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Depuis longtemps, Les plantes présentent un role tres important pour
I’humanité, car elles peuvent synthétiser des nombreuses molécules organiques
complexes dotées souvent d’activités biologiques potentielles. Dans ce contexte, nous
avons conduit cette étude qui avait pour objectif d’investiguer les effets antibactériens

et antifongique des extraits bioactifs de Thymus vulgaris, Ruta graveolens.

En premier lieu, ’extraction de I’HES a été réalisée par I’hydrodistillateur de
type Clevenger, ’activité antibactérienne a été réalisé par la méthode de diffusion en
milieu gélosé MH sur plusieurs souches Bactériennes : E.coli, Pseudomonas
aeruginosa, klebsiella pneumoniae, enterobacter, Proteus Vulgaris.... . Et ’activité
antifongique a été réalisé aussi par la méthode de diffusion mais En milieu gélosé
Sabouraud sur trois levures (Candida spY8, Candida sp Y11, Candida sp Y1).

Les rendements des huiles essentielles de Thymus vulgaris, Ruta graveolens,
sont 2.15%, 1.20% respectivement, les résultats obtenus montrent que toutes les HEs
testées ont un pouvoir antibactérienne et antifongique sur la plupart des souches, don’t

la meilleure activité a été marquée par ’HEs de Thymus vulgaris.

En deuxiéme lieu, I’extraction des extraits par solvants a été réalisé par
I’appareil de Rota vapor en utilisant trois solvants différents : éthanol, méthanol et

butanol.

Au bout de cette étude, nous retiendrons que les extraits bioactifs de nos
plantes (que ce soit HES ou extrait par solvants), exercent un fort effet antibactérien et
antifongique sur les souches étudiées et pourrait par consequent étre utilisé dans le

traitement des maladies infectieuse.

Mots clés: Extraits bioactifs, Thymus vulgaris, Ruta graveolens, Activité

antibactérienne, Activité antifongique, Huile essentielle,



Abstract

Plants have long presented a very important role for humanity, as they
can synthesize a large number of complex organic molecules often endowed with
potential biological activities. In this context, we conducted this study which aimed to
investigate the antibacterial and antifungal effects of bioactive extracts of Thymus

vulgaris, Ruta graveolens.

Firstly, the extraction of EO was carried out by the Clevenger type
hydrodistiller, the antibacterial activity was carried out by the method of diffusion in
gelled medium MH on different Bacterial strains: E.coli, Pseudomonas aeruginosa,
klebsiella pneumoniae, enterobacter, Proteus Vulgaris.... .And the antifungal activity
was also carried out by the diffusion method but in Sabouraud geled medium on three
yeasts (Candida spY8, Candida spY11, and Candida sp Y1).

The yields of essential oils of Thymus vulgaris, Ruta graveolens, are 2.15%,
1.20%respectively; the results showed that all the Eos tested have antibacterial and
antifungal activity on most strains, the best activity of which was marked by EO from

Thymus vulgaris.

Secondly, the extraction of the extracts by solvents was carried out by the Rota

vapor apparatus using 3 different solvents: ethanol, methanol and butanol.

At the end of this study, we will retain that both of essential oils and extracts
by solvents of our plants applied a strong antibacterial and antifungal effect on the

strains studied and could therefore be used in the treatment of infectious diseases.

Keywords: bioactive extracts Thymus vulgaris, Ruta graveolens,

Antibacterial activity, Antifungal activity, Essential oil.
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Introduction

Depuis longtemps, Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante
dans I'arsenal thérapeutique de I'humanité. VVue leur richesse en milliers de composants
de valeur thérapeutique.A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer
la connaissance et l'utilisation de ces plantes dont leur savoir a €té transmis de

génération en génération (Derabla, (2016).

Les substances naturelles issues des plantes ont diverses utilisations dans
I'industrie : alimentaire, cosmétologique et dermopharmaceutique. Parmi ces composes,
on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires comme les huiles
essentielles qui se sont surtout illustrés en thérapie, et Les extraits bruts qui
commencent a attirer beaucoup d'attention en tant que sources potentielles de molécules

bioactives naturelles.

Les pharmacies utilisent encore une forte proportion de medicaments d'origine
vegétale, la recherche pour découvrir de nouvelles molécules actives dans les plantes,

ou des matiéres premieres pour la semi-synthese (Bahorun, 1997).

La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine
vegétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des

matiéres premiéres pour la semi-synthése (Bahorun, 1997).

La qualité alimentaire ou thérapeutique d'un extrait naturel est liée a I'efficacité
et a la sélectivité du procédé d'extraction utilisé (Nkhili, 2009). Parmi les divers
procédés utilisés, on compte I'extraction par hydrodistillation, I'extraction par
macération dans un solvant (Ethanol, Méthanol, Bétanol) et I'extraction par décoction
ou avec de l'eau chaude qui est la méthode le plus utilisé traditionnellement par la
population algérienne, soit dans la préparation des boissons les plus populaires comme

le thé ou dans les préparations traditionnelles a base de plantes médicinales.
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Les huiles essentielles sont utilisées depuis des milliers d'années dans diverses
cultures a des fins médicinales et de santé (Ansah et al., 2019). Elles continuent d'étre
d'une importance capitale jusqu'a nos jours (Djilani et al ; 2012). Ce sont des composés
complexes qui se caractérisent par une forte odeur et sont formés a partir de divers

métabolites végétaux. (Kar et al ., 2018).

La situation biogéographique d’Algérie, et ses différentes zones bioclimatiques
offre une flore tres diversifiée avec un grand nombre de plantes aromatiques et

médicinales spontanées et cultivées (Reguieg, 2011) (Bouabdelli, 2012).

Dans notre étude, Les plantes sont sélectionnées selon les critéres suivants :
elles font partie des plantes aromatiques les plus appréciées au monde, nos populations
les utilisent réguliérement dans le domaine culinaire et en médecine traditionnelle,
tandis que leurs huiles essentielles sont egalement utilisées dans les domaines
alimentaire, pharmaceutique et industries cosmétiques, Leur efficacité dans le
traitement symptomatique traditionnellement reconnu des troubles digestifs a

récemment représenté un intéressant sujet d'investigation scientifique.

Lobjectif de notre travait, est d'évaluer I effet antimicrobien d’ extrait bioactif
de Thymus vulgaris et Ruta graveolens sur les bactéries et les champignons, et la
détérmination de la concentration minimale inhibitrice des souches qui montrent une

certaines sensibilité. Notre mémoire structuré en deux parties:
« Partie bibliographique qui estprésentée deux chapitres.

Partie expérimentale qui présente le matériel et les méthodes utilisées, les

résultats obtenus ainsi que leur discussion et une conclusion.
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1. Les plantes médicinales

1.1 Définition

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuse. C’est-a-dire qu'il se présente par ces propriétés
prophylactiques ou thérapeutiques vis-a-vis des maladies humaines ou animales. Leurs
effets proviennent de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires)
ou de la synergie entre différents composés présents (Moreau, 2003). Les plantes
médicinales contiennent des molécules a haute valeur ajoutée, parmi lesquelles nous
avons identifié des composés a activité olfactive. Elles représentent les huiles

essentielles dites HEs, privilégiées par les industries pharmaceutiques et cosmétiques

(Sanago, 2006).Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille,
fleur (Bouguefdam, 2013).

