Aty ads), ag0) A, 5 3,504
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
ol el Jldl dadll 305
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
A/ elis s oFE Aaals

UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF DE M’SILA

aluusoll - Blidgs 3030 Gl

niversité Mohamed Boudiaf - M'sila

FACULUTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE ET BIOCHIMIE
MEMOIRE : MASTER ACADEMIQUE
FILIERE: BIOLOGIE
OPTION : MICROBIOLOGIE APPLIQUEE

Présenté par
MAGOURA Manel
MOUSSAOQUI Zeyneb

Etude comparative de I'efficacité de quelques
extraits organiques des espéces de la plante Ruta

DEVANT LE JURY :

SELLOUM MOUNIR Encadreur
GUETTOUACHE MOURAD Examinateur
HARRAR NACER Examinateur

Promotion : 2019-2020




Remerciement

Jeut d’abiend neus remencions le diew qui denné la volonté, la force, le
courage et la patience pour véaliser ce travail.

Neus wemenciens M®E SELLOUM Mounin pour aveir accepté de neus
encadier, peur sen aide, ses canseils et arientation aussi la cenfiance qui
Naus nemencions également toute Céquipe pédagaegique de Cunivewsité de
Msila.

Neus adressans nos sincenes nemewciements a tous les professeurs,
intewenants et toutes les pewsonnes qui par leurs conseils et lewrs
cuitiques ent guidé nos wéflexions et ent accepté de wépendre a notre
questions durant netre wechierche.

Neaus nemencions aussi les membirnes de jury peur accepter d’évaluer ce
travail.



Dédicace

Je dédie ce madeste travail & mes chens parents (Ul et Bhidja
TJEBANT ) qui ent toujourns été peur moi, et qui m’ent donné un
magnifigue madele de babeur et de pensévénance :

U mon pere qui a denné le courage pour continue mon trajet d’étude.
A ma Maman qui a cuwé peur ma wussite, tous les sactifices
consentis et ses précieux conseils peur toute sa assistance et sa présence
dans ma vie.

(U mes sceurs et a mes frenes ainsi a toute ma famille, & tous mes amies
paur leur aide & mon rechewche scientifique.

Mon binime Zeynel je remencie peur votre soutien maval patience et
votre dévouement a ce travail.

U toutes les pensannes qui je porte dans mon cews.



Dédicace

Je dédie ce modeste travail & mes chers parents (Nasser et Fatifia
SLAMANT ) qui ent touwjowss été pour moi, et qui m’ent denné un
magnifigue madele de babeur et de pensévénance :

U man pere qui donné le caurage pour continue maon trajet d’étude.

A ma Maman qui a cuwé peur ma wussite, tous les sacuifices
consentis et ses précieux conseils peur toute sa assistance et sa présence
dans ma vie.

U mes sceurs et a mes frenes ainsi a toute ma famille a tows mes amies
paur leur aide & mon rechewche scientifique.

Mon binime Manel je nemercie pour votre soutien moral patience et
votre dévouement a ce travail.

U toutes les perwsannes qui je porte dans mon cews.



Résumeé

Dans le cadre de valorisation des plantes médicinales nous avons mené une étude comparative
sur les composés organiques des especes du genre Ruta (Ruta chalepensis, Ruta montana,
Ruta graveolens) et de mettre en évidence 1’effet antioxydant et antimicrobien de ces espéces

et leurs efficacité.

Les différents composés phénoliques sont dosés et concentré par des méthodes d’extractions
differents (macération, soxhlet et sonication) a révélé des rendements d’ordre différent selon

les solvants utilisés et leurs polarité.

L’étude de I’effet antimicrobien de Ruta montana, Ruta graveolens ,Ruta chalepensis vis-a-
vis des souches a Gram+ et Gram- et des filaments (Penicillium chrysogenum , Fusarium
oxysporum, Aspergillus niger Fusarium culmorum,Penicillium sp et Aspergillus flavus) et la
levure candida albicans, se fait par le test de disque et le contact direct pour les
champignons ; montre qu’elle présente une activité variable en fonction des différents
concentrations des extraits ; I’extrait brut de Ruta graveolens applique une activité inhibitrice

plus élevée sur les souche Gram-.

Les méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante (FRAP, DPPH, B-caroténe) in vitro ont
montré que tous les extraits étudiés présentent des propriétés anti radicalaires aux différents

niveaux dépond d’espéce utilisé et leurs rendement d’extraction.

Mots clés : Composes phénoliques- R.chalepensis- R.graveolens- R.montana- Effet

antimicrobien -activité antioxydante.



Abstract

Within the framework of medicinal plant valuation, we conducted a comparative study about
the organic compounds of species of Ruta genus (Ruta chalepensis, Ruta montana, Ruta
graveolens). And to highlight the antioxidant and antimicrobial effect of these species and

their effectiveness.
The different phenolic compounds are dosed and concentrated by various extraction methods

(maceration, soxhlet and sonication) revealed yields of different values according to the

solvents used and their polarity.

The study of the antimicrobial effect of Ruta montana , Ruta graveolens , Ruta chalepensis
against Gram+ and Gram- strains; (Penicillium chrysogenum ,.Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger Fusarium culmorum, Penicillium sp Aspergillus flavus) filaments and
candida albicans yeast , is done by disk test and direct contact for fungi ; shows that it has a
variable activity according to the different concentrations of extracts and the crude extract of
Ruta graveolens applies a higher inhibitory activity on Gram- strains .

The methods for evaluating antioxidant activity (DPPH, FRAP, B-carotene) in vitro show that
all the extracts studied have anti-radical properties at different levels depending on the species
used and their extraction yield.

Keywords: phenolic compounds - R.chalepensis - R.graveolens - R.montana- antimicrobial

effect - antioxydant activity.
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Liste des abréviations

BHT : hydroxytoluéne butylé

BHA : hydoxyanisole butylé

PG : gallate propylée

TBHQ : tétrabutylhydroquinone

02 : oxygeéne

ERO : espéces réactives de 1’oxygene
NO° : monoxyde d’azote

H202 : le peroxyde d’hydrogéne
ONOO : peroxynitrite

DPPH : 2,2-diphényl 1-1picryl-hydrazyl
FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power
Fe3+: fer ferrique

Fe2+ : fer ferreux

Nm : nanométre

CMI : concentration minimale inhibitrice
DMSO : Diméthyl-sulfoxyde

MH : Muller Hinton

PDA : dextrose de pomme de terre

EBr : extrait brute

IC50 : Concentration inhibitrice de 50 %
Mm : millimétre

Mg : milligramme



MI : millilitre

SXT : Co-trimoxazol.

EMG : extrait méthanolique des grains

EMF : extrait méthanolique des feuilles

EAERM : extrait d’acétate d’éthyle de Ruta montana
EBRM : extrait butanolique de Ruta montana

EEPRM : extrait de I’éther de pétrole de Ruta montana
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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base
tel que, nourriture et besoins médicaux. Les plantes possédent d’extraordinaires vertus
thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement de plusieurs maladies chez les étres
vivants et en particulier, chez I’homme sont trés anciennes et ont toujours été faites de facon
empirique (Svoboda et al., 2000).Les plantes médicinales présentent une grande diversité des
substances a activité antioxydants comme les composés phénoliques, les alcaloides qui
exercent d’autres effets biologiques dont 1’effet antimicrobien (Cai et al., 2004).

