teneurs en flavonoides, en polysaccharides et par d'autres substances phénoliques
(Musyimi et al., 2007 ; Alvarez-Ordéiiez et al., 2013). Une des actions de ces substances
se manifeste sur la H'-ATPase de la membrane plasmique (Trigui et al., 2013). Les
polyphénols présentent aussi des propriétés antibactériennes en ciblant les structures
cellulaires bactériennes. Ils ont la capacité¢ de déclencher la condensation membranaire et
des altérations morphologiques telles que la déformation cellulaire et la rupture de la paroi
bactérienne. Cette perturbation de la paroi bactérienne conduit a la libération de matériel
cytoplasmique et de débris membranaires. Le processus fondamental est que la paroi
bactérienne et la membrane bactérienne deviennent plus perméables (Wang et al., 2017 ;

Alvarez-Martinez et al., 2020).

1.8.1.2. Comparaison des extraits de R. chalepensis avec I’ampicilline

Les résultats ont montré que l'extrait AVF a présenté une activité antibactérienne,
mais elle est considérablement plus faible que celle de 1'ampicilline sur toutes les souches

testées.

L'EAVF a une activité modérée sur S. aureus (11,67 mm), mais elle est plus de
deux fois et demi inférieure a celle de I'ampicilline (29,67 mm), par contre elle est faible

sur B. subtilis (8.67 mm) et B. cereus (10,33 mm), moins de la moiti¢ de celle de
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I'ampicilline (19,67 mm) et (24,33 mm) respectivement. Concernant la souche E. faecalis,
L'EAVF montre une activité notable (15,33 mm), mais toujours significativement
inférieure a celle de I'ampicilline (23,00 mm). L'EAVF est trés faiblement actif sur E. coli
(6 mm) et P. vulgaris (6 mm), soit trois fois moins efficace que l'ampicilline (17,67 mm) et
(18,67 mm) respectivement. Enfin, une activit¢é modérée a ¢été remarque avec K.
pneumonia (11,58 mm) mais inférieure a celle de l'ampicilline (17,33 mm). En résumé
I'EAVF est le moins actif des trois extraits de R. chalepensis. Son efficacité est marginale
sur plusieurs souches Gram-négatif comme E. coli et P. vulgaris par rapport a

I'ampicilline.

L’EPF se distingue comme le plus actif des trois extraits mais son efficacité reste
inférieure a celle de l'ampicilline, il a présenté une activité modérée vis-a-vis S. aureus et
K. pneumonia (12,67 mm) et (10,00 mm) respectivement mais I'ampicilline reste largement
supérieure (29,67 mm) et (17,33 mm) respectivement. L’activité a été faible contre B.
subtilis (8,67 mm), représentant moins de la moiti¢ de l'activité de 1'ampicilline (19,67
mm). E. faecalis était sensible (17,00 mm) et se rapprochant plus de celle de 1'ampicilline
(23,00 mm) que les autres extraits. La trés forte activité a été remarqué avec B. cereus
(18,00 mm) bien qu’elle soit inférieure a celle de I'ampicilline (24,33 mm). E. coli avec
(12,67 mm) a donné une sensibilité notable a ’extrait, bien que I'ampicilline (17,67 mm)
soit encore plus puissante. Une activité significative a ét€¢ observée contre P. vulgaris par
I’EPF (12,67 mm), bien qu'elle soit moins efficace que l'ampicilline (18,67 mm). En
résumé, cet extrait est le plus prometteur des trois. Son efficacité est relativement élevée,

statistiquement de I'ampicilline sur des souches comme B. cereus, E. faecalis et E. coli.

L’EAPF a une activité comparable a celle de 'EPF sur certaines souches, mais il est
globalement moins constant dans son efficacité. La souche S. aureus (10,00 mm) a
présenté une sensibilité modérée, nettement inférieure a celle de l'ampicilline (29,67 mm).
L'activité contre B. subtilis (8,67 mm) et K. pneumonia (8,67 mm) est faible et identique a
celle des deux autres extraits, soit respectivement inferieures de la moiti¢ de l'activité de
I'ampicilline (19,67 mm) et (17,33 mm). La souche bactérienne B. cereus a donné la plus
grande zone d’activité¢ (17,67 mm) relativement proche de celle de I'ampicilline (24,33
mm). L'EAPF (14,67 mm) est actif sur E. faecalis, mais moins que I'EPF et moins que
I'ampicilline (23,00 mm). L'EAPF (9,67 mm) est aussi un peu actif sur E. coli, mais moins
que 1'EPF et l'ampicilline (17,67 mm), enfin, P. vulgaris est trés faiblement sensible a

L'EAPF (6 mm) et nettement moins efficace que l'ampicilline (18,67 mm). En résumé
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I’EAPF, montre une bonne performance sur certaines souches comme B. cereus, mais son
efficacité est plus faible sur d'autres comme K. pneumonia et P. vulgaris. Comme les

autres extraits, leur activité n'atteint jamais celle de I'ampicilline.