Figure 1: Les plantes médicinales et aromatiques (Bencheikh, 2017)
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1.2. Répartition géographique
1.2.1 Dans le monde
Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité

des populations rurales et urbaines en Afrique. C’est I’un des principaux moyens par
lequel les individus se soignent (Badiaga., 2011). Malgré les progrés de la
pharmacologie, ’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans
certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement (Tabuti et al.,
2003).

L’inventaire réalisé par ’OMS, vers la fin des années 1970 a estimé que les
espéces qui ont des propriétés médicinales est 21 000 espéces dans le monde (Penso,
1980 ; Schippmann et al., 2002). En effet environ 65 a 80 % de la population mondiale
a recours aux medecines traditionnelles pour satisfaire ses besoins, en raison de la
pauvreté et du manque d’acces a la médecine moderne (Ang-lee et al., 2006 ; Palomo,
2010 ; OMS, 2013 ; Boissiere, 2018).

1.2.2 En Algérie
Avec une superficie de 2 381741 km2, I’ Algérie est le plus grand pays riverain

de la Mediterranée. Il est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et
aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans 1’ensemble des terroirs
du pays. C’est un héritage familial oral, dominant en particulier chez les femmes agées
et illettrées (llbert et al., 2016). La richesse de la flore algerienne est incontestable,
avec environ 4300 especes et sous-especes de plantes vasculaires (Dobignard et
Chatelain, 2010-2013). Elle recéle un grand nombre d’espéces classées en fonction de
leur degreé de rareté : 289 espéces assez rares, 647 especes rares, 640 especes tres rares,

35 especes rarissimes et 168 especes endémiques (FAO, 2012).

1.3 L'utilisation des plantes médicinale
Fabrication des produits médicaux: Les plantes médicinales sont utilisées pour

traiter les maladies. Ces plantes médicinales sont utilisées sous diverses formes et
conditions pathologiques (Hamitouch, 2007). Antibiotiques, tels que (Allium
sativum) améliorent la résistance pulmonaire. Diurétiques, comme le mais qui stimule
la production d'urine. Laxatifs, comme le séné (Cassia senna) Stimule le transit
intestinal (Iserin, 2001), purifiant, tonique et aphrodisiaque (Hamitouch, 2007).

> Fabrication Cosmétique:les cosmétiqgues comme le savon, Cremes,

aérosols et déodorants sont de nouvelles connaissances issues de Connaissances
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traditionnelles a base de plantes, généralement a usage topique du corps (Borris, 1996 ;
Hamitouch, (2007). De méme, Beylier-Maurel (1976) a démontré que le pétrole Le
microbiote cutané est donc utilisé en cosmétique. De plus, I'utilisation de pommades et
Les gels végétaux aident a protéger ces cosmétiques car ils ont une activité antiseptique
et antioxydant tout en assurant son odeur agréable (Vargas et a.l, 1999).

> Fabrication des produits alimentaires: Selon Iserin (2001), les
humains sont habitués a manger et a digérer différents types d'aliments Plante, souvent
appreciée pour ses qualités medicinales et nutritionnelles. Quelques Les plantes
médicinales peuvent étre utilisées pour les soins de santé et I'alimentation. C'est une
plante Les médicaments comestibles tels que le céleri (Apium Graveolens) utilisé
comme condiment et VVégétal.

1.4 Mode d'utilisation des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont consommeées sous de nombreuses formes:

" Infusion:la méthode de preparation la plus connue. On verse de I'eau
chaude sur la plante et on la laisse infuser, souvent pendant 10 minutes. Avant d'étre
bue, la préparation est filtrée et additionnée de sucre ou de miel.

" Décoctions: obtenues en faisant bouillir la plante dans I'eau.

" Huile:obtenue a partir de plantes médicinales séchées par des méthodes
d'extraction et liquéfiées pour un usage externe et interne.

" Poudre:elles sont obtenues a partir des plantes médicinales séchées
puis, qui sont utilisées en usage interne pour une plus grande efficacité et aussi pour
usage externe (Gudrun, 2014).

. Macération:Il s'agit de placer des plantes ou parties de plantes dans
I'eau froide (macération aqueuse) ou de I'huile végétale (macération huileuse) pendant
plusieurs heures a plusieurs jours afin de permettre une bonne diffusion des principes
actifs (Kraft et Hobbs, 2004). Cette méthode est utilisée pour conserver au maximum
les principaux actifs de certaines plantes qui ne supportent pas les températures élevées
(Kothe et al, 2007).

. Cataplasme: Ce sontdes plantes médicinales qui sont préparées et
appliquées sur la peau, les cataplasmes sont utilisés pour soulager les douleurs
musculaires et nerveuses, les entorses et les fractures, et pour permettre la plupart

extraits des paires infectées, des ulceres et des furoncles (Iserin et al, 2001).
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2. Présentation des Espéces étudiés
2.1. Plante de Thymus vulgaris
2.1.1. Genre Thymus

Le genre Thymus, I'un des taxons les plus importants de la famille des Lamiacées
(Jala, 1971), contient environ 400 espéces de plantes aromatiques vivaces, plantes
herbacées sempervirentes ou semi-sempervirentes (Boruga et al.,, 2014). Le
nom«Thymus» dérive du mot grec «Thymus» qui signifie «parfumer» a couse de son
agréable odeur (pariente, 2001). Le Thymus est également I'une des plantes les plus
utilisées comme épices et extraits depuis des siéclespour ses propriétés médicinales.
Ses fortes propriétes antibactériennes et anti-inflammatoires en font un choix populaire

en médecine traditionnelle. (Askarneet al., 2013).

2.1.2. Définition de Thymus vulgaris

Thymus vulgaris c'est 'espéce le plus précieuse du genre Thymus (Jalas, 1971),
Nommée par Carl Von Linné en 1753 et continue d'étre le nom utilisé par toutes les
nomenclatures scientifiques (Tamer et al., 2017), Qui poussent spontanément dans le
Nord de I'Afriqgue (Morales, 1997; Pedersen, 2000), et dans les coteaux de la
méditerranée (Touhami., 2017). Communément nommée thym de jardin ou thym

commun (Shmeit et al., 2020)et en Algérie elle est appelé”Zaater".

Le Thymus vulgaris possede plusieurs propriétés pharmacologiques et
aromatiques, est courammentutilisé dans le domaine thérapeutique (Touhami.,
2017).Grace a leur qualité aromatique et sa forte concentration en HEs (Askarne et al,
2013).
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Figure 2: la plante de Thymus vulgaris (Demane et Serai, 2021)

+%  Nom vernaculaire

<> Arabe: Zaateur, Zaatar, Zaitra.

X Francais: thym commun, thym vwvulgaire, thym de jardins,
farigoule et barigoule.

X Anglais: common thym, garden thym.

X Allemand: Thymian, Echter Thymian, Garten thymian,

Rdémischer thymian (Teuscher et al., 2005).

2.1.3. Classification botanique de Thymus vulgaris

La classification de Thymus vulgarisest la suivante :

o Regne : Plantae

o Sous-regne: Tracheobionta

o Embranchement: Magnoliophyta

o Sous-embranchement: Magnoliophytina
o Classe: Magnoliopsida

o Sous-classe: Asteridae

o Ordre: Lamiales

o Famille: Lamiaceae

o Genre : Thymus
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o Espece: Thymus vulgaris (Zeghad, 2009).