Le genre Ruta (Rutaceae) comprend plus de 1800 espéces, il se trouve principalement
dans les régions tropicales et tempérées, Plusieurs especes sont assignées au genre Ruta parmi
lesquelles figurent R graveolens L., R. chalepensis L., R. montana qui sont utilisés dans la
médecine traditionnelle (Pollio et al., 2008).

Le genre Ruta est utilisé contre I'nypertension, pour traiter I'nystérie, contre les maux d'oreille
et maux de téte, appliqué extérieurement en cataplasme, contre les douleurs rhumatismales
(Armando, 2005). Antiseptique (contre : Bacillus, Candida, Escherichia, Microsporium,
Pseudomonas, Staphylococcus).

L’objectif de ce travail est d’effectuer une étude comparative de 1’efficacité entre
quelques extraits organiques des espéces de la plante Ruta (Ruta chalepensis ; Ruta montana ;

Ruta graveolens), et étudier leurs activités antioxydante et antimicrobienne.
Ce travail comporte essentiellement trois parties :

- Une synthése bibliographique comprenant trois chapitres, dont le premier est réservé
pour la présentation des plantes étudiées, le deuxiéme donne un apercu général sur

I’activité antioxydante, et enfin un chapitre réalisé sur I’activité antimicrobienne.

- Une partie expérimentale comporte une étude comparative de I’efficacité entre les

différents extraits préparés dans des travaux récents.

- Ensuite, la présentation des resultats et leur comparaison, et enfin, Une conclusion

rassemblant les différents résultats de notre étude.
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Chapitrel : Généralité sur les plantes

Chapitrel : généralité sur les plantes

1. La famille de Rutaceae

La famille des Rutaceae comprend environ 1 500 espéces de répartition cosmopolite, mais
néanmoins essentiellement tropicales et subtropicales. Celles-ci sont regroupées en 155genres,
dont les plus importants sont : Zanthoxylum, Melicope, Agathosma, Boronia, Citrus, Ruta
(Botineau, 2010).

1.1Caracteres botanique

Ce sont des arbres et des arbustes, parfois lianoides. Plus rarement des herbes (Dictamnus).
Les plantes sont parfois épineuses. Les feuilles, non stipulées, souvent persistantes ou
coriaces, sont habituellement alternes, opposées chez le jaborandi, rarement verticillées,
composées-imparipennées a trifoliées, parfois unifoliées(Citrus), parfois pennatiséquées
(Ruta), ou composees palmees. Le limbe est marqué de points translucides, surtout sur les
bords. Le rachis et le pétiole des feuilles unifoliées sont parfois ailes et articulés (Botineau,
2010).

1.2 Genre Ruta

Le nom "Ruta" vient du mot grec "reuo”, qui signifie libérer, montrant sa réputation comme
un libérateur des maladies (AbuHamdah, 2001).

Ce genre est constitué¢ d’environ 60 espéces (Al-Sagair, 2004). Ces especes sont des arbustes
caractérisés par des feuilles vertes grisatres, une forte odeur et un godt amer (Tounsi et al.,
2011).Certains auteurs les considerent comme des plantes uniquement cultivées mais il existe
des formes sauvages qui se distinguent légerement de celles cultivées par leurs feuilles et tiges
plus courtes et rugueuses, leur odeur et godt plus forts. Ruta spp, se propage par une bouture
d’une branche ou d’autres parties de la plante et rarement par les graines (Pollio et al., 2008).
Plusieurs especes sont assignées au genre Ruta parmi lesquelles figurent Ruta graveolens L.,
R. chalepensis L., R. chalepensis sous-espéce angustifolia, R. montana ou R.corsica.
Cependant, les especes du genre Ruta ne sont pas toujours définies de maniere uniforme et les
limites entre les espéces sont donc floues (Lievre, 2004). Elles sont réparties dans le bassin

méditerranéen. Certaines especes sont endémiques et sont trouvées uniquement dans 1’ile de
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Canari et la Corse et d’autres s’étendent a 1’Afrique, 1I’Asie, et I’Amérique (Pollio et al.,
2008).

2. Position systématique des plantes

2.1. Position systématique de Ruta chalepensis
(Wiart, 2006; Bonnier, 1999; Takhtajan, 2009)

Regne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division : Spermatophyta (plantes a graine)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)

Sous classe : Rosidae

Super ordre : Rutanae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta chalepensisL.

Figure 1: Ruta chalepensis (Duke et al., 2008).

ik
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2.2 Position systématique de Ruta montana

(Bonnier, 1999 ; Wiart, 2006 ; Takhtajan, 2009)
Regne : Plante

Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division : Spermatophyta (plantes a graine)
Division : Magnoliophyta (plantes a fleurs)

Sous division : Angiospermae

Classe : Magnoliopsida (dicotylédons)

Sous classe : Rosidae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : Ruta montana

Figure 2 : Ruta montana L. (19 juin 2007 par Daniel Mathieu).
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Figure 3: Ruta graveolens L. (Hammiche et Azzouz, 2013)

3. Noms vernaculaires

3.1. Noms vernaculaires de Ruta chalepensis

Plusieurs appellations ont été attribuées a Ruta chalepensis L. Dépendant du pays et de la
langue. Elle est appelée communément Rue ou Ruda (Gonzalez-Trujano et al., 2006). En
Algérie, elle est appelée Fijel ou Fidjel en arabe (Boudjelal et al., 2013), Egyptien rue en
Egypte, Ruta en lItalie (Leto et al., 2013), Ciladami en Ethiopie (Mesfin et al., 2009).
Plusieurs autres noms sont utilisés pour désigner la plante : Rue d’Alep, Aleppo rue,

Syrian rue, Fringed rue, Garden Rue, Herb of Grace (Cartas Heredia et al., 2011).

3.2. Noms vernaculaires de Ruta montana

C’est la rue des montagnes (synonymes : Ruta legitima Jacq. ; Ruta Lenuifolia Gouan) ou
bonne rue (Bonnier, 1999), appelée vulgairement en Algérie : fidjlet el-djbel ou Fidjela a une
odeur fétide trés intense (Baba Aissa, 1999) ou encore Fijel (la rue sauvage) (Lahsissen et al.,
2009). Autre appellations comme la Rue puante, péganion, herbe de grace, plante de bonheur,
rue de la bible (Cousin, 1999).
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3.3. Noms vernaculaires de Ruta graveolens

Graveolens vient du latin « gravis » qui signifie fort et du verbe « olere »qui veut dire sentir,
donc odeur forte et désagréable (Doerper, 2008). Appelée aussi rue officinale, rue-puante, rue
fétide, rue des jardins, herbe a la belle-fille, rue des murailles (Bonnier, 1999) et également
péganion (LE Moine, 2001), cette espece est appelée vulgairement Fidjen (Abdulbasset et
AbdeTawab, 2008).

4. Usage traditionnel et médicinal

Les plantes de genre Ruta sont utilisées pour favoriser la menstruation, comme contraceptif,
contre I'hypertension, pour traiter I'nystérie, soulager les symptémes de Hangover, contre les
maux d'oreille et maux de téte, un antiseptique pour la peau et produits anti-moustigques,
appliqué extérieurement en cataplasme contre les douleurs rhumatismales. La rutine, un
composé isolé de la rue, un flavonoide, qui a été suggéré avoir les propriétés antioxydants et a
réduire les niveaux de triacylglycérol. Aussi les plantes de ce genre ont des propriétés
antifongiques et insecticides, contiennent des flavonoides qui posseédent une activité
antibactérienne et des effets cytotoxiques (Armando, 2005).