1.8.1.3. Détermination des CMI et CMB des souches bactériennes

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des trois extraits
de R. chalepensis : EAVF ; EPF et EAPF a donné les résultats illustrés dans le Tableau 6.
L’étude de I'activité antibactérienne des extraits a révélé des valeurs de CMI allant de 1,95
a 31,25 mg/mL. Les valeurs de CMI révelent que les souches les plus sensibles a ’EAVF
sont dans ’ordre suivant : B. subtilis ; E. faecalis et B. cereus ; K. pneumonia ; S. aureus et
E. coli. Pour I’EPF, I'ordre des bactéries les plus sensibles est : S. aureus, E. coli, K.
pneumonia ; P. vulgaris ; B. subtilis, E. faecalis et B. cereus. Alors que les souches les
plus sensibles a ’EAPF sont E. coli, K. pneumonia et S. aureus ; E. faecalise, B. cereus et

B. subtilis.

L’EPF et ’EAPF étaient particulierement efficaces contre E. coli, K. pneumonia et
S. aureus. Ces résultats différent des recherches antérieures, telles que celle d'Althaher et
al., (2024), qui ont rapporté une valeur inférieure d’un extrait éthanolique de R.
chalepensis avec une CMI pour E. coli de 50 ng/mL. Les extraits PF et APF montrent une
activité antibactérienne, mais avec une concentration plus élevée que celle de I'extrait au
méthanol de I'¢tude de Szewczyk et al., (2022). Bekkar et ses collaborateurs, (2021) ont
étudié des extraits méthanoliques de R. chalepensis, leurs CMI ont varié entre 50 et 100

mg/mL ; ce qui sont plus élevées que celles obtenues dans cette étude.

Les valeurs des concentrations minimales bactéricides (CMB) étaient généralement
plus élevées que les CMI. Pour E. faecalis et B. subtilis, les CMI et les MBC étaient égales,
démontrant une action bactéricide a des concentrations inhibitrices de croissance. Ceci
concorde avec les travaux de Nazzaro et al., (2013), qui ont noté des effets bactéricides
plus forts des extraits de plantes contre les bactéries Gram-positives. La puissante activité
antibactérienne contre les principaux pathogenes, ainsi que des CMI, font de R.
chalepensis un agent antimicrobien naturel prometteur, particulierement pertinent dans le
contexte de la résistance croissante aux antibiotiques. Les variations d'activité observées
selon les stades phénologiques (EPF et EAPF étant plus efficaces) suggerent que le
moment de la récolte influence significativement le potentiel antimicrobien de l'extrait,

probablement en raison de différences dans les profils de composés bioactifs.
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Tableau 6. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) et Concentrations minimales
bactéricides (CMB) des trois extraits AVF, PF, APF vis —a-vis des bactéries
testées en utilisant la méthode des micro-dilutions.

Souches CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
bacteriennes EAVF EPF EAPF EAVF EPF EAPF
S. aureus 15,62 1,95 1,95 31,24 7.8 7,8
B. subtilis 1,95 7,81 15,62 3,9 15,62 15,62
E. faecalis 3.9 7,81 7,81 3,9 15,62 15,62
B. cereus 3.9 7,81 7,81 7,8 15,62 15,62
E. coli 31,25 1,95 1,95 62,5 7,8 15,62
K. pneumonia 7,81 1,95 1,95 15,62 39 7,8
P. vulgaris - 3.9 - - 7.8 -

1.8.2. Activité Antifongique
1.8.2.1. Evaluation de ’activité antifongique par la méthode des disques

Dans ce test la capacité des EAVF ; EPF et EAPF a inhiber la croissance fongique a
été évaluée contre huit champignons filamenteux a savoir Aletrnaria alternata ; Asergillus
flavus, Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum ; Diplodia mutila MAECO09 ; Diplodia
corticola ; Neofusicoccum parvum MAEC 36 ; Diplodia corticola MAEC 18 en utilisant

une concentration de 500 mg/mL avec un volume de 30 pL /disque.

Les résultats obtenus (Tableau 7), montrent qu’aprés 72 h d’incubation [’effet
antifongiques des trois extraits de R. chalepensis (EAVF, EPF et EAPF) sur les différentes
souches fongiques montre des variations significatives dans leur efficacité. L'efficacité est
exprimée par la mesure du diametre des ZI en millimetres (mm). Une valeur plus élevée
indique une meilleure inhibition de la croissance fongique. La levure Candida albicans
10231 a présenté la plus grande valeur de (DI) avec I’EAVF (15,00 £ 0,00 mm) suivi par
I’EPF (12,67 £+ 0,67mm) alors que 'EAPF a donné une faible valeur de (9,67 = 0,67 mm).
Concernant la souche fongique Alternaria alternata, 1’'extrait AVF est le plus efficace
(14,33 £ 1,15 mm), suivi de 'EAPF (12,67 + 2,52 mm) et de ’EPF (10,67 £ 1,15 mm) ;
I’EAVF a été plus efficace sur la souche d’Aspergillus flavus (12,33 + 2,52 mm), tandis
que I’EAPF montre une efficacit¢é modérée (10,33 + 0,58 mm). La souche fongique
Fusarium oxysporum a présenté une sensibilité envers I’EPF (15,33 £ 0,58 mm) et une
sensibilit¢ modérée (10,33 + 0,58 mm) envers "'EAVF ; ces résultats sont en accord avec

ceux mentionné par Al-ajlouni et al., (2023) qui ont rapportés que leurs extraits
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¢thanoliques montraient des effets inhibiteurs contre Fusarium oxysporium, (12,33 mm).
Les deux extraits APF et PF ont exercés un effet antifongique modérée contre la souche
Fusarium culinum (11,67 = 1,53 mm) et (10,33 + 0,58 mm) respectivement. Un diamétre
d’inhibition trés remarquable a été signalé par EAPF contre la souche fongique Diplodia
mutila MAEC09 (20,67 + 1,15 mm) suivi par I’EPF (16,00 + 1,00 mm) et I'EAVF (14,67 +
0,58 mm). L'extrait APF est plus efficace contre la souche Diplodia corticola (13,67 + 1,53
mm), suivi de I'EAVF (12,00 = 2,00 mm). Pour I"'extrait APF a permis de produire des DI
importants envers la souche Neofusicoccum parvum MAEC 36 (13,33 + 2,89 mm), suivi de
I'EAVF (11,67 + 2,89 mm) et de ’EPF (10,00 £ 0,00 mm). Enfin la souche Diplodia
corticola MAEC 18 a été moins résistante a l'extrait PF (13,67 £ 3,21 mm) suivi de ’EAPF
(10,67 £ 0,58 mm).