2.1.4. Description botanique

Thymus vulgaris est un petit sous-arbrisseau vivace, touffu et tres aromatique de

7 a 30 cm de hauteur, d’un aspect grisatre ou vert-grisatre.

o Ses tiges: Elles sont ligneuses a la base, herbacées supérieurement, et
presque cylindriques. Elles sont regroupées en touffe. Elles peuvent acquérir, vers leur
base, une Tres grande épaisseur. Les tiges floriferes sont rampantes, dressées ou
redressées, tortueuses dans leur partie inférieure, velue et blanches tout autour chez les

jeunes rameaux.

o Ses feuilles:Elles sont trés petites, ovales, lancéolées, a bord roulés en
dessous a nervures latérales distinctes, ponctuées supérieurement, et blanchatres a leur

face inférieure.

o Ses fleurs:La floraison a lieu d’avril a juillet.Elles sont presque roses
ou presque blanches, font de 4 a 6 mm de longueur. Elles forment une sorte d’épi foliacé
au sommet des ramifications de la tige. Le limbe du calice est bilabié, un peu bossu ; la
levre supérieure a trois divisions separées entre elles, la levre inférieure posséde deux
divisions étroites et subulées ; I’entrée du tube est garnie d’une rangée circulaire de poils.
La corolle, de taille variable, est un peu plus longue que le calice mais la partie tubulaire
de la corolle ne dépasse pas celle du calice ; la lévre supérieure est a peine chancrée,

I’inférieure et a trois lobes égaux et obtus.
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Figure 3 : Aspect morphologique de Thymus vulgaris (Iserin, 2001).

2.1.5. Réparation géographique
2.1.5.1. Dans le monde

Le thym est originaire des pays méditerranéens, des pays balkaniques et du
Caucase. Assez nomade, il est subspontané dans des régions subtropicales, chaudes ou
tempérées, et plus spécialement en Europe (plus de 350 espéces) et en Amérique du
nord. C’est un genre trés répandu dans le nordouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie
et Libye), il pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest
en passant par la peninsule du Sinai en Egypte.On peut le trouver également en Sibérie
et méme en Himalaya. Selon une étude menée par (Nickavar et a.l, 2005), environ 110
especes différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen
(Benayache, 2013) .
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Figure 04 : Distribution géographique du Thym dans le monde

2.1.5.2. En Algérie

A cause de la superficie et la diversité bioclimatique, L’ Algérie est connue par
sa richesse en plantes médicinales. Le genre Thymus comprend plusieurs especes
botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux
zones arides (Hammaz et Nafa, 2017). Pour la région algérienne, Quezel et Santa
1963 décrivent 12 especes de Thymus dont huit sont endéemiques (Dob et al., 2006).
Par ailleurs, le thym est une plante répandue en Algérie, leur différentes espéces sont
réparties le long du territoire national, du Nord Algérois a 1’Atlas saharien, et du

Constantinois a 1’Oranais (Kabouche, 2005).
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Figure 05 : Carte de la répartition de Thymus vulgaris dans différents régions
en Algérie (Abdelli, 2017)

2.1.6. Composition chimique

En effet, les parties aériennes de Thymus vulgaris sont riches en plusieurs
constituants. La teneur de ces composés varie en fonction de plusieurs facteurs, comme
les conditions géographiques, climatiques, de stockage, de séchage et aussiles méthodes
d'extraction et de détection utilisées (Yakhlef, 2010).Elle est représentée par sept
chémotypes différents, définis en fonction du constituant principal de son HE.
(Kaloustian et Hadji, 2013). CHE de cette plante composéede phénols: thymol et
carvacrol qui sont les majeurs constituants.

Elle contient aussi des alcools tels que linalool et a-terpineol, des monoterpenes
hydrocarbonés tels que p-cymeéne et y- terpinene, et d'autres composants minoritaires
qui présentés dans le tableau (Abdelli, 2017).

LCHE de Thymus vulgaris était caractérisé par sa teneur élevée du thymol
(Guillén et Manzanos, 1998; Balladin et Hendley, 1999; Hudaib et al.,
2002 ;Bouhdid et al., 2006).

11
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Tableau 2 .Composition chimique de 'huile essentielle de 7. vulgaris (Abdelli, 2017)

Espece famille composition

Phynols Thymol(30-70%)

80-20% Carvacrol (3 - 15%)

Alcools Linalool (4 - 6.5%)

a-terpinéol (7.8 — 8.9%)

Thymus p-cymeéne (15— 20%)

Vulgaris y-terpinéne (5 - 10%)

Monoterpénes Bornéole, camphre, limonene,
Hydrocarbonés myrcéne, -pinéne,
trans sabinéne hydrate,

terpinéne-4-ol

(0.5 l.SOn)

Sesquiterpénes B-caryophylléne

Hydrocarbonés (1-13%)

Figure 06 : Composition chimique de 'HE de Thymus vulgaris (Abdelli,
2017).

2.1.7. Propriétés de Thymus

Le thym est un antiseptique qui possede de nombreuses qualités et propriétés
(Pataud, 2004) :

> Il est tonique, stimulant, digestif, antiseptique et
antispasmodique entre autres.

> C’est un allié qui permet de lutter contre le froid avec ses vertus
désinfectantes pour les voies respiratoires.

> Il permet également de soulager les ballonnements et les
Digestion difficiles.

> Il est riche en antioxydants, en vitamines, en calcium et en

manganese.

2.1.8. Utilisations de Thymus vulgaris
2.1.8.1. Usage en cuisine

12
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I donne une touche méditerranéenne a tous les plats, que ce soit la tomate,
le fromage de chevre, laterrine et les pates. Dans une marinade, il parfume les légumes,
les volailleset lespoissons (Tisserand et al., 2014) .11 fréquente avec plaisir I’ail, I’olive
et les sauces au vin et entre dans la composition des farces. Le thym aromatise

¢également I’huile ou le vinaigre, préalablement chauffés.

2.1.8.2. Usage en médecine

*Infections ORL : bronchite, toux, sinusite, angine...

*Infections urinaires : cystite, urétrite....

*Hivernales respiratoires et ORL : grippe, otite, bronchite, sinusite, pharyngite,
rhinopharyngite, angine virale et bactérienne, grippe, maux de gorge...

*Infections intestinales : diarrhées, amibiases, dysenterie...

*Infections gynécologiques et urinaires : cystites, ureétrite. ..

*Infections dermatologiques plutdt résistantes ou récidivantes : furoncles,
mycoses, parasitoses cutanées...

*Infections buccales : gingivites, parodontites, stomatites...

*Fatigue genérale, asthénie post infectieuse, faiblesse immunitaire...

*Douleurs musculaires ou articulaires (par voie cutanee et toujours diluée dans
une huile végétale a maximum 5%) : sciatique, arthrose, lumbago, rhumatismes...
(Faucon, 2017).