R. chalepensis est utilisé dans la médecine traditionnelle dans nombreux pays pour le
traitement de diverses maladies (lauk et al., 2004).

Autres activités sont citées par (Duke et al. (2008) ; Analgésique; Anti fertilité; Anti-
inflammatoire; Antiseptique (contre : Bacillus, Candida, Escherichia, Microsporium,
Pseudomonas, Staphylococcus) ; Antispasmodique ; Bactéricide; Candidicide; Cardiotonique;
Insectifuge; Molluscicide; Stomachique; Sudorifique; Vermifuge; Vulnéraire ; antipyrétique,
antiparasitaire et I’extraits aqueux de la rue a une activité hypotensive par un effet direct sur le

systeme cardiovasculaire.

Ruta montana est utilisée dans la médecine traditionnelle comme hypoglycémique,
antirhumatismale, anthelminthique, antiépileptique, antispasmodique, diurétique et
Antipyrétique (Hammiche et Azzouz, 2013).
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Chapitre2 : Activité antioxydante

L’utilisation des molécules antioxydants de synthése est actuellement remise en cause en
raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales

d’antioxydants naturels sont recherchées (Tadhani et al., 2007).

1. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I'oxydation des substrats biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux
libres et les rendent ainsi inoffensifs (Yanishlieva et al., 1999).

1.1.  Types des antioxydants

Il existe deux catégories des antioxydants :

1.1.1. Les séquestrant de métaux et les phagocytes de radical libre

Les séquestrant de métaux précipitent un métal ou suppriment sa réactivité en occupant tous
les sites de coordination ; les phagocytes de radical libre comprennent 1’hydroxytoluéne
butylé (BHT), I’hydoxyanisole butylé (BHA), les tocophérols (vitamine E) et 1’acide

ascorbique (vitamine C). En plus des substances propres a 1’organisme (Keita, 2002).

1.1.2. Antioxydants naturels

1.1.2.1. Les flavonoides

Présentes dans la plupart des plantes, les flavonoides sont des pigments poly phénoliques qui
sont responsable dans la plupart des colorations des fleurs et des fruits. Ils possedent de
nombreuses vertus thérapeutiques. lls sont particuliérement actifs dans le maintien d’une
bonne circulation. Certains ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et anti virales,

d’autres ont des effets protecteurs sur le foie.

Des flavonoides comme I’hespéridine et la rutine, présentes dans plusieurs plantes, dont le
Sarrasin et le Citronnier, renforcent les parois capillaires et préviennent 1’infiltration dans les

tissus voisins. Les relations structure - activites antioxydantes des flavonoides et des
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composés phénoliques ont montré que 1’activité antioxydante était déterminée par la position

et le degré d’hydroxylation (lgor, 2002).
1.1.2.2. Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
possedent des propriétés trés diverses. Ils sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les
conditions structurales requises pour I’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires

a celles signalées pour les flavonoides (Igor, 2002).

1.1.2.3. Les phénols

11 existe une trés grande variété de phénols, de composés simples comme 1’acide salicylique,
molécule donnant par synthése 1’aspirine, a des substances plus complexes comme les
composés phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides. Les phénols sont anti-
inflammatoires et antiseptiques. On suppose que les plantes, en les produisant, cherchent a se
prémunir contre les infections et les insectes phytophages. Les acides phénoliques, comme
I’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir des
propriétés antivirales. Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le
plus étudié. En effet, ce stilbéne, isolé du raisin posséde de fortes propriétés antioxydants
(Igor, 2002).

1.1.2.4. Les xanthones

Les propriétés pharmacologiques reconnues des xanthones sont essentiellement : leur activité
antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout I’inhibition de la monoamine-oxydase (Sidibé,
2003).

2. Classification des antioxydants
2.1. Antioxydants naturelles

2.1.1. Antioxydants enzymatique

La cellule est pourvue de systemes de défense trés efficaces. Plusieurs enzymes peuvent
catalyser des réactions de détoxification des différents pro-oxydants. Les antioxydants

enzymatiques sont capables d'éliminer les radicaux libres primaires de fagon permanente et
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efficace, en transformant 1'anion OH® et le H2O2 en produits non toxiques : I’eau et I’oxygene
moléculaire. Les antioxydants enzymatiques sont principalement trois enzymes : la

superoxyde dismutase, la catalase et les peroxydases (Lehucher-Michel et al., 2001).

2.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Divers piégeurs de radicaux libres non enzymatiques peuvent prendre en charge la
détoxification d'un grand nombre de radicaux libres. Ces composés sont facilement
oxydables, relativement stables et conduisent a des dismutations permettant l'arrét des
réactions radicalaires en chaine. Ce systéme de protection peut étre a la fois membranaire
(vitamine E, A) ou cytosolique et extracellulaire (glutathion, vitamine C). Certains éléments
minéraux exercent indirectement un réle antioxydant en agissant comme des cofacteurs. Ainsi
le cuivre, le zinc et le fer sont des cofacteurs pour le superoxyde dismutase, le fer est
également un cofacteur pour la catalase et le sélénium est le cofacteur du glutathion-

peroxydase (Delattre et al., 2003).

Aussi, parmi les antioxydants végétaux, les polyphénols apparaissent parmi les plus efficaces

quant a leurs effets protecteurs dans I’organisme (Gee et Johnson, 2001).

2.2. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques tel que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene
(BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) sont largement utilisés
dans I’industrie alimentaire parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants
naturels. Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques
(Yu et al., 2000).

3. Stress oxydant

3.1. Définition

Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production des especes
radicalaires et les capacités de défense antioxydant de 1’organisme (Beaudeux et Durand,
2011). La production d’espéces réactives de I’oxygene est utile mais peut étre néfaste pour
I’organisme lors d’une production excessive et en I’absence de mécanismes de défense. C’est
ce que I’on appelle le stress oxydatif. Celui-ci peut favoriser la survenue de pathologies

(cancers, maladies cardiovasculaires, maladies dégénératives) ainsi qu’un vieillissement
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prématuré (Belaich et Boujraf, 2016). Une des principales fonctions déclenchées par le stress

oxydatif est la mort cellulaire programmeée ou apoptose.

3.2. Les radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, ¢’est-a-dire non couplés a un électron de
spin opposé. Cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments voisins.
(Leverve, 2009). Les especes radicalaires sont electrophiles et vont chercher a arracher un
¢lectron a une molécule voisine afin d’apparier leur électron célibataire. Cet état est donc
seulement transitoire, de 1’ordre de la microseconde (Gambini et Granier, 2013), car le radical
va soit accepter un autre électron, soit transférer le ou les électrons libres sur une autre
molécule (lipide, protéine, acide nucléique) afin de rapparier son ou ses électrons célibataires
et d’obtenir ainsi un état plus stable. (Fontaine et al., 2002). 1l s’agit donc d’un intermédiaire
de réaction. Cela va entrainer une réaction en chaine qui va produire de nouveaux radicaux

libres car la molécule agressée par le radical libre devient a son tour radicalaire.

3.2.1. Types des radicaux libres

3.2.1.1. Les radicaux libres primaires

Les radicaux libres primaires sont les plus dangereux car ils sont directement formés a partir
de I'02 (Reichl et al., 2004). L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé
“especes réactives de I’oxygene” (ERO). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de 1’oxygéne proprement dit : radical superoxyde (O°2-), radical hydroxyle
(OH®), monoxyde d’azote (NO°) mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante : 1’oxygéne singulier (*2 02), le peroxyde
d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO ) (Favier, 2003).