Tableau 7. Zones d’inhibition des champignons filamenteux produites par 1’effet des trois
extraits AVF, PF, APF apres 72 h d’incubation a 28 °C (DI en mm).

Diamétre d’inhibition (mm)
EAVF EPF EAPF

Candida albicans 10231 15,00 + 0,00 12,67 + 0,67 9,67+ 0,67
Aletrnaria alternata 14,33+ 1,15 10,67 £ 1,15 12,67 £2,52
Aspergillus Flavus 12,33 £2,52 ND 10,33 £ 0,58
Fusarium oxysporum 10,33 £ 0,58 15,33 £ 0,58 ND

Fusarium culmorum ND 10,33 +£ 0,58 11,67 £ 1,53
Diplodia mutila MAEC09 14,67 £ 0,58 16,00 £ 1,00 20,67 £ 1,15
Diplodia corticola 12,00+ 2,00 ND 13,67 £1,53
Neofusicoccum parvum MAEC36 11,67 = 2,89 10,00 + 0,00 13,33 +2,89
Diplodia corticola MAECI18 ND 13,67 + 3,21 10.67 + 0,58

Valeurs exprimées en moyenne + SD (n = 3 mesures). ND, non déterminé.

Chaque extrait montre une efficacité sélective en fonction de la souche fongique
ciblée. L’EAVF est le plus efficace contre Alternaria alternata et Aspergillus flavus, ’EPF
est le plus efficace contre Fusarium oxysporum et la souche Diplodia corticola MAEC 18.
L’EAPF est le plus efficace contre Fusarium culinum, Diplodia mutila MAECO09, Diplodia
corticola et Neofusicoccum parvum MAEC 36. Par contre, une étude menée par Kacem et
al., (2015) n'a montré aucune activité antifongique vis-a-vis des souches fongiques testées,

contrairement aux résultats obtenus dans cette étude.

Ces variations suggerent que la composition phytochimique de R. chalepensis

change en fonction du stade phénologique, ce qui affecte son pouvoir antifongique contre
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différentes especes fongiques. L'extrait APF semble avoir le spectre d'action le plus large,

étant le plus efficace contre la majorité des souches testées.

1.8.2.2. Evaluation de P’activité antifongique par la méthode d’incorporation direct de
P’extrait dans le milieu de culture

L’activité antifongique des plantes étudiées a été aussi évaluée par le test des
extraits de la plante R. chalepensis ; EAVF ; EPF et EAPF par I’incorporation au milieu de
culture. Le test a été réalisé vis-a-vis trois souches fongiques : Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum. L’effet de concentrations progressives des
extraits a ét¢ mesuré quotidiennement et comparé a celle du témoin (milieu sans extrait).
zéme ;

Le pourcentage d’inhibition est calculé au jour.

1.8.2.2.1. Effet de I’extrait vis-a-vis de la souche Alternaria alternata

La Figure 23 illustre clairement une variation de I'activité antifongique des extraits
en fonction du stade de floraison de la plante. L'ordre d'efficacité pour inhiber la croissance
du champignon Alternaria alternata est le suivant : (EAVF) > (EAPF) > (EPF) > Témoin
(Contrdle). La courbe du témoin (milieu sans extrait) montre la croissance normale du
champignon. La croissance est exponentielle et atteint un pic au 5™ jour, ce qui est
significativement plus élevé que tous les extraits. L’effet le plus puissant a été remarqué
avec ’EAVF, il a complétement inhibé la croissance du champignon pendant les 5 jours
d'observation, ce qui est en concordance avec 1'é¢tude de Akroum et Rouibah, (2020) qui
ont conclu que R. officinalis et L. angustifolia sont les plus actifs contre Alternaria
alternata. La courbe de I'EAVF reste stationnaire, indiquant que le champignon n'a pas pu
se developper, c'est l'extrait le plus efficace. L'extrait APF montre une certaine activité
antifongique, mais moins que I'EAVF, le champignon a une croissance tres lente et limitée,
atteignant une petite croissance vers le 5™ jour, mais elle est trés loin de la croissance
observée avec le témoin. L'extrait PF a manifesté 1’effet inhibiteur le plus faible parmi les
trois extraits. La croissance du champignon est certes ralentie par rapport au témoin, mais

elle est bien plus importante que celle observée avec I'EAVF et 'EAPF. On note une

reprise de la croissance a partir du 3™ jour.
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Figure 23. Croissance du champignon Alternaria alternata (diametre du thalle en mm) sur
PDA sous I’effet des extraits AVF ; PF ; APF et le témoin. Les données sont
présentées sous forme de moyenne = SEM chacune (n = 3).

1.8.2.2.2. Effet de I’extrait vis-a-vis de la souche Fusarium oxysporum

Les trois extraits de R. chalepensis EAVF, EPF, EAPF ont un effet inhibiteur sur la
croissance du champignon Fusarium oxysporum par rapport au groupe témoin. Le diamétre
de croissance du champignon en présence d’extraits reste nettement inférieur a celui du

témoin tout au long de la période de 9 jours (Figure 24).