2.1.9. L’activité antibactérienne de Thymus vulgaris

Le phénol est considéré comme le composant principal Responsables de
I'effet antimicrobien de Thymus vulgaris, qui a un large spectre inhibiteur contre des
bactéries Gram négatif et Gram positif ; ces bactéries ont montré une grande sensibilite.
L’utilisation de ces composants permettrait de mieux protéger I’homme contre les
bactéries responsables de gastroentéritestel que  Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus
(Chevalier et al. , 2008 ; Farah , 2010).
L’HE de Cette plante a un effet néfaste sur 1’intégrité ainsi que sur les
fonctions membranaires des micro-organismes (Voinier et al.,2008).
Des travaux ont montré que le carvacrol provoque un effet inhibiteur chez

Bacillus cereus. Celui-ci est di a une forte diminution de I’ATP intracellulaire, une

13
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réduction du potentiel membranaire et du PH intracellulaire et aussi a une influence sur
le flux de potassium (intra- et extracellulaire) (Smid et al., 1999) ;(Bisignano et al.,
(2002).

2.2. Plante Ruta graveolens

2.2.1. Définition
Ruta graveolens C’est une plante vivace d’origine méditerranéenne. Ils sont

associés a I’habitat d’eau douce. Il est utilisé depuis longtemps en thérapie, en cuisine
comme épice (Pline, 1999 ; Mioulane, 2004) déclare qu’il s’agit d’un sous-arbrisseau
tres ramifié appartient a la famille des Rutaceae. Elle est cultivée pour ses feuilles
utilisées pour leurs qualités aromatiques et médicinales. Ruta graveolens ; graveolens
vient du latin « gravis » signifiant fort et du verbe « olere » c’est-a-dire sentir, donc

odeur forte et désagréable (Doerper, 2008).

* Le nom le plus connue en Algérie fidjlet el djbel ou Fidjela

* Nom commun : rue-officinale, rue fétide, et aussi rue des jardins

(Le moine, 2001). Cette espéce est appelée aussi Fidjen (Abdulbasset et al.,
2008).

14
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Figure 07 : La plante de Ruta graveolens (Abdi, et Tirouche, 2022)

2.2.2. Classification

Selon Bonnier (1999) et Wiart (2006), Ruta graveolens est classé comme suit :

o Reégne : Plantae

o Sous régne : Tracheobionta

o Super division : Spermatophyta
o Division : Magnoliophyta

o Classe : Magnoliopsida

o Sous classe : Rosidae

o Ordre: Sapindales

o Famille: Rutaceae

o Sous-famille : Rutoidées
. Genre: Ruta

o Espéce: Ruta graveolens L

2.2.3. Description morphologique

Ruta graveolens est un petit sous-arbrisseau a feuilles persistantes ou une
plante vivace semi-ligneuse, de 0,6 a 0,9 m de haut et presque aussi large (Asgarpanah,
2012). 1l se caracterise par une odeur forte, piquante et pénétrante de I'huile contenue
dans les sacs de schizolysogenes a la surface des feuilles.

o Feuilles: Vert foncé (Doerper, 2008), de 7,6 a 12,7 cm de long,

pennées divisees en sections oblongues ou spatulées (Asgarpanah, 2012).

o) Fleurs: Petites, de couleur jaune (Malik et al., 2017). Ses fleurs
ont un nombre égal de sépales et de pétales, allant de 4 a 5 et 8 a 10 étamines.

La floraison s'étend de mai a aodt.

o) Fruit:sec, dur, rond, & 4 ou 5 lobés, dessus gris-brun, rugueux.

Libére de petites graines noires a maturite.

o Graines: ovales, arrondies sur la partie inférieure, aplaties sur le
devant (Parray et al., 2012).
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2.2.4. Repartition géographique

La rue est une espece méditerranéenne relativement commune dans le nord
de I'Algérie, le nord-est de I'Afrique, le sud de I'Europe et le sud-ouest de I'Asie (Baba
aissa, 1999). Cette plante se trouve souvent dans les endroits arides, secs et ensoleillés,
les pentes rocheuses et les prairies seches des provinces du sud. 1l est également cultivé
dans les jardins et bien exposé au soleil (Mioulane, 2004).

2.2.5. Composition chimique

Ruta graveolens est ’une des plantes aromatiques et médicinales qui
possedent des propriétés biologiques tres intéressantes qui trouvent des applications
dans divers domaines. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs.
Nous rapportons ici la composition en HEs de Ruta graveolens qui a été isolée par
hydrodistillation a partir des parties aériennes de la plante et voici un tableau
représentatif des ses composants (Sao Luis, Maranhdao, Brazil, Jul, 2015).

Tableau 01 : Composition chimique de 'HEs de Ruta graveolens (S&o Luis,
Maranhao, Brazil., Jul 2015).

Composants Surface( zone) de pic%
Hydrocarbures monoterpéniques 0.61
Monoterpénes oxygénés 1.49
Hydrocarbures sesquiterpéniques 5.22
Sesquiterpénes oxygénés 0.2
Composés azotes 0.21
Aldéhydes 37.12
Cetones 43.02
Alcools 0.9

2.2.6. Domaines d’application

La plante Ruta graveolens a de nombreuses Domaines d’application:
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2.2.6.1. Domaines médicales

La plante de Ruta graveolens présente un grand intérét dans le monde entier
pour ses propriétés, est connue dans la médecine populaire depuis I'Antiquité. Elle est
actuellement utilisée dans le traitement de diverses affections telles que la douleur, les
rhumatismes, les problémes oculaires et la dermatite (Hussain et Natha, 2020).

Elle a connu pour sa haute valeur pharmaceutique telle que I'activité
antioxydante, anti-inflammatoire, cytotoxique, antitumoral, antiarythmique, anti-

androgene, contraception et Fertilité (Sharifi et al., 2019).

L Usage médicinal en médecine traditionnelle
> Le médicament est utilisé localement avec du miel, ce qui a un

bon effet sur le traitement de la paralysie, Tremblements, arthralgies et troubles
nerveux (Parray et al., 2012).

> La décoction de Ruta graveolens utilisée en lavement soulage les
colites, flatulences et colites flatulentes (Parray et al., 2012).

> L'infusion de feuilles de rue était utilisée comme gouttes nasales

pour traiter la poliomyélite (Parray et al., 2012).

2.2.6.2. Domaine vétérinaire

Ruta graveolens, a éeté utilisée dans de nombreux remedes vétérinaires,
notamment pour aider les vaches, les chévres et les moutons a mettre bas et a prévenir
les ballonnements, et dans d'autres utilisations empiriques comprennent le traitement
de la fievre bovine persistante, des parasites intestinaux, des sécrétions nasales de novo,
des ectoparasites et de la prophylaxie antirabique.ll est également inclus dans la
composition de médicament antirhumatismal et de poudre de calcique (Ait, 2006).

Elle contient aussi une activité antiparasitaire contre Leishmania amazonensis,
etplusieurs métabolites biologiquement actifs, tels qu'Alcaloides et coumarines (Lara
et al., 2019).

2.2.6.3. Domaines alimentaire

En cuisine, Ruta graveolens est utilisée pour son arébme piquant

caractéristique et le go(t amer de ses parties aériennes, principalement pour aromatiser
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certaines viandes et produits et pour préparer la boisson alcoolisée traditionnelle
(grappa alla ruta) populaire dans le nord de I'ltalie et en Croatie (Mancuso et al., 2015).

2.2.7. L’activité antibactérienne de Ruta graveolens

Ruta graveolens possédent une bonne activité antimicrobienne contre les
bactéries Gram position, les bactéries Gram négative et contre la levure (Bayoud et al.,
2007).