3.2.1.2. Les radicaux libres secondaires
IIs ne sont pas formés spontanément, ils sont formés par I'action d'un radical libre primaire sur
un composant cellulaire (acides nucléiques, lipides membranaires, protéines). Ce sont les

radicaux alkoxy (RO°)- et peroxy (ROO°)- qui se forment lors du métabolisme d'un certain

nombre de substances étrangeres (xénobiotiques). Ainsi, des composés tels que le 1,2-

11
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dibromométhane (additif présent dans I'essence), ou le paracétamol peuvent étre métabolisés

en radicaux libres, et étre ainsi la cause de lésions dans I'organisme (Reichl et al., 2004).

4. Evaluation d’activité antioxydante
4.1. Activité anti radicalaire par la méthode de diphenylpicryl-hydrazyl (DPPH)
4.1.1. Définition

L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. De
nombreuses méthodes sont utilisées actuellement pour évaluer cette activité. Le radical DPPH
a ¢té largement utilisé pour 1’étude de D’activité anti radicalaire des différents extraits
végétaux. Le composé 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut I’'un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques. Il
possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Sous sa forme radicalaire, le
DPPH" absorbe a 517 nm, mais apres réduction par un antioxydant (AH) ou un radical R-,

I’absorbance disparait (Sanchez- Moreno, 2002).

4.1.2. La méthode du test DPPH

Cette mesure a été réalisée selon la méthode décrite par (Stéphanie et al., 2009).

Le DPPH présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des substances
antioxydants sa couleur vire vers le jaune pale, le virage vers cette coloration et I'intensité de
cette coloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de la substance anti-
radicalaire (Rolland, 2004).

4.2. Test de la réduction du fer FRAP

La méthode FRAP est basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe3+) présent dans le
complexe K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe2+) par un antioxydant, la réaction est révélée par le
virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) a la couleur bleue - vert du fer ferreux

(Fe2+). L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm (Allouni,
2018).
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4.3. Test de B- carotene

L’oxydation de 1’acide linol€ique génére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par
la suite oxyder le B-carotene entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
par spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement
du B-caroténe. Dans ce test la capacité antioxydant est déterminée en mesurant 1’inhibition de
la dégradation oxydative du p-carotene (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide

linoléique (Laguerre et al., 2007).
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Chapitre3 : Activité antimicrobienne

Les plantes synthétisent plus de 100000 petites molécules dotées pour la plupart d’une activité
antibiotique. En général, cette activité est inférieure a celle exercée par les antibiotiques
d’origine microbienne (Tegos et al., 2002 ; Lewis et Ausubel, 2006). Les concentrations
requises pour exercer une activité antimicrobienne sont donc plus élevées pour les molécules
isolées des plantes que pour celles issues de bactéries et de champignons. En effet, une
molécule phytochimique est considérée comme « antimicrobienne » si elle inhibe la
croissance des micro-organismes pour des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
comprises entre 100 pg/ml et 1000 pg/ml. Pour les antibiotiques d’origine microbienne, des
CMI, variant de 0.01 pg/ml a 10pg/ml, suffisent & générer une activité inhibitrice (Tegos et
al., 2002).

1. Les antibiotiques

1.1. Définition
Le terme « antibiotique » (issu des termes grecs anti, signifiant « contre » et bios, « vie ») a

été créé a la fin du 19e siecle. Il désignait initialement toute substance faisant preuve «
d’antagonisme », en faible concentration, envers les organismes vivants en général. Au milieu
du 20e siecle, la définition a été restreinte a toute substance d’origine naturelle produite par un
microorganisme (habituellement une bactérie ou une moisissure) capable d’inhiber la
croissance ou de détruire d’autres microorganismes. Depuis, de nombreuses molécules
antibiotiques ont été synthétisées ou modifiées en laboratoire. Quelle qu’en soit 1’origine,
deux caractéristiques importantes sont nécessaires pour qu’une substance soit qualifiée
d’antibiotique : étre efficace a faible dose et avoir une toxicité spécifiquement dirigée envers
un groupe de microorganismes; donc, étre non toxique pour les cellules de 1’h6te (Chevalier,
2012).

2. les principes actifs antimicrobiens

2.1. Les principes actifs antibactériens

Les phénols sont les composes avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large

spectre: thymol, carvacrol et eugénol.
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Les phénols entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles
dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation.

Le thymol et ’eugénol sont responsables des activités fongicides et bactéricides des huiles
essentielles qui en contiennent. La molécule de thymol exerce un effet inhibiteur et Iétal sur
différentes souches et, parmi elles, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles
elle provoque des fuites d’ions potassium. Par contre, elle n’est pas active sur Pseudomonas

aeruginosa (Zhiri, 2006).

Les alcools avec 10 atomes de carbone (ou monoterpénols) viennent immeédiatement apres les
phénols, en terme d’activité, avec le géeraniol, linalool, thujanol, myrcénol, terpinéol, menthol
et pipéritol pour les plus connus. Molécules a large spectre, elles sont utiles dans de

nombreuses infections bactériennes (Zhiri, 2006).

Les aldéhydes sont également quelque peu bactéricides. Les plus couramment utilisés sont le

néral et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal (Zhiri, 2006).

Les groupes moléculaires avec les plus puissantes actions antibactériennes sont également des
antifungiques efficaces mais ils doivent étre utilisés sur de plus longues périodes. Des études
fondamentales ont également montré que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient

une activité antifungique (Zhiri, 2006).

De nombreuses familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirale et, parmi
elles, les monoterpénols et les monoterpénals. Les virus sont généralement fortement
sensibles aux molécules aromatiques et de nombreuses pathologies virales sévéres montrent

des améliorations importantes avec leur utilisation (Zhiri, 2006).

2.2. Les principes actifs antifongiques

Les polyphénols sont des composés principaux antimicrobiens des plantes, ayant des modes
d’action diverses et des activités inhibitrices et létales vis-a-vis d’une grande catégorie de
microorganismes procaryotes et eucaryotes (bactéries et champignons) (Cowan, 1999).

La majorité des polyphénols ont une activité antifongique tres puissante. (Orturno, 2005) a
démontré I’activité des flavanones glycosides et des polyméthoxyflavones de Citrus parasidi
et de Citrus sinensis sur Penicillium digitatum. Aussi, les flavonoides de Conyzaaegyptica L.
ont une action fongicide et fongistatique sur différents agents de mycoses: Microsporumcanis,

M.gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Candida zeylanoides (Batawita, 2002).
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2. Evaluation de P’activité antimicrobienne

Deux methodes différentes ont été utilisées pour la détermination de 1activité
antimicrobienne, in vitro : une méthode de diffusion en disque dans un milieu gélosé et les
méthodes de dilution (méthode de micro-dilution en bouillon pour les bactéries et C. albicans,
la méthode de dilution en milieu gélosé pour les champignons), selon le Comité national des
normes du laboratoire clinique. Les zones d’inhibition et les concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de la gentamicine et de I’amphotéricine B ont été ¢galement déterminées
dans des expériences paralléles afin de contrdler la sensibilité des micro-organismes d’essai.

Tous les tests ont été effectués en triple (Chaouche et al., 2016).