Une croissance rapide et constante, du champignon, a ¢été¢ observée en absence
d’extrait. Son diamétre atteint environ 80 mm au 9™ jour, confirmant une forte vitalité du
champignon en l'absence d'agent inhibiteur. Alors que Les trois extraits (EAVF, EPF,
EAPF) montrent une croissance beaucoup plus lente et similaire entre eux. La courbe peut
étre devisée en deux phases : La phase initiale (3™ au 6°™ jour), les trois extraits
présentent une croissance presque identique, avec un diamétre d'environ 20-25 mm au 6™
jour. A ce stade, il n'y a pas de différence significative entre les extraits. La phase finale
(7™ au 9°™ jour), les courbes des extraits se rejoignent et se stabilisent autour de 30-32
mm au 9°™ jour. On remarque qu’il n'y a pas de différence notable en termes d'efficacité
finale entre les extraits prélevés a différents stades de floraison. La souche Fusarium
oxysporum était sensible aux extraits ethanoliques de Terminalia ivorensis d’aprés une

étude mené par Angaman et al (2018).

48



Partie Expérimentale Chapitre 111 : Résultats et discussion

Diameétre de croissance {mm)

20
10

3 éme 4 éme 5 éme 6 Eme 7 Eme B éme 9 éme

Duree de croissance (jours)

e TN EAVF EPF EAPF

Figure 24. Croissance du champignon Fusarium oxysporum (diameétre du thalle en mm)
sur PDA sous I’effet des extraits AVF ; EPF ; PF et le temoin. Les données sont
présentées sous forme de moyenne = SEM (n = 3).

1.8.2.2.3. Effet des extraits vis-a-vis de la souche Fusarium culmorum

Les trois extraits de R. chalepensis EAVF, EPF, EAPF ont un effet inhibiteur sur la
croissance du champignon Fusarium culmorum par rapport au groupe témoin (Figure 25).
Le diameétre de croissance des colonies traitées est systématiquement inférieur a celui du

témoin tout au long de la période d'incubation.

Une croissance tres rapide du champignon en absence d’extraits. Le diametre atteint
son maximum, environ 80 mm, dés le 6°™ jour d'incubation et se stabilise par la suite. Les
deux extraits PF et APF ont montré une efficacité similaire et sont les plus inhibiteurs. La
croissance est la plus lente jusqu'au 7™ jour mais a partir du 8™ jour, la croissance
augmente brusquement et se stabilise autour de 75-78 mm au 9°™ jour, se rapprochant de
celle du témoin. Alors que PEAF a été moins efficace des trois, la croissance était plus
rapide que celle en présence de deux autres extraits, et son diamétre final au 9™ jour est

d'environ 65 mm.

Les extraits de R. chalepensis prélevés pendant la floraison et apres la floraison sont
les plus efficaces pour inhiber la croissance de Fusarium culmorum au début de
l'incubation. Cependant, leur effet s'estompe fortement aprés le 7°™ jour, permettant au
champignon de rattraper une grande partie de sa croissance ; Ces résultats sont identiques a

ceux décrits dans 1’étude de Nouichi et al., (2022) qui ont travaillé sur I"huile de Myrtus
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communis. L'extrait prélevé avant la floraison est le moins efficace pour inhiber la

croissance du champignon sur toute la durée de cette expérience.
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Figure 25. Croissance du champignon Fusarium culmorum (diametre du thale en mm) sur
PDA sous ’effet des extraits AVF ; PF ; APF et le témoin, les données sont
présentées sous forme de moyenne = SEM (n = 3).

1.9. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de R. chalepensis a été évaluée par quatre
méthodes : Test antiradicalaire (test au DPPH), la méthode de blanchiment du Béta-
carotene, I’évaluation du pouvoir réducteur (FRAP) et le test de capacité antioxydante

totale (CAT).

1.9.1. Test de DPPH

L’activité antiradicalaire a été réalisée par la méthode du radical DPPH qui est une
méthode fréquemment utilisée due a sa simplicité. Elle est basée sur la détermination de
I’absorbance d’une solution méthanolique de DPPH a 517 nm qui est due a sa réduction en

une forme non radicalaire DPPH — H.

La capacit¢ de donner I’atome d'hydrogéne ou [1’¢électron des extraits
hydromethanolique de R. chalepensis a ét¢ mesurée a partir de la décoloration de la
solution méthanolique violette du DPPH mesurable a 517 nm pour donner une couleur
jaune (Figure 26). Ce radical libre stable est largement utilisé pour tester la capacité des

composés a agir comme piégeurs de radicaux libres ou de donneurs d'hydrogene, et
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d'évaluer l'activité antioxydante des aliments (Esmaeili and Sonboli, 2010). L'activité de
piégeage du radical libre DPPH dépend de la capacité¢ de sa décoloration en présence

d'antioxydants (Sourov et al., 2014).
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Figure 26. Graphique montrant le changement de couleur du DPPH du violet au jaune
quand il est exposé a une substance antioxydante (Pérez and Aguilar, 2013).

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure
exponentielle avec présence d’une phase stationnaire pour la plupart des extraits, qui
signifie la réduction maximale du DPPHe en sa forme non radicalaire, comparativement a

I’activité anti- radicalaire d’un antioxydant standard (BHT).

Les résultats de la Figure 27 montrent que les extraits hydromethanoliques de R.
Chalepensis possedent un effet piégeur remarquable vis-a-vis du radical DPPHe. Les
profils obtenus révelent que les extraits étudiés ont une activité antiradicalaire

concentration dépendante.

La présente étude a permis d’évaluer l'activité de piégeage du radical DPPH des
trois extraits de R. chalepensis : EAVF, EPF et EAPF, ainsi que du BHT comme standard
synthétique. Nos résultats révelent une efficacité antioxydantes variables entre les extraits
et le standard. A une concentration de 40 pg/mL, I'EAVF a exercé une activité significative
de piégeage du radical DPPHe avec un taux d'inhibition de 89,38 %. L'EPF a présenté un
pourcentage d'inhibition plus élevé de 93,01 % a une concentration de 60 pg/mL. Il est a

noter que l'extrait EAPF a montré une activité considérable a une concentration plus faible,
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affichant 75,91 % d'inhibition a 20 ug/mL. A titre de comparaison, le BHT, un antioxydant
synthétique, a donné une valeur de 82,56 % d'inhibition a 30 ug/mL (Figure 27).