Certains chercheurs montrent que 1’activité antimicrobienne des huiles
essentielles est en raison de la présence des alcools a longues chaines et des composés
phénols qui inhibent la croissance bactérienne (Skocibusic et al., 2006 ; Sharififar et
al., 2007).

2.2.8. L'effet Toxicique

Ruta a provoqué des vésicules étendues et des cedémes localisés des membres
supérieurs, équivalents a des bralures superficielles au second degre, ont nécessité une
consultation dermatologique. M.M., le jardinier, s'est fait arnaquer dans un cadre
professionnel dans une rue fétide. Le lendemain, des lésions bulleuses érythémateuses
similaires se sont développées sur I'avant-bras et le genou. Les deux patients ont recu
un traitement symptomatique avec des corticostéroides oraux et topiques. Tant que la

cicatrisation persiste, I'évolution la favorise (Diep et al., 2014).
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Chapitre 11 Les huiles essentielles

1. Définition

Une huile essentielle est un « produit odorant, généralement de composition
complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale botaniquement définie, soit
par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L’HE est le plus souvent séparée de la phase
aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition » (Benoi, 2015).

Le terme "huile" s'explique par sa propriété de dissoudre les composés Dans
les graisses et leur hydrophobicité. Le terme "essentielle™ fait référence a Le parfum,
I'odeur plus ou moins forte que dégagent les plantes, et le fait qu'elles soient
Inflammables (Brunton, 2004).

2. Histoire des huiles essentielles

L’utilisation des HES remontent aux civilisations chinoises et égyptiennes,
ces derniers les considerent parmi les formes les plus anciennes de la médecine et de
la cosmétique (Peterson et al., 2006). Les égyptiens ont fait des pommades
miraculeuses a partir de I’extraction de I’ HE des plantes aromatiques. On a également
célébré la reine Cléopatre qui utilisait I’HE de roses pour aveugler Marco Antonio avec

sa beauté.

Le médecin grec Hippocrate, recommandait plusieurs fois les massages avec

des HEs et il faisait référence a un grand nombre de plantes médicinales dans ses écrits.

Les Romains et plus tard les Arabes ont amélioré les connaissances acquises
avec les civilisations qui les ont précédées. Le fameux alchimiste Avicenne a contribué
dans la civilisation arabe a cette amélioration vu qu’il a été le pionnier de la méthode
de la distillation de plantes médicinales avec un alambic. Méme si d’autres méthodes
trés sophistiquées sont apparues, celle-ci est la plus utilisée et conseillée (Kaloustian
et Hadiji, 2012).

La connaissance des pouvoirs curatifs des plantes a commencé a se perdre

de nombreux siecles aprés. Cependant, cette croyance s’est maintenue dans les
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monasteres entre les moines qui préparaient des solutions antibactériennes entre autres
dans le but de combattre les pestes qui faisaient de nombreuses victimes a 1’époque.
Une peste noire est apparue dans toute I’Europe pendant le XIVéme siécle (Dupont et
Guinard, 2007). Des herbes aromatiques étaient brilées dans les rues et dans les églises
afin de désinfecter 1’air et de masquer la terrible odeur des cadavres qui émanait de tous

les cotés.

3. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

o Les HEs sont volatiles et peuvent étre formées a la vapeur d'eau.

o A basse température, certaines vont cristalliser, comme les Hes
Fenouil, menthe ou thym saturé], (Pierron et al., 2014)

o Ils sont généralement incolores ou jaunatres.

o Ils sont peu solubles dans 1’eau, ils sont solubles dans Alcool a
haute puissance, soluble dans les huiles fixes et la plupart des solvants
organiques non polaires.

o Leur densite est genéralement de 1, sauf (HEs de sassafras, clou
de girofle ou cannelle).

o Leur indice de réfraction est généralement éleve et ils ont la
capacité de tourner (Sahraoui , 2014).

o Tres volatil, sensible a I'oxydation et enclin a la polymérisation,
ce qui entraine Les produits en résine sont formés et doivent ensuite étre stockes

a l'abri de la lumiére Humidité (Zabeirou, 2005).

4. Localisation

Les huiles essentielles sont produites dans le protoplasme cellulaire des
plantes aromatiques et représentent les produits du métabolisme secondaire. La
synthése et I’accumulation de ces métabolites dans les organes se fait grace a la
présence de structures histologiques : cellules sécrétrices. Elles sont rarement isolées,
mais le plus souvent regroupées dans des poches (Myrtaceae, Rutaceae) dans des
canaux sécréteurs (Apiaceae, Composeae) ou dans des poils sécréteurs(Lamiacae). Ces
cellules sont le plus souvent a la périphérie des organes extérieurs de la plante

(Pharmacopée Européenne., 2007).
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La partie de la plante utilisée pour obtenir I’HE doit étre précisée, soit pour des
questions de rendement, soit parce que la composition chimique de la partie considérée
conduira a une application spécifique trés intéressante ( c’est le cas d’oranger amer
(Citrus aurantium, Rutaceae): 1’épicarpe frais du fruit fournit I’essence de Curacao
utilisée pour confectionner des cocktails, les fleurs fournissent 1’huile de Néroli (eau de
fleur d’oranger amer), les feuilles et les petits rameaux fournissent 1’essence de petit
grain de bigaradier).

Sur le plan quantitatif, les teneurs en HEs des plantes pouvant les contenir sont
tres faible, souvent inférieur 21%. Des teneurs fortes comme celle du bouton florale du

giroflier (15 %) sont rares et exceptionnelles.

5. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges variables et complexesde différents
composés chimiques (Bruneton, 1999).Elles varient en fonction de différents facteurs,
incluant le stade de développement des plantes, les organes prélevés, la période et la
zone géographique de récolte, et le mode d’extraction(Toure, 2015).Les HEs sont
constituées principalement de trois catégories :descomposes terpéniques (mono et
sesquiterpénes) ,des composés aromatiques,et des composée d’origines divers (Kurkin,
2003).

5.1. Les Composés terpéniques

Les HEs sont constituées d'un certains nombres de composés terpéniques,
géneralement les plus volatiles dont la masse moléculaire n'est pas élevée. Ces
constituants proviennent de I'isoprene répondant a la formule générale (CSH8) n, ils
sont également nommes isoprenoides ou terpenoides (Baser et Buchbauer, 2010). On
distingue selon le nombre de carbone : les monoterpenes (C 10) et les sesquiterpenes
(C15) (Bruneton,1999).Et moins fréquemment les diterpenes (C20), les triterpenes
(C30) et les tétraterpenes (C40).

5.1.1. Monoterpénes
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Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpénes don’t la
majorité est rencontrée dans les HEs (90%). Ils comportent deux unités isoprene
(CSH8), selon le mode de couplage «téte-queue» (Padua, 1999).lls peuvent étre
acycliques (Myrcene, Ocimene), monocyclique (p-Cymeéne, (Terpinene) ou bicyclique
(Camphéne, Sabinene, Pinénes, 3- Caréne) (Bruneton, 1995).