2.1. Test de sensibilité aux extraits bruts des plantes

2.1.1. Test d’inhibition

Les différents extraits organiques des plantes sont solubilisés dans le DMSO, et les extraits
aqueux sont dissouts dans de I’eau distillée stérile. La gélose appropriée est coulée dans des
boites de pétri de 90 mm de diamétre et inoculée avec une suspension microbienne pure
fraichement préparée. Deux boites sont utilisées pour chaque souche. Un disque de papier
Whatman stérile de 6 mm de diameétre est imbibé de 30 pl d’extrait (reconstitué selon la

concentration voulue) puis déposé a la surface de la gélose ensemencée, I’ensemble est incubé

pendant 24 heures a 34 °C (Yakhlef et al., 2011).

Dés I’application des disques imprégnés, I’extrait diffuse de maniere uniforme, et aprés 24
heures d’incubation, la présence autour des disques d’une zone d’inhibition circulaire dans
laquelle il n’y a pas de croissance de micro-organismes dénote la sensibilité de ceux-ci a cet

extrait. Plus la zone d’inhibition est grande plus le germe est sensible (Yakhlef et al., 2011).

2.1.2. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

Ce test a été réalisé pour étudier ’antibiogramme standard des germes utilisés et le comparer
avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un
milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. La
sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole qu’avec les

disques de papiers imprégnés d’extrait (Yakhlef et al., 2011).
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2.1.3. Technique de micro dilution : détermination de la CMI

Cette méthode permet la détermination de la CMI a partir d’'une gamme de concentrations
d’extrait dans le milieu de culture. D’aprés la méthode rapportée par (Billerbeck et al., 2002),
une solution meére de chaque extrait (d’une concentration finale de 10 % = 0,1 g/ml) est
obtenue en DMSO, puis une série de dilutions de raison geométrique 2 est réalisée
extemporanément en DMSO a partir de la solution mere. Deux millilitres de chaque dilution
sont alors incorporés a 38 ml de milieu MH (bactéries) ou de Sabouraud (levure), maintenu en
surfusion. Les mélanges sont immédiatement répartis dans deux boftes de pétri a raison de 20
ml de milieu par boite. La gamme de concentrations finales ainsi obtenue correspond a 0,5 —
0,25 - 0,125 — 0,0625 — 0,0312 — 0,0156 — 0,0078 — 0,0039 — 0,0019 et 0,0010 %. Aprés
solidification, 1’inoculation des géloses, contenant 1’extrait ou non (témoin), est effectuée en
surface sous forme de dépdts de 1 pl (réalisés a I’aide d’une micropipette). Pour les bactéries,
la CMI a été déterminée seulement pour les extraits les plus actifs constatés lors de I’étude en
milieu solide (dont les diamétres d’inhibition sont > 20 mm). Dans une boite contenant le
produit dans le milieu MH, plusieurs dépots ont été effectués (une concentration d’extrait

pour toutes les souches).

Pour la levure, un seul dépot est réalisé par boite contenant 1’extrait dans le milieu Sabouraud.
Des témoins de croissance et de stérilité du milieu sont réalisés pour chaque souche et chaque
série d’essais. Tous les essais sont réalisés deux fois. Apres incubation a 35 °C pendant six
jours, la croissance est comparée a celle du témoin. La CMI est définie comme la plus petite
concentration d’extrait pour laquelle aucune croissance n’est visible comparativement au

témoin sans extrait (Billerbeck et al., 2002).
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Pour les champignons filamenteux, les CMI ont été déterminées par la méthode de dilution en
milieu gélosé (Merghache, 2012). Les souches testées ont été cultivées dans I’agar de dextrose
de pomme de terre (PDA), dans des boites de Pétri, pendant 5-7 jours. Les extraits testés,
dissous dans du DMSO a 1%, ont été utilisé a différentes concentrations. Chaque
concentration a été mélangée avec le milieu PDA semi-solide et stérile et ensuite versé dans
des boites de Pétri stériles (15 ml dans chaque plaque). Un disque de 6 mm de diametre de la
gélose recouverte de mycélium a été placé sur la surface de la gélose. Les plaques ont été
incubées pendant 5-7 jours a 28 °C. Deux répétitions ont été faites pour chaque test.

L’amphotéricine B a ét¢ utilisée comme composé de référence (Chaouche et al., 2016).
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1. Etudes de Ruta chalepensis

1.1. Les rendements de Ruta chalepensis

Dans les etudes élaborées sur Ruta chalepensis, 1’extraction des composés phénoliques a été
effectuée par des solvants de polarité différents (méthanol, éthanol, acétate d’éthyle, butanol,
acétone et 1’eau distillée) a 1’aide de la macération et soxhlet qui donne des rendements en

proportion varie selon les solvants utilisés :

L’étude de (ElhoudaCherif et Alou, 2015) a montré que la double macération permet
d’obtenir un extrait brut méthanolique avec un rendement de la partie aérienne (feuilles et

tiges) de Ruta chalepensis est de 20,83%.

Le protocole d’extraction des flavonoides utilisé par (Madani et Moukhas, 2019) montre que
le rendement de la fraction en substances solubles dans le n-butanol est le plus important

avec un rendement 9%. Par contre la fraction d’acétate d’éthyle est faible 5%

La recherche de (Gali, 2014) de deux variétés cultivée et sauvage montre que le rendement
d’extraction est influencé par le type de solvant , L’acétone a donné le rendement faible
9.311% et 9.49% des deux variétés respectivement , par contre 1’éthanol et 1’eau distillée ont
donnés des rendements moyen de 16,7-17,057% et 17,077-18,17% des deux variétés

respectivement.

1.2. Activité antioxydante de Ruta chalepensis

La capacité antioxydante de différents extraits bruts est déterminée par la disparition de la
couleur des réactifs utilisés (B-caroténe, DPPH), cette décoloration explique la capacité des
composés phénoliques a piéger ces radicaux libre qui s’exprime par 1C50 (définit comme la
concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH, plus la valeur de IC50 est petite,

plus I’activité des extraits est grande).

Selon les résultats obtenu par (ElhoudaCherif et Alou, 2015) I’extrait brut de Ruta chalepensis
est doté¢ d’un pouvoir antioxydant intéressant, son IC50 est de 0,155 + 0,00115 mg/ml 2 fois
moins actif que le BHT qui présente un IC50 de 0.087 + 0.001 mg/ml. On peut dire que
I’extrait brut présente une activité antioxydante intéressante. Mais Cette activité reste
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néanmoins nettement inférieure a celle de 1’acide gallique, mais il s’agit d’extrait brut

contenant un grand nombre des composés différents.

Le test de B-carotene a confirmé que I’extrait brut de Ruta chalepensis a une activité
inhibitrice importante avec une activité antioxydante de 68.72 + 1.96 % mais cette valeur
d’activité¢ reste inférieure a celle du contréle positif BHT qui représente 92.11 £ 7,54 %

d’activité inhibitrice. L activité antioxydante enregistrée d’extrait brut.

La recherche de (Madani et Moukhas, 2019) a révelé les IC50 des différents extraits testés par
rapport a ceux de ’acide ascorbique, nous remarquons que les deux fractions flavoniques
obtenus de la partie aérienne de Ruta chalepensis ont une activité moins importante que le
contrdle positif, mais 1’extrait butanolique est plus actif que celui d’acétate d’éthyle avec des

IC50 de 1,193mg/ml et de 6,41mg/ml respectivement.