Afin de quantifier davantage leur puissance antioxydante, les valeurs des Clso ont
été déterminées (Tableau 8). L'extrait APF a présenté la valeur d'Clso la plus basse, soit
14,18 + 1,02 ng/mL, ce qui indique son activité¢ de piégeage de radicaux supérieure aux
autre extraits testés. Il est suivi par 'EAVF avec une Clso de 22,04 + 1,16 pg/mL, et I'EPF
avec une Clso de 30,96 + 1,80 pg/mL. Ces valeurs des Clso sont légérement supérieure a
celle du standard BHT (12,89 + 0,38 png/mL), mais celle de I'EAPF est la plus proche, ce
qui suggere que cet extrait possede une capacité antioxydante comparable a celle de cet

antioxydant synthétique.

Tableau 8. Valeurs de Clso des extraits hydromethanoliques de la plantes R. chalepensis et
celles de I’antioxydant synthétique BHT.

Bt | (PP | Bt e | Pl dusienr |1 e g
’ ’ i d’extrait)
EAVF 22,04 +1,16 4781 £ 0,74 100,61 £ 1,25 125,12 £ 2,47
EPF 30,96 + 1,80 34,86 + 0,78 139,99 + 2,08 160,59 + 5,78
EAPF 14,18 £ 1,02 49,06 £ 0,15 108,53 + 3,50 136,03 £ 1,46
BHT 12,89 + 0,38 95,54+ 0,18 28,05+0,31 ND

Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SD (n = 3 mesures). ND, non déterminé.

Ces résultats sont en accord avec des recherches antérieures soulignant le potentiel
antioxydant significatif de R. chalepensis. Bekkar et al., (2021) ont ¢étudié l'effet
antioxydant d'extraits de R. chalepensis de Mascara, dans 'ouest de 1'Algérie, en utilisant
des essais de piégeage du radical DPPH. IIs ont rapporté une valeur de Clso de 206 pg/mL
pour l'extrait aqueux de R. chalepensis qui est supérieure aux Clso obtenus, suggérant que
nos extraits sont potentiellement plus puissants, ce qui pourrait Etre attribué a des
différences dans les solvants d'extraction, les parties de plantes utilisées, l'origine
géographique ou la période de récolte. Szewczyk et al., (2022) ont également évalué la
capacité antioxydante d'extraits méthanoliques de cultures de R. chalepensis in vitro par
des essais au DPPH. Ils ont constaté que 1'extrait de R. chalepensis montrait une meilleure

activit¢ de piégeage des radicaux. Les valeurs des Clso des trois extraits sont
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significativement plus faibles que celle-ci, ce qui pourrait étre di a la différence entre les
extraits de plantes entiéres et les cultures in vitro, ces derniéres pouvant avoir des profils
ou des concentrations de métabolites secondaires différents. De plus, Althaher et al.,
(2024) ont évalu¢ l'activité antioxydante d'un extrait éthanolique de R. chalepensis et ont
rapporté une Clso de 41,2 = 0,1 ug/mL pour l'inhibition du radical DPPH. Notre extrait
APF avec une Clso de 14,18 pg/mL montre un effet antioxydant nettement plus fort
compar¢ a l'extrait éthanolique de leur étude, tandis que I'EAVF et 'EPF avec des Clso de
22,04 pg/mL et de 30,96 pg/mL respectivement, démontrent également des activités
supérieures ou comparables. Cela confirme davantage la puissante capacité antioxydante
de R. chalepensis et souligne I'impact des paramétres d'extraction sur l'activité résultante.
Mokhtar et al., (2022) ont également souligné que les espeéces de Ruta, y compris R.
chalepensis et R. graveolens, sont répandues en Algérie et contiennent des antioxydants
naturels tels que les polyphénols. Bien qu'ils se concentrent spécifiquement sur R.
graveolens en ce qui concerne l'activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques,
leur conclusion générale sur R. chalepensis est renforcé par la présence de composés

antioxydants.

La forte activité¢ antioxydante observée dans les extraits de R. chalepensis, en
particulier I'EAPF, peut étre attribuée a leur riche composition phytochimique, comprenant
des polyphénols, des flavonoides et d'autres métabolites secondaires connus pour leurs
propriétés de piégeage de radicaux ; ce qui a été démontré par I’analyse chimique qui a été
réalisée dans cette étude, les variations des valeurs des Clso entre nos extraits et en
comparaison avec la littérature proviennent probablement des différences dans le type
d'extrait (EAVF, EPF, EAPF), des concentrations spécifiques de composés actifs qu'ils
contiennent, et potentiellement des facteurs environnementaux affectant le métabolisme de
la plante au moment de la collecte. La forte activité antioxydante de R. chalepensis
confirme ses usages médicinaux traditionnels et suggere son potentiel en tant que source

d'antioxydants naturels pour des applications pharmaceutiques ou alimentaires.
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Figure 27. Activité antiradicalaire des extraits hydromethanoliques EAPF, EAVF, EPF de R
chalepensis et du BHT vis-a-vis du radical DPPHe. Chaque valeur représente la

moyenne de 3 essais = SD.
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Figure 28. Effet scavenger du radical DPPH des extraits EAVF, EPF, EAPF de R
chalepensis, exprimé par les valeurs des Clso (ug/ml). Clso = moyenne = SD

(n=3). ***: p <0.001, NS: non significatif, comparant avec le BHT.
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1.9.2. Test de Blanchiment de Béta-caroténe

La technique du B-caroténe/acide linoléique permet d’évaluer I’activité antioxydante
des extraits hydro- méthanolique, par inhibition de la peroxydation des lipides en suivant
I’absorbance pendant 120 minutes. La cinétique de Blanchiment du 3 caroténe en absence
et en présence des extraits est représentée par la Figure 29. Les résultats ont montré que le
pourcentage d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe par les radicaux générés de 1’acide
linoléique diminue plus rapidement en présence des controles négatifs (H2O et méthanol)
qu’en présence des extraits. La cinétique de blanchiment du -caroténe en présence et en
absence des extraits de R. chalepensis et de BHT montre que les trois extraits ainsi que le

BHT inhibent de maniére significative 1I’oxydation couplée de B-caroténe/acide linoléique.