5.1.2. Sesquiterpénes

Les Sesquiterpenes sont des dérivés d'hydrocarbures en C15H22 (constitués
de trois éléments Isopréniques). Il s'agit de la classe la plus diversifiée des terpénes qui
se divisent en plusieurs catégories structurelles: acycliques, monocycliques,
bicycliques, tricycliques, polycycliques. lls se présentent sous forme d'hydrocarbures
ou d'hydrocarbures oxygénés tels que les alcools, les cetones, les aldéhydes, les acides
et les lactones dans la nature (Bruneton, 1987).

5.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont moins fréquents
dans les HEs que les terpenes. Mais il est considéré comme un groupe important car ils
sont généralement responsables des caracteres organoleptiques des HEs (Bencheikh,
2017).1ls'agit généralementdallyles, des propénylphenols et parfois daldéhydes
(Bruneton, 1993). Cette classe comporte des composés odorants bien connus tels que
la vanilline, I'eugenol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autre. Ils se distinguent entre eux

par :

- Nombre et position des groupements hydroxyles et méthoxy.

- Position de la double liaison de la chaine latérale, allylique ou propényligue.

-Degré d'oxydation des chaines aliphatiques (Ouis, 2015).

5.3. Les composée d’origines divers

En générale, ils sont de faibles poids moléculaire, entrainables lors de

I'nydrodistillation  (Hessas et Simoud, 2018).1l1 s'agit de composés issus de la
dégradation d'acides gras comme: le (37)-hexen-1-ol et dautres composes issus de la

dégradation des terpénes comme les ionones .De plus, d’autres Composés azotes et

soufrés peuvent étre trouvés mais sont rares (Bazizi , 2017).
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6. Meéthodes d’extraction des huiles essentielles
6.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est ’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des HEs (Kaloustian
et Hadji, 2012). Dans cette méthode d’extraction, le matériel végétal est soumis a
I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Les vapeurs saturées en
composés volatils sont condensées puis décantées dans 1’essencier, avant d’étre
séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique (HEs). L’absence de
contact direct entre 1’eau et la matiere végétale, puis entre I’eau et les molécules
aromatiques, évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a
la qualité de I’huile. De plus, le parfum de I’'HEs obtenue est plus délicat et la
distillation, réguliere et plus rapide, fait que les notes de téte sont riches en esters
(Raaman, 2006).

Les fractions dites « de téte », fragrances trés volatiles dues a des molécules
legéres, apparaissent en premier. Le plus souvent, une demi-heure permet de recueillir
95 % des molécules volatiles, ce qui suffit aux besoins de 1’industrie et de la parfumerie,
comme pour la lavande. L’emploi en aromathérapie impose de prolonger I’opération
aussi longtemps qu’il est nécessaire afin de récupérer la totalit¢ des composants

aromatiques volatils (Gavahian et al., 2018).

6.2. Extraction par Hydrodistillation

Elle consiste a immerger la matiére premiere dans un bain d’eau et
I’ensemble est porté a ébullition. Ce procédé présente des inconvénients dus
principalement a I’action de la vapeur d’eau ou de I’eau a 1’¢ébullition ; Certains organes
vegétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas les traitements
par entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation (HD) (Farhat, 2010).

Cependant, le contact direct de I’HES avec 1’eau occasionne des réactions
chimiques conduisant a des changements dans la composition finale de 1’extrait
(Raaman et al., 2006). Les conditions opératoires et la durée de distillation influencent
le rendement et la composition de I’HES.

La labilité des constituants des HEs explique que la composition du produit
obtenu par HD soit, le plus souvent, différente de celle du mélange initialement présent

dans les organes sécréteurs du végétal (Lucchesi et al., 2005).
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L’hydrodistillation posséde des limites. Le chauffage prolongé engendre une
détérioration de certains végétaux et la dégradation de certaines molécules aromatiques.
L’eau, I’acidité et la température peuvent induire I’hydrolyse des esters mais aussi des

réarrangements, des isomérisations, des racémisations et/ou des oxydations.

6.3. Expression a froid

La technique est réservée a 1’extraction des essences volatiles contenues dans
les péricarpes d’agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle
consiste a rompre ou dilacérer les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe
situé juste sous I’écorce du fruit, 1’épicarpe, pour en recueillir le contenu qui n’a subi
aucune modification.

Les essences de Citrus ont longtemps été extraites manuellement, la
mécanisation et 1’industrialisation de la technique d’expression a froid ne s’étant
effectuées qu’au début du Xxe siecle, afin de diminuer les colits de production et
d’améliorer les rendements pour faire face a 1’augmentation de la demande. Les
systéemes réecents, comme la « Food Machinery Corporation-in-line » (FMC),
permettent d’extraire le jus de fruit et ’essence de maniére quasi-simultanée sans
contact des deux. C’est pourquoi 1’expression a froid est la méthode de choix pour
extraire ces essences, d’autant que la distillation n’est plus une technique trés
appropriée. En effet, la distillation produit des huiles aromatiques de moindre qualité
principalement due a une présence importante d’aldéhydes, composés sensibles a

I’oxydation et a la chaleur (Belsito et al., (2016).

6.4 Extraction par solvant organique

Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont ’hexane, cyclohexane
et I’¢éthanol. Le solvant choisi, doit posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la
lumiére ou I’oxygene. Sa température d’ébullition sera de préférence basse, et il ne
devra pas réagir chimiquement avec ’extrait.

L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet. Ces solvants ont un
pouvoir d’extraction plus élevé que I’eau, si bien que les extraits ne contiennent pas
uniquement des composeés volatils, mais également bon nombre de composés non
volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d’autres substances

(Hubert, 1992 ; Hernandez, 2005).
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La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans
un extracteur, un solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages
successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques.

Cependant, les rendements sont généralement plus importants par rapport a
la distillation et cette technique évite 1’action hydrolysante de la vapeur d’eau

(Lucchesi, 2005).

6.5. Extraction assistée par micro-ondes

L’avantage de ce procédé est de réduire considérablement la durée de
distillation et incrémenter le rendement. . Elle présente beaucoup d’avantages :
technologie verte, économie d’énergie et de temps, investissement initial réduit et
dégradations thermiques et hydrolytiques minimisées (Lucchesi et al., 2004 ; Chemat
et al., 2013 ; Olivero et al., 2010).

L’emploi des micro-ondes constitue, par ailleurs, une méthode d’extraction
a part entiére en plein développement. A titre d’exemple, La SFME (Solvent Free
Microwave Exatrction) est une combinaison originale des techniques de chauffage par
micro-ondes et de distillation séche. Elle consiste a placer le matériel végétal dans un
réacteur au sein d’un four micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant. L’HE libérée est
¢vaporée avec I’cau de la plante [Wang, Z., et al, (2006)]. Comparée a
I’hydrodistillation traditionnelle, la SFME se caractérise par une diminution de la
consommation énergétique et des rejets en CO2 et aussi par un temps d’extraction (9
fois plus rapide). Les HE issues de ce procédé sont composées d’un taux plus important
en composés oxygeénes, alors que les monoterpénes sont présents en moindre quantité
[Ferhat, M. A., et al,(2006) ;(Golmakani, M. T., et al,. (2008)].