D’autres part, les résultats obtenus par les chercheurs (Ouerghemmi et al., 2016) ont
montré que I’échantillon des feuilles sauvages et des feuilles de Ruta cultivées et I’extrait des
fleurs a une activité réductrice élevée avec des IC50 : 0.90mg/ml, 0.92mg/ml et 1.10mg/ml
respectivement suivi par I’extrait des tiges de 1.96mg/ml et 2.05mg/ml pour 1’échantillon

sauvage et cultivée respectivement.

L’étude de (Fakhfakh et al., 2012) a révélé que 1’extrait aqueux et éthanolique ont des effets
réductrices stables avec des valeurs des IC50 varient entre 0.12 & 0.22 mg/ml a cause de leurs

richesse en composeés phénoliques.

A partir de I’évaluation de I’activité scavenger du radical DPPH® exprimée en termes d’IC50,
on constate que les extraits de la variété sauvage exercent une activité scavenger vis-a-vis du
DPPH° plus importante que les extraits correspondant a la variété cultivée. Les extraits
éthanoliques étant les plus puissants parmi les autres extraits (51,18+ 1,14 et 79,54+ 0,78
pg/ml). Les extraits aqueux ont des IC50 supérieures a 100ug/ml qui montrent des

pourcentages d’inhibition inférieurs a 50% a cette concentration (Gali, 2014)

1.3. Activité antimicrobienne de Ruta chalepensis
La méthode des disques et de contact direct permettent de mettre en évidence le pouvoir
antimicrobien des extraits exercé sur des souches bactériennes Gram- : Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, et les souches Gram+ Staphylococcus aureus et aussi les souches

fongiques Fusarium culmorum, Penicillium sp, Aspergillus niger et Aspergillus flavus et la
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levure Candida albicans. L’activité antimicrobienne de I’extrait quantifié par la présence ou

I’absence de zone d’inhibition.

On remarque d’apres 1’étude de (Elhouda Cherif et Alou, 2015) Le plus grand diametre de
croissance myceélienne de F.culmorum et Penicillium sp a été enregistré en absence de
I’extrait (témoin) avec un diameétre de croissance de 80 mm et 22 mm respectivement. Les
différentes concentrations (25, 50, 100 mg/ml) de I’extrait augmentent le pourcentage
d’inhibition, ou le diameétre de croissance s’est abaiss¢ de 80 mm (témoin) a 55, 36 et 34 mm,
qui sont équivaux aux taux d’inhibition de 31.25 %, 55 % et 57.5 % a l’ordre pour
F.culmorum et de 22mm (témoin) a 15,11 et 10 mm qui sont équivaux aux taux d’inhibition
de 31.81%, 50 % et 54.54 % pour Penicillium sp, donc cette plante a une activité antifongique

intéressante.

L’application du test antimicrobien sur staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa qui est mentionné par (Ouerghemmi et al., 2016) a présenté des
résultats qui se difféere d’un extrait & l'autre , notant que 1’extrait de 1’échantillon sauvage et
cultivée de Ruta chalepensis exerce une activité inhibitrice marquante et ’extrait de tige
particulierement effectif sur staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa avec des
diamétres d’inhibition de 16.3mm et 17.7mm qui est proche de I’antibiotique standard de
gentamycine, d’autre part; I’extrait de Ruta chalepensis de tige cultivé exerce une grande

inhibition sur Escherichia coli.

D’autres part; la recherche de (Gali, 2014) a mentionné que I’extrait éthanolique de la variété
sauvage a une concentration de 50 mg/ml inhibe la croissance d’Escherichia coli avec une

zone d’inhibition de 11.5mm.

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont tres sensibles a I'extrait acétonique et
I'extrait éthanolique de la variété cultivée (Pseudomonas aeruginosa 15mm et 11.5mm et
staphylococcus aureus de diamétre 15mm et 9mm) respectivement. D’apreés les résultats de
I’activité antifongique obtenus, les extraits de Ruta chalepensis.L sont uniquement actifs
contre la levure Candida albicans et sont inactifs contre les souches filamenteuses Aspergillus

niger et Aspergillus flavus.

En ce qui concerne pour Candida albicans I’extrait éthanoique de la variété cultivée montre
des zones d’inhibition plus importantes par rapport a 1’extrait acétonique de la méme variété

a toutes les concentrations. Alors que, I’extrait acétonique de la variété sauvage est plus actif
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que I’extrait éthanolique de la méme variété de la plante a la concentration de 10mg/ml et

50mg/ml. L’extrait aqueux inactif sur ces micro-organismes.

2. Etude de Ruta graveolens

2.1.  Lesrendements de Ruta graveolens
D’apreés 1’étude de (Belaid et Bellil, 2017) L’extraction des composés organiques de Ruta
graveolens par une sonication a révelé un rendement de ’ordre de 1.86 % ; Alors que de

I’extrait alcoolique a donné un rendement de 34.18% selon (Aljaiyash et al., 2014)

Ces rendements sont tres élevés a cause de la polarité des solvants utiliseés.

2.2. Activité antioxydante de Ruta graveolens

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par la méthode de DPPH et B-carotene ;
dans une étude faite par (Belaid et Bellil, 2017) était d’une 1C50=5,61+0,139 mg/g en utilisant
le test du DPPH et le résultat de B-caroténe de méme extrait était de 1, 99+0,21 mg/g, cela
est due probablement au contenue des extraits en  polyphénols qui ont un pouvoir

antioxydant.

2.3. Activité antimicrobienne de Ruta graveolens

Etude de (Sivaraj et al., 2011); montre que I’activité antibactérienne de différents extraits

(Extrait d’éther de pétrole, Extrait d’éthanol, Extrait aqueux) varie d’un extrait & l'autre,
I’extrait éthanolique applique une activité inhibitrice plus élevée avec une zone d’inhibition
de 16mm sur E.coli puis Salmonella typhi del5mm I’extrait d’éther de pétrole est plus actif
sur Klebsiella pneumonia et Salmonella typhi qui présentent des zones d’inhibition égal de
13mm. L’extrait aqueux a une activité faible (avec un diamétre varie de 6.5mm a 10 mm) par

apport a I’extrait éthanolique et d’éther de pétrole.

L’activité antibactérienne contre E.coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa évaluée par la méthode de disque (évaluation de zone d’inhibition)
sur un milieu Muller Hinton selon (Narayan et Murthy, 2015), L’extrait de chloroforme a une
activité antibactérienne plus élevée sur E.coli avec un zone d’inhibition de 24 mm, 18 mm
pour Bacillus subtilis, 14 mm pour Staphylococcus aureus et 8mm pour Pseudomonas

aeruginosa.
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Sur les méme souches bactériennes 1’activité d’extrait méthanolique exerce une inhibition de
diamétre égal de 17mm sur E. coli et Bacillus subtilis, et I’extrait éthanolique applique un
effet inhibiteur semblable sur ces souches; Alors que I’extrait aqueux est inactif sur ces

souches.

(Aljaiyash et al., 2014) montre que Salmonella typhi et Klebsiella pneumonia sont trés
sensibles a 1’extrait alcoolique de Ruta graveolens (16 et 17 mm respectivement).

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa avec une zone d’inhibition égale a 14mm.