La courbe d'absorbance du BHT a une concentration de 2 mg/mL se présente sous la
forme d'un plateau, ce qui indique un pouvoir antioxydant trés rapide et efficace, ou la
réaction de piégeage du radical atteint son maximum rapidement. Les trois extraits de R.
chalepensis suivent cette tendance mais de maniére moins prononcée, dans l'ordre
décroissant EAPF, EAVF et EPF. Cela suggere que, bien que moins puissants que le BHT
a la concentration testée, ces extraits possédent une capacité a neutraliser les radicaux
libres, mais avec une cinétique de réaction potentiellement plus lente ou une capacité totale

de réduction inférieure a celle du BHT.

Ces observations sont cohérentes avec la littérature qui rapporte des propriétés
antioxydantes significatives pour R. chalepensis. Gali et al., (2019) ont montré que les
extraits ¢éthanoliques de R. chalepensis et leurs fractions posseédent une activité
antioxydante importante avec une Clso de 79.11 + 0.04 ng/mL en piégeant les radicaux
libres et en agissant comme agents réducteurs. Ils ont également souligné une forte
corrélation entre l'activité antioxydante et les taux de polyphénols, ce qui pourrait
expliquer l'activité de nos extraits. De méme, Mokhtar et al., (2022) ont obtenu une Clsode
0.37+ 0.03 mM / g d’extrait de R. graveolans et ont confirmé que les especes de Ruta, trés
répandues en Algérie contiennent des antioxydants naturels tels que les polyphénols. Loizo
et al., (2017) ont également étudié¢ l'activité¢ antioxydante d'extraits méthanolique de R.
chalepensis, montrant une valeur Clso de 16.9 + 2.1 pg/mL qui est inférieure a la nbtre, ce

qui confirme que la plante est une source prometteuse de composés bioactifs.

La différence de puissance et de cinétique observée entre les extraits de R.

chalepensis et le BHT peut étre attribuée a plusieurs facteurs. Le BHT est un antioxydant
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synthétique trés efficace et rapide d'action, tandis que les extraits végétaux contiennent un
mélange complexe de composés phénoliques et d'autres métabolites secondaires. La
synergie ou l'antagonisme entre ces composes, ainsi que leurs concentrations respectives,
peuvent influencer l'activité antioxydante globale et sa cinétique. La variabilité¢ des
résultats par rapport a la littérature peut également découler de la partie de la plante
utilisée, la méthode d'extraction, du solvant, 'origine géographique et des conditions de
croissance, qui sont des facteurs connus pour affecter la composition phytochimique et

l'activité biologique des extraits végétaux.
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Figure 29. Cinétique de Blanchiment du -caroténe en présence et en absence des
EAVF, EPF, EAPF de R. chalepensis, et du BHT. Chaque valeur
représente la moyenne de 3 essais + SD.
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Figure 30. Comparaison entre les pourcentages d’inhibition d’oxydation du -
carotene des extraits EAVF, EPF, EAPF de R. chalepensis, et du BHT
aprés 2h d’incubation moyenne + SD (n=3).
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1.9.3. Pouvoir réducteur

La méthode est basée sur la réduction du Fe™* présents dans le ferrocyannure de
potassium en Fe™. La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du fer
ferrique Fe** en une couleur bleu verte du fer ferreux Fe*?, I’intensité de cette coloration est

mesurée par spectrophotometrie a 700 nm.

La capacité des extraits a donner un électron refléte leur pouvoir antioxydant, la
réduction du Fe®" est un indicateur de la capacité de 1’échantillon a donner un électron.
Dans ce test, le pouvoir réducteur des extraits de R. chalepensis est exprimé par la
concentration effective a 50 % (ECso) et est directement proportionnel a la concentration

de I’extrait (Figure 31).

E.AV E.F

=
tn
—

—
T
=
)

=
)

=
=

=
=
.

=
L

Absorbance a 700 nm
g =

Absorbance a 700 nm

=

=

15 50 75 100 125 150 175 200 25 50 75 100 125 150 175 200
Concentration (pg/ml) Concentration (ng/ml)

=
=

E.AP 5. BHT

s
R -
— —
= N

=
=

T

Absorbance a 700 nm
= = = e e e
= e
Absorbance a 700 nm
=
=h

T
=
T

25 50 75 100 125 150 175 200 0 10 20 30 40 50
Concentration (ug/ml) Concentration (ng/ml)

Figure 31. Pouvoir réducteur des extraits hydrométhanolique de R chalepensis EAV (A),
EF (B), EAP (C) et de BHT (D). Les valeurs représentent la moyenne de trois
essais £SD.