6.6 Extraction par fluide a I’état supercritique

L’originalité cette technique dite SFE, provient de I’utilisation de solvants
dans leur état supercritique, c’est-a-dire dans des conditions de températures et de
pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases liquide et
gazeuse et présente des propriétés physico-chimiques différentes. En pratique, de
nombreux solvants sont employés, 90% des SFE sont réalisées avec le dioxyde de

carbone (CO2), pour sa facilité d’obtention, et aussi car il est relativement non toxique,
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disponible a haute pureté et a faible prix, et il posséde 1’avantage d’étre éliminé
aisément de I’extrait [Leszczynska, D. (2007)].

La SFE est une technique dite « verte » utilisant pas ou peu de solvant
organique et présentant ’avantage d’étre bien plus rapide que les méthodes
traditionnelles. Les compositions chimiques des HEs ainsi obtenues peuvent présenter
des différences, qualitatives et quantitatives, avec celles issues de 1’hydrodistillation

[Gomes, P. B.et al. (2007), /Peterson, et al, (2006), Pereira, C. et al (2010)].

7. L’utilisation des huiles essentielles

» En parfumerie et en cosmétique: Les HEs sont utilisées
comme des agents conservateurs, en raison de leurs propriétés
antimicrobiennes et antiseptiques, Prolonger la duree de conservation des
produits (Bekkali, 2007).

Dans le domaine des produits cosmétiques et d'hygiéne, on note la présence
d'HEs dans des préparations dermopharmacologiques, les rouges a lévres, les
shampooings, les dentifrices, les HEs de lavande, de citron, de citronnelle (Bouamer
et al, 2004 ; Bouanane et Boussehel, 2005).

» Dans le domaine agroalimentaire: Les HEs possédent des
activités  antioxydants et antimicrobiennes sur  plusieursBactéries
responsables de 1’altération des aliments donc ces huiles pourraient réagir
comme des agents de conservation desAliments (Burt, 2004 ; Tiwariet et al.,
2009).

Les HEs ont également des propriétés fongicides. Elles sont utilisées en
tantque pesticides car elles ne sont pas toxiques pour les plantes et sont facilement
dégradables et sont trés efficace contre les moisissures responsables des denrées

alimentaires lors de leurs stockages (Fillatre, 2011).

»  Dans le domaine médical:En traitement des infections, Les HES
sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques. Ce qui les rend

parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, ou prévenir les infections .Par
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exemple, sont utilisé dans le traitement des affections bactériennes et
fongiques de la cavitébuccale (Fillatre, 2011 ; Gherib, 2009).

8. Mode d’action

Certains chercheurs estiment que la puissance de I'action des Hes varie en
fonction de leurs composants majeurs et que le mode d'action est principalement lié au
profil chimique des constituants de chaque HEs, qui est largement diversifié (Djaalali
et Bayoud, 2020) .Mais d’'une maniére générale, l'action d'huile essentielle se déroulent
en trois phases (Labiod, 2016):

v Attaque de la paroi cellulaire, provoquant une augmentation de
la perméabilité, suivie de la perte des constituants cellulaires.

4 Acidification de I'intérieur de la cellule, bloquant la production
de I'énergie cellulaire et la synthése des composants structurels.

4 Destruction du matériel génétique, qui conduisant la mort de la

bactérie.
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Figure 08: site d’action des HES sur les cellules bactériennes
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9. Toxicité

Les HEs contiennent des milliers de constituants qui peuvent étre trés
efficaces, mais aussi trés dangereuses (Bouanane et Boussehel, 2005).

Certaines HEs sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau par
exemple I'effet irritant qui provient des HESs riches en thymol ou en carvacrole, I'effet
allergéne provenant des HEs riches en cinnamaldehyde (Smith et al., 2000) ou l'effet
phototoxique Résultant des huiles de citrus contenant des furocoumarines (Naganuma
et al., 1985).

D'autres HEs ont un effet neurotoxique. Les cétones comme I'a-thujone sont
particulierement toxiques pour les tissus nerveux (Franchomme et al., 1990). Il existe
aussi quelques HEs don’t certains composés sont capables d'induire la formation de

cancers [Homburger et al., 1968].

10. Conservation

v' Les HEs doivent étre conservées dans un flacon en verre, qui doit
toujours étre de couleur sombre car les HEs peuvent étre altérées par les rayons
ultraviolets du soleil (Raaman, 2006).

v" On choisira de préférence de petites bouteilles d’une contenance de 10
ml, ce qui évite d’avoir des « fonds de flacons » qui trainent trop longtemps et se
périment avant d’avoir été utilisés.

v' Pratique et pour plus de sécurité, choisissez des flacons munis de
bouchons inviolables équipés d’un systéme de sécurité enfant.(Masango, 2005).

v' Les HEs doivent étre rangées a I’abri de la lumiére et de la chaleur
(idéalement, entre 5 et 30°).

v' L’idéal est de les laisser dans leur emballage (avec la notice) afin
d’éviter les erreurs, de les conserver bien rebouchées (elles sont oxydables et volatiles)
et debout (pour éviter que les huiles ne « rongent » le bec compte-gouttes et le
bouchon, qui sont en plastique) (Farhat, 2010).

v" Il doit constamment étre bien scellé par un bouchon étanche afin d’éviter

I’évaporation et tout type de dégradations.
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Matériels et méthodes

1. Cadre et objectif de I’étude

La partie expérimentale a été réalisee au niveau du laboratoire de
microbiologiede département de Biologie appliquée de la faculté des sciences exacte et
science de la nature et de la vie, de I'Université Laarbi Thessi de Tébessa pendant quatre
mois (février —mai 2023).

L’objectif de notre travail est d’évaluer le potentiel antimicrobien de deux
plantes médicinales largements utilisées en médecine traditionnelle. Pour répondre a

cet objectif, I’étude a porté sur les étapes suivantes :

> Déterminer le rendement d'extraction par hydrodistillation de Thymus
vulgaris et Ruta graveolens.

> Déterminer le rendement d'extraction par solvant butanolique,
méthanolique, ethanoliquede Thymus vulgaris et Ruta graveolens.

> Etude de l'activité antimicrobienne de huile essentielle de Thymus
vulgaris et Ruta graviolens sur des souches bactériennes par diffusion sur milieu solide
(Aromatogramme).

> Etude de I'activité antimicrobienne d’extrait méthnolique, éthanolique,
betanolique de Thymus vulgaris et Ruta graveolens sur des souches bactériennes par
diffusion sur milieu solide (Aromatogramme).

> Etude de l'activité antibactérienne d’extrait éthanolique sur des souches
bactériennes par diffusion sur milieu solide (Aromatogramme).

> Détermination de la concentration minimale inhibitrice et bactericide

d’extrait bioactif vis-a-vis des bactéries testées.

2. Enquéte ethnobotanique

La méthode d’approche est une enquéte ethnobotanique réalisée
dans la région de Tebessa, qui a été choisie pour leur diversité écologique et
climatique qui offrent a la population locale une connaissance assez riche en
phytothérapie traditionnelle, et du fait que les guérisseurs traditionnels sont
réputés pour avoir une bonne connaissance sur I’utilisation des plantes
médicinales.

Une fiche technique de I’enquete est représentée en annexe 02.
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3. Matériel et produit de laboratoire
Le matériel, les produits ainsi que les milieux de culture utilisés dans la
présente étude sont cités au fur et a mesure de leur utilisation.
3.1. Matériel végétal
Les plantes médicinales utilisées dans notre étude ont été achetés a partir d'un
herboriste (Epices de Kairouan) de la région de Tebessa sous forme séchées. Il s'agit de

trois plantes: Thymus vulgaris (Thym), Ruta graveolens (rue). (On a utilisé Les parties
aériennes).