L’application des extraits d’éther de pétrole, éthanolique et I'extrait aqueux des feuilles sur
Penicillium chrysogenum, Fusarium oxysporum montre a montré que : ’extrait aqueux des
feuilles est considéré comme un fongicide naturel contre Fusarium oxysporum avec une zone
d’inhibition de 7 £0.25 mm ; I’extrait d’éther de pétrole et éthanolique sont inactifs sur les

filaments étudiés (Sivaraj et al., 2011).
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3. Etude de Ruta montana

3.1. Les rendements des extraits de Ruta montana

L’extraction des principes actifs des plantes médicinales a été faite par plusieurs méthodes
macération, infusion, soxhlet et en utilisant différent solvants organiques et a différentes
températures. Les rendements des extraits bruts des solvants (méthanol, acétate d’éthyle, éther

de pétrole, butanol et eau) sont a des proportions varie entre eux.

Le meilleur solvant d’extraction selon (Kara, 2017) est le méthanol dd a sa polarité éleve qui
permet d’extraire un pourcentage elevé de composés organiques, les résultats obtenus
montrent que le rendement de I’extrait méthanoique est de 53.43 % par rapport au poids sec
de la poudre végétale. Cependant, le rendement des extraits (fractions) issus de I’extrait
méthanoique montre que 1’extrait butanolique représente le rendement le plus élevé (03,92%)
qui extraire une quantité considérable des flavonoides, suivi par les solvants de polarité faible
I’extrait éther de pétrole (02,35%), et le rendement le plus faible (0,55%) qu’est obtenu par
I’extrait d’acétate d’éthyle.

Ces résultats sont vraiment confirmés par les travaux qui ont éte faite par ( Allouni, 2018) qui
a utilisé la méthode de macération par le méthanol a partir des feuilles et des graines qui a
permet d’obtenir des rendements en extraits bruts variables selon la partie de la plante ou la
quantité des molécules extraites est supérieure dans les feuilles (6,46%) par rapport aux
graines (5,52 %).

L extraction liquide-liquide des alcaloides totaux des parties aériennes de Ruta montana
donne un rendement de 0,27%, un rendement tres faible en comparaison avec les rendements
en extrait brut. Cela est d0 préalablement au solvant utilisé d’une part et d’autre part a la
richesse de Ruta montana en substances solubles dans le méthanol. Donc les feuilles et les
graines de Ruta montana sont trés riches en polyphénols.

D’une maniere générale, les teneurs en extraits secs varient non seulement d’une plante a une
autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de I’extraction solide-
liquide des polypheénols, liquide-liquide des alcaloides, le solvant d’extraction, la taille des
particules et le coefficient de diffusion de solvant.
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3.2. Activité antioxydant de Ruta montana

Cette activité est habituellement représentée par la valeur 1C50, définie comme la
concentration de l'antioxydant nécessaire pour récupérer 50% du DPPH présent dans la
solution d'essai.

Selon (Kara,2017) ; les résultats de I’activité antioxydant par le test DPPH de différents
extraits montre que I’extrait d’acétate d’éthyle (EAERM) posséde 1’effet le plus élevé parmi
les autres avec une 1C50 = 0.126 = 0.002 mg/ ml , suivi par I’extrait butanolique (EBRM)
IC50 de 0.135 + 0.0006 mg/ ml , et enfin I’extrait de 1’éther de pétrole (EEPRM) qui est le
plus faible parmi ces extraits avec une IC50 d’environ 0.185+ 0.002 mg/ ml,( la concentration
faible & une activité réductrice élevée). Comparant avec la quercetine (molécule standard)
inférieur de 13, 14 et 19 fois, respectivement.

Dans une autre étude [D’extrait aqueux et I’extrait méthanoique posséde presque la méme
capacite réductrice de IC50 = 0.945+0.15 mg/ml et 0.961+0.09 mg/ml respectivement. Ils sont
comparés au standard utilisé dans notre étude celle d’acide ascorbique ou la valeur est de
I’ordre de 0,16 mg/ml. Il a été montré que I’extrait aqueux (EA) et I’extrait méthanoique(EM)
de Ruta montana posseédant presque la méme capacité antioxydant. Alors, (Bahar et
Bendjlidjel, 2019) ont conclu que le pouvoir antioxydant des extraits aqueux et méthanoique
sont d’un effet moyens a faibles en général par apport I’IC50 de 1’acide ascorbique.

Cela est en accord avec les travaux menés par (Merghem et al., 2019) ont montré que
l'administration orale de I’extrait aqueuse (300 mg/ ml) et de I’extrait méthanoique (100 mg /
ml) conduit a l'augmentation de la capacité antioxydant du plasma 18,13 + 5,366% et 17,57 +
5,869% respectivement. Cette augmentation n'est pas significatif statistiquement par rapport

au groupe témoin 13,65 + 1,46%.

A des fins comparatives, (Allouni , 2018) a trouvé que un antioxydant standard a été utilisé
(’acide ascorbique) a une activité anti radicalaire trés puissante avec 1C50 de 4,14 + 0,31
ug/ml , et I'extrait méthanoique des feuilles a exprimé l'activité antioxydant la plus élevé
(IC50 38, 61 +0,9259 pg/ml) par rapport a I’extrait brut des graines (EBG) , qui a donné de
IC50 de 44,1 + 4,397 pug/ml, qui est bien meilleur que celui produit par I’extrait alcaloidique

qui présente une activité anti radicalaire plus au moins faible (IC50 de I’ordre de 96,87 + 0,31

pg/ml).
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L’activité antioxydant a été évalué en utilisant la méthode de (FRAP) les travaux réalisés par
(Allouni ,2018) mentionne que I’extrait méthanoique des feuilles est également le plus actif
avec une densité optique de 0.370nm, suivis par I’extrait des grains 0.276 nm et I’extrait
alcaloidique 0.206 nm, a une concentration de 300 pug/ml.

D’apreés les résultats obtenus qui expriment la capacité réductrice d’extrait méthanoique des
feuilles, des graines, et des alcaloides totaux par rapport a I’acide ascorbique, on a constaté
que le pouvoir réducteur des extraits augmentait avec I’augmentation de leurs concentrations.
Tous les extraits présentaient une activité antioxydants nettement faible par rapport a la

vitamine C de référence ; ce dernier attient un pouvoir réducteur presque total a 200 pg/ml.

Ces résultats confirment ceux obtenus par le test DPPH dont les extraits méthanoiques ont des

activités antioxydants puissantes en comparaison avec les alcaloides totaux de la plante.

3.3. Activité antimicrobienne de Ruta montana

3.3.1. Activité antibactérienne

Selon les travaux de (Allouni ,2018) ; I'activité antibactérienne des différents extraits de Ruta
montana a été évaluée contre les bactéries Gram-positives (B. cereus et S.aureus) et Gram-
négatif (E. coli et S. typhimurium) en utilisant la méthode de diffusion sur disque, une
technique qualitative basée sur la mesure du diamétre des halos d’inhibition apparents autour

des disques chargés d’extraits végétaux .

L’étude de (Allouni, 2018) ; a montré que tous les extraits de Ruta montana ont empéché la
croissance des bactéries testés avec un diamétre de zone d'inhibition qui augmente
proportionnellement avec les concentrations des échantillons testés. L'inhibition obtenue sur
les souches de bactéries varie de 6,5 a 34,5; de 6,5 a 34,46 et de 6,5 a 32,5 mm pour I’extrait
alcaloidique, extrait méthanoique des graines et des feuilles respectivement. Il s’est avéré que
toutes les bactéries testées ont été sensibles vis-a-vis des trois extraits notamment Bacillus
cereus, tous les extraits ont empéché la croissance des bactéries testés avec une concentration
CMI=3,125mg/ml qui donne un diamétre de zone d’inhibition de 6,5mm. L’effet de ces

extraits est plus important que ceux obtenus avec les antibiotiques standards utilisés.