Les résultats montrent que I’EAVF présente la meilleure capacité réductrice (ECso
de 100,61 = 1,25 pg/mL) suivi par ’EAPF (ECsode 108,53 + 3,50 pg/mL) ensuite I’EPF
(ECsode 139,99 + 2,08 pg/mL). L’activité du contrdle positif (BHT) (ECso de 28,05+0,31
png/mL) reste significativement (p < 0.05) plus forte que celle de tous les extraits (Figure

32). Une étude menée par Gali et al., (2019), sur un échantillon collecté¢ de la région
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d’Adekar au Nord de Bejaia a montré une valeur d’ECsode 140,19 + 3,41 pg/mL proche de
celle de notre extrait pendant la floraison. Cependant, nos résultats étaient supérieurs a
ceux mentionnés par Agnieszka Szewczyk et al., (2022) (15,493 £+ 0,207 pg/mL). Ce
pouvoir réducteur est probablement da a la présence de groupements hydroxyles dans les
composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d’électrons. En effet, les
antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs d’oxydants (Bammou

et al.,2020).
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Figure 32. Les valeurs d’ECso des extraits hydrométhanolique de R chalepensis EAV, EF,
EAP et du BHT. Les valeurs représentent la moyenne de trois essais + SD.

1.9.4. Test de capacité antioxydante totale CAT

La capacité antioxydante totale (CAT) des différents extraits de R. chalepensis est
exprimée en nombre d’équivalents d’acide ascorbique a partir de la courbe d’étalonnage (y
= 0,0083x + 0,0449 ; R? = 0,9986). Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalents
d’acide ascorbique par mg d’extrait (ug EAA/mg d’extrait).

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits de R. chalepensis a varié
significativement en fonction du stade phénologique de collecte de la plante, comme
présenté dans le Tableau 8. La CAT la plus élevée a été observée dans I’EPF avec une
valeur de 160,59 + 5,78 ug EAA/mg d'extrait. Cet extrait était suivi par ’EAPF a 136,03 +
1,46 ng EAA/mg d'extrait et enfin ’EAVF qui a présente la capacité la plus faible a 125,12
+ 2,47 ng EAA/mg d'extrait.

La variation de la CAT observée a travers les différents stades phénologiques
souligne la nature dynamique de I'accumulation des composés bioactifs chez R.
chalepensis. La capacité antioxydante maximale enregistrée pendant le stade de floraison

suggere que cette période est optimale pour la synthése et I'accumulation des composés
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responsables de l'activité antioxydante dans la plante. Cela concorde avec 1'idée générale
que les plantes, en tant que source riche de métabolites secondaires tels que les
polyphénols, les flavonoides et les tanins, produisent ces composés dans le cadre de leurs
mécanismes de défense ou de leurs processus physiologiques, qui peuvent étre influencés

par les stades de développement (Barbouchi et al., 2024).

Des ¢études antérieures sur les espéces de Ruta et d'autres plantes médicinales ont
également démontré que les capacités antioxydantes peuvent fluctuer en fonction des
parties de la plante, des conditions environnementales et des stades de croissance. Par
exemple, Barbouchi et al. (2024) ont rapporté un large éventail de valeurs de CAT pour les
extraits bruts de Ruta (37,67 a 396,80 mg EAA/g CE), indiquant la variabilité du potentiel
antioxydant au sein du genre et selon les différentes méthodes de préparation. Nos
résultats, qui se situent dans ce large spectre, renforcent 1'idée que R. chalepensis est une
source botanique importante au potentiel d'antioxydants. L'activité antioxydante accrue
pendant la floraison pourrait étre attribuée a une synthése accrue de composés phénoliques
et de flavonoides spécifiques, qui sont bien connus pour leurs propriétés de piégeage des
radicaux, de chélation des métaux, de réduction et de don d'hydrogeéne (Kacem et al., 2015
; Ouerghemmi et al., 2017). Par exemple, des études sur R. chalepensis ont confirmé la
présence de divers polyphénols, avec une teneur totale variant significativement entre les
extraits (Ouerghemmi ef al., 2017). La corrélation entre des taux ¢€levés de polyphénols et
une forte activit¢ antioxydante a été précédemment établie (Gali et Bedjou, 2019).
Ouerghemmi et al. (2017) ont également trouvé que les feuilles et les fleurs de R.
chalepensis présentaient une teneur élevée en polyphénols totaux et une forte activité
antioxydante totale, ce qui soutient nos conclusions d'une activité plus élevée pendant ou
apreés la période de floraison (EPF et EAVF comparativement au EAPF). Le potentiel
antioxydant prononcé de R. chalepensis, particuliérement pendant son stade de floraison,
renforce ses utilisations médicinales traditionnelles et suggere son application prometteuse
dans les industries alimentaire et pharmaceutique en tant qu'agent de conservation naturel

et agent bénéfique pour la santé.
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Conclusion et perspectives

Cette ¢tude a examiné la problématique présentée de 1’enjeu mondialde santé
publique que représentent les toxiinfections alimentaires et I’antibiorésistance ,justifiant
ainsi la recherche urgente d’alternatives naturelles en profondeur la composition chimique,
la teneur en polyphénols, les activités antibactérienne, antifongique ainsi que les propriétés
antioxydantes des extraits de Ruta chalepensis a travers trois stades de croissance (avant la

floraison, pendant la floraison et apres la floraison).

Elle a confirmé que Ruta chalepensis est une source riche en polyphénols, avec des
concentrations variantes significativement selon le stade de croissance. L’analyse chimique
des extraits par HPLC-DAD-ESI/MS a permis d’identifier des composants bioactifs dans

les trois extraits dominés par la gravéoline et la -caroténe.

Les extraits ont montré des propriétés antibactériennes, antifongiques et
antioxydantes significatives. Ils ont montré une puissante activité antibactérienne a large
spectre, avec des valeurs intéressantes de CMI, bien qu' E. coli et P.vulgaris aient montré
une résistance a EAVF, tandis que P. vulgaris était résistante a la fois a 'EAVF et a
I'EAPF. Ainsi un pouvoir antifongique trés intérressant vis-a-vis des champignons

phytopathogenes et des souches d’altération des produits alimentaires.

L'activité antioxydante dépendait du stade de croissance, I'EAPE présentant la plus
forte capacité de piégeage du DPPH et I’EPF présentant la plus forte capacité antioxydante
totale. Ces résultats confirment que R. chalepensis est une source naturelle prometteuse
d'agents bioactifs pour des applications pharmaceutiques, ou de conservation des aliments.
Les recherches futures devraient se concentrer sur la purification et la caractérisation des
composés bioactifs spécifiques responsables de ces effets bénéfiques afin d'optimiser leur

utilisation dans les formulations de produits de santé et de qualité alimentaire.
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Abstract

The aim of this study is to determine the chemical composition, phenolic content, as well as the antibacterial, antifungal and
antioxidant activities of hydromethanolic extracts from R. chalepensis collected at three different periods: before flowering (BF),
during flowering (DF) and after flowering (AF). Three hydromethanolic extracts were prepared: the before flowering extract (BFE),
during flowering extract (DFE) and after flowering extract (AFE). A thorough hydromethanolic extracts analysis was conducted
regarding their chemical composition by HPLC-DAD-ESI/MS method, quercétin, graveolin, bergapten, isoimperatorin, chalepin,
rutamarin and S-carotene was detected, also total phenolics and flavonoids contents. The AFE displayed the maximum polyphenol
and flavonoid levels; 84.54 £ 1.66 pg GAE/mg extract and 25.15 + 0.88ug QE/mg extract, respectively. Antibacterial activity was
evaluated against seven bacterial strains using disc diffusion (DD) method and minimal inhibitory concentration (MIC). The results
of the studied plant showed an important antibacterial activity against both Gram-negative and Gram-positive bacteria. The bacterial
strains showed sensitivity ranging from moderate to high, either in terms of ID (08.67 to 17.67 mm) or in terms of MIC (01.95 and
31.25 mg/ml). These extracts also exhibited excellent activity against yeast C. albicans with ID between 9.67 and 15.0 mm. also
were active against eight growth of filamentous fungi tested by incorporation of extracts plant into the culture medium method at
(10%) reduced the growth from 25 % to 97% of all fungi. On the other hand, The antioxidant activity was assessed using four
methods; DPPH ,with Clso ranging between 14.18 + 1.02 and 30.96 + 1.80 pg/mL, B-carotene/linoleic acid, with Clso ranging
between 34,86 + 0,78 and 49,06 + 0,15 pg/ml and reducing power, with ECso varied between 100,61+ 1,25 and 139,99+ 2,08 pg/ml
and TAC, with values ranging between 125,12 + 2,47 and 160.59 + 5.78 ng AAE/mg extract. In conclusion, the results revealed
that R. chalepensis hydromethanolic extracts have strong antibacterial and antioxidant properties, highlighting their potential as
natural sources for developing novel antibacterial and antioxidant agents.

Keywords: R. chalepensis, phenolic compounds, HPLC-DAD-ESI/MS, antibamicrobial activity, antioxidant activity.

Résumé

L’objectif de ce travail est I’étude de la composition chimique, la teneur en composés phénoliques ainsi que les activités
antimicrobiennes et antioxydantes d'extraits hydrométhanoliques de Ruta.chalepensis (R. chalepensis) récolté pendant trois périodes
différentes : avant (AVF), pendant (PF) et apres floraison (APF). Trois extraits hydrométhanoliques ont été préparés : 1'extrait avant
floraison (EAVF), pendant floraison (EPF) et aprés floraison (EAPF). Une analyse chimique par HPLC-DAD-ESI/MS a permis
d’identifier la quercétine, graveoline, bergapten, isoimperatorin, chalepin, rutamarin et f-carotene dans les trois extraits. L’EAVF a
présente des teneurs en polyphénols et en flavonoides de 84,54 + 1,66 pg EAG/mg d'extrait et 25,15 + 0,88 ug EQ/mg d'extrait
respectivement. L'activité antibactérienne a été réalisée sur sept souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disque (DD),
la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) ont été définies. Les résultats ont
montré une sensibilité bactérienne importante des bactéries Gram- et Gram+ qui ont montré des DI (08.67 a 17.67 mm) soit en
termes de CMI (01.95 et 31.25 mg/ml) et des CMB (3.9 et 62.5 mg/ml). L’activité antifongique a été évaluée sur 8 champignons de
contamination alimentaire et phytopathogeénes, deux méthodes ont été appliquées sur milieu solide, les extraits de R. chalepensis ont
montré un effet important vis-a-vis les souches testées allant de 25 % a 97% d’inhibition. L’activité antioxydante a été évaluée selon
quatre méthodes. A I’issue des tests d’activité antioxydante in vitro, les EAVF, EPF et EAPF ont montré un effet scavenger tres
puissant du radical DPPH avec des Clso de 14.18 + 1,02 a 30.96+ 1,80 pg/ml ; nos extraits ont également inhibé 1’oxydation du f-
caroténe, notamment I’EAPF avec un 1% de 49,06 + 0,15, concernant la capacité antioxydante totale (CAT) ; L’EPF a exercé la plus
forte capacité antioxydante (160,59 + 5,78 ng AAE/mg d'extrait). Aussi, les extraits ont exhibé de puissant pouvoir réducteur du fer
avec de ECs0 100,61+ 1,25 a 139,99+ 2,08 pug/ml. En conclusion, les résultats ont révélé que les extraits de R. chalepensis possedent
de fortes propriétés antibactériennes, antifongique et antioxydantes, soulignant leur potentiel comme sources naturelles pour le
développement de nouveaux agents antibactériens et antioxydants.

Mots-clés : R. chalepensis, composés phénoliques, HPLC-DAD-ESI/MS activité antimicrobienne, activité antioxydante.