Les alcaloides totaux de Ruta montana ont exercé un effet inhibiteur important de la
croissance bactérienne contre B. cereus, E. coli, S. typhimurium a différentes concentrations

et contre S. aureus avec la concentration de 200 mg/ml par rapport aux extraits bruts. Avec
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I’extrait alcaloidique B. cereus présente une extréme sensibilité (34,5+1,5) suivi par E. coli, S.
typhimurium en suite S. aureus & une concentration de 200 mg/ml.

Suivi par E. coli, S. typhimurium (24,5 £ 0,5 mm et 22,5 £ 0,5 mm respectivement) ; ces
zones sont proche a ceux enregistré sous I’action de SXT (24,2 mm et 21 mm
respectivement), cependant I’Extrait alcaloidique inhibe également la croissance de S. aureus
(25 £ 1 mm).

Les extraits bruts (EBF et EBG) ont montré une sensibilité extréme de B. cereus (32,5£1,32 et
34,46+0,57) suivi par S. typhimurium (21,66+2,51 et 21,66+0,57), S.aureus (19,66+0,57 et
19,16+0,28) et E. coli (18,66+0,57 et 20,5+0,5) respectivement.

3.3.2. Activite antifongique

Selon (Allouni, 2018) ; les résultats de I’étude antifongique des différents extraits de Ruta
montana; indiquent que la sensibilité d’Aspergillus niger et Fusarium oxysporum est accrue
en fonction de I’augmentation de la concentration.

Tous les extraits de Ruta montana ont présenté une activité antifongique modérée contre les
champignons testés. Selon les résultats Aspergillus niger est plus sensible aux différents
extraits de Ruta montana avec un taux d’inhibition de 60,77 % avec I’EBG, de 57,11 % avec
I’EBF et de 56% avec I’EAT a une concentration de 200 mg/ml alors que I’effet de ces
extraits sur Fusarium oxysporum est apparu meilleur avec I’extrait des alcaloides totaux avec
des taux d’inhibition importante 55% a une concentration de 200 mg/ml par rapport aux
extraits méthanoiques EBF et EBG (43,33% et 37,55%) respectivement .Cependant aux
différentes concentrations I’EBF et ’EAT inhibent mieux la croissance d’A. niger en

comparaison avec I’EBG .
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4. Comparaison entre les especes végétales

Les études des activités antioxydantes et antimicrobiennes des extraits organiques preparés a
partir de trois genre de la plante Ruta ont permis de faire une comparaison entre les

rendements de chaque extrait et les activités biologiques.

Ruta montana est trés riche en polyphénol. Le méthanol grace a sa polarité il permet
d'extraire un pourcentage élevé des composés organiques que ce soit I’extrait des feuilles ou
des grains ou la partie arienne. EMF= 6,46% ; EMG=5,52% ; ’extrait de la partie arienne
égal de 53.43 % de ces espéces. Alors que les autres solvants ont permis d’avoir des
rendements variables selon le degré de polarité ou I’extrait aqueux est mieux que 1’acétate

d’éthyle et enfin 1I’éther de pétrole.

Chaque extrait a permis d’extraire un groupe des composants chimiques, tel que les
polyphénols, les flavonoides et les alcaloides, on remarque que Ruta montana est trés riche en

polyphénols.

L’activité antioxydante des différents extraits bruts généralement évaluée par IC50 (la

concentration fiable a une activité réductrice élevée) :

pour I’espéce de Ruta chalepensis on observe que ’extrait éthanolique , méthanolique et
aqueux ont des IC50 plus faibles : 0.22mg/ml, 0.15mg/ml et 0.12mg/ml respectivement, donc
ils ont une forte activité antioxydante , alors que des concentrations inhibitrices (IC) ont été
déterminer sur d’autres extraits , 1C50=5,61+0,139 mg TE/g E de ’extrait méthanolique et
d'acétate d’éthyle pour R.graveolens. D’autre part les résultats d’activité antioxydante de
test DPPH de différents extraits de Ruta montana montre que ’extrait d’acétate d’éthyle

possede ’effet le plus puissant parmi les autres extraits de IC50== 0.126 + 0.002 mg/ ml.

On observe : L’extrait d’acétate d’éthyle de Ruta montana et I’extrait aqueux de Ruta
chalepensis ont un effet réductrice de 1C50= 0.12mg/ml qui sont égales et plus faibles par
apport IC50 de I’extrait de Ruta graveolens. Donc ces deux espéces posseédent la méme
efficacité réductrice. Considerablement I’activité anti radicalaire des extraits des plantes est

probablement liée a leur contenu en polyphénols, en flavonoides et en tanins.

La comparaison de I’effet antimicrobien entre les espéces a accédé que tous les souches

bactériennes et candida albicans sont sensibles a 1’extrait de Ruta chalepensis et Ruta
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montana, en remarquant que 1’espéce Escherichia coli est trés sensible a [I’extrait

méthanolique.

Salmonella typhi, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli sont les plus sensibles aux
différents extraits (extrait d’éther de pétrole, aqueux, éthanolique, chloroforme, alcoolique) de

Ruta graveolens avec des zones d’inhibition varient entre 9mm et 24mm.

Les extraits de Ruta graveolens des feuilles et I’extrait de Ruta chalepensis sont considéres
comme des fongicides naturels contre Fusarium oxysporum avec une zone d’inhibition de 7
+0.25 mm pour I’extrait de Ruta graveolens. Aspergillus niger est tres sensible aux extraits de

Ruta montana.
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Conclusion

L’ensemble de ces travaux étudiés ont basé sur le pouvoir antioxydant et antimicrobien des

extraits de Ruta chalepensis, Ruta montana et Ruta graveolens.

Dans un premier lieu I’extraction des polyphénols de différents parties des plantes étudiées
(feuilles, tige, grain, ou bien tout la partie arienne) a partir des méthodes différentes a permis
d’avoir des rendements varient entre eux. Le méthanol présente le solvant le plus utilisé dans
ces études et donne des rendements plus probables. La partie arienne de ces espéces est trés

riche en principes actifs.

La partie de la plante étudiée, solvants d’extraction, les conditions et la durée d’extraction

influence directement sur le rendement d’extrait.

L’analyse de la capacité antioxydante des différents extraits de Ruta (Ruta chalepensis, Ruta
montana ,Ruta graveolens) selon la méthode de réduction de fer ,B-caroténe et celle de
piégeage du radical libre DPPH en montre que les polyphénols de ces espéces présente un bon
effet antioxydant . L’activité réductrice ne dépend pas seulement sur la concentration des
composes organiques, mais également de la nature et la structure des antioxydants dans les

extraits.

L’activité antibactérienne et antifongique a été évaluée par la méthode de disque et le contact
direct et selon les résultats : tous les souches microbiennes sont sensibles a ces différents

extraits.

Ruta graveolens est plus active sur les bactéries Gram- (Salmonella typhi, Klebsiella

pneumonia, Escherichia coli).

Finalement tous ces résultats indiquent bien que les polyphénols de ces espéces de Ruta
pourront étre utilisés comme des antioxydants ou bien pour la lutte microbienne

(champignons et bactéries pathogénes).
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