3.2. Les souches testées

L’ensemble des souches téstées est représenté dans le Tableau02
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Tableau 01: Souches bactériennes et fongiques téstées

Souche Reférence Code Gram

utilisé
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Pseudo.a Gram -
Enterobacter SP Isolat Clinique ENO5 Gram-
Bacillus cereus Isolat Clinique PCM Gram+
Bacillus subtilis ATCC ATCC B.sub Gram+
Klebsiella pneumoniae kpnc Isolat Clinique Kpnc Gram-
Escherichia coli Isolat Clinique E.coli Gram-
Escherichia coli ENO9 Isolat Clinique ENO09 Gram-
Proteus Vulgaris Isolat Clinique P.v Gram-
Staphylococcus aureus KHO7 Isolat clinique KHO07 Gram+
Staphylococcus aureus S.KH Isolat clinique S.kH Gram+
Staphylococcus aureus KH10 Isolat clinique KH10 Gram+
Staphylococcus aureus KH16 Isolat clinique KH16 Gram+
Staphylococcus aureus KH06 Isolat clinique KHO06 Gram+
Staphylococcus aureus SAR1SA ATCC 25923 ATCC 25923 SARI1sa Gram+
Staphylococcus aureus 149 Isolat clinique 149 Gram+
Staphylococcus aureus 155 Isolat clinique 155 Gram+
Staphylococcus aureus 156 isolat clinique 156 Gram+
Candida sp Y1 Isolat clinique Y1l Levure
Candida sp Y8 Isolat clinique Y8 Levure
Candida sp Y11 Isolat cliniqu Y11 Levure
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4. Méthode
4.1. Extractionpar hydrodistillation
4.1.1 Principe d’hydrodistillateur

C’est la méthode la plus simple. Le principe de 1’hydrodistillation correspond
a une distillation hétérogéne qui met en jeu 1’application de deux lois physiques (loi de
Dalton et loi de Raoult) (Pavida et al., 1976). Le procédé consiste a immerger la
matiere premicre végétale dans un ballon rempli d’eau placé sur une source de chaleur.
Le tout est ensuite porté a 1’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules
végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Les vapeurs
sont condensées dans un réfrigérant et les HES se séparent de I’eau par différence de
densité. Au laboratoire, généralement, le systéme utilisé pour 1’extraction des HES est
le Clevenger (Lucchesi, 2005).

Figure 9 : dispositif d’extraction des HES de type Clevenger
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Figure 10: les constituants de Clevenger (Mahtab, 2016)
4.1.2 Mode opératoire

Pour I’obtention des HES de Thymus vulgaris et Ruta graveolons on a utilisé
les parties aériennes et a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger.
Avant I’utilisation, I’appareil doit étre rincé avec I’acétone et 1’eau distillée pour
éviter tous types de contamination.
Dans le ballon, on a introduit 100g de la plante avec 1L d’eau distillée. Elle a
été menee 3 heures a partir du début d’ébullition. Aprés extraction, le volume d’huile

essentiel obtenu a été mesuré et récupéré.
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4.1.3 Conservation
Aprées I’obtention de I’huile essentiel, il doit étre conservé dans des flacons en

verre (Figure 12) avec étiquetage, et enveloppé avec le papier aluminium a une

température de 4 a 6°C pour le protéger de 1’air a de la lumiere et de tout les facteurs

externes qui influencent la qualité d’huile.

Figure 11: Récupération d’huile essentielle obtenue (photo personnelle)

4.1.4 Rendement

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport de
la masse de I’huile essentielles (MHE) et la masse du matériel végétal utilisé pendant
I’extraction (Benbouali, 2006). Il est calculé selon la formule suivante (Bertella,
2019).

RHE (%)= (MHE/MPS) X100

*RHE : Rendement en Huile Essentielle (%).
*MHE : Masse de 1’Huile Essentielle obtenue (g).
*MPS : Masse de la Plante Seche traitée (g).

4.2 Extraction par solvant
4.2.1 Préparation desmacérats
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Dans un erlenmeyer nous avons procédé a macérer les matériels végétaux séparément
(Thymus et Ruta) dans trois solvants différents: Méthanol, Ethanol et Butanol (Figure
13).

Les mélanges sont laissé pandant 48 heures avec une agitation manuellement au cours

de la premiére heure a température ambiante.

Apreés filtration sur papier Wattman oucoton.
Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 400ml de solvant).
Les filtrantssont évaporees a 1’évaporateur rotatif. (Figure 14).

g a0

Figure 12 : Maceration de matériel végétale (photo personnelle)
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-Le poids de la matiére végétale, les volumes et les températures de chacun des solvants
est indiqué dans le Tableau 03

Tableau 03 : Les différentes portions de la matiére végétale

Température
Plante Thymus vulgaris Ruta graviolens d’évaporation
Poids de plante (g) 509 509
Ethanol 400ml 400ml 60°C
Méthanol 400ml 400ml 45°C
Butanol 400ml 400ml 45°C

4.2.2 Principe de Rotavapor

Un évaporateur rotatif ou Rotavapor est un appareil de laboratoire utilisé généralement
en chimie organique pour évaporer rapidement des solvants aprés avoir été utilisés dans
une extraction ou dans un milieu réactionnel. Le plus souvent, I'évaporation du solvant
est meneée sous pression réduite que I'on obtient au moyen d'une trompe a eau ou d'une

pompe a vide. Il est composé de plusieurs parties:

e Un réfrigerant en spirale, équipé d'une prise de vide et d'un robinet pour casser
le vide, un ballon de recette pour le distillat, situé dans la partie basse du
réfrigérant.

e Un moteur, qui assure la rotation du ballon évaporateur (en forme de poire), par
I'intermédiaire d'un tube rotatif d'admission des vapeurs. Le ballon évaporateur
contient la solution don’t on doit chasser le/les solvant(s).

e Un bain marie, chargé de chauffer le ballon évaporateur (Derabla, 2016)
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Figure 13 : Dispositif d’extraction des extraits par solvant de type évaporateur rotatif
(Photo personnelle)

Figure 14: Récupération d’extrait alcoolique obtenue (photo personnelle)
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4.2.3 Mode opératoire

Le mode d'emploi de cet appareil est le suivant:

- Placer le macérat a évaporer dans le ballon d'évaporation.

- Mettre ensuite le ballon d'évaporation sous rotation.

- Ouuvrir le robinet d'eau froide relier au réfrigérant.

- Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de
fermeture) et faire le vide a I'intérieur de I'appareillage a I'aide d'une trompe a
cau.

- Sil'évaporation n'est pas assez rapide, plonger le ballon d'évaporation
contenant le maceérat a évaporer dans le bain marie d'eau chaude.

- Proceéder a I'évaporation jusqu'a disparition complete du solvant.

- Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a
I'intérieur du dispositif.

- Couper l'eau du réefrigérant et de la trompe a cau.

- Enfin, recupérer I'extrait dans un récipient en verre et placez-le dans I'étuve de
40°C. (Rihane et Benlahreche, 2013).

4.2.4. Conservation
Afin d'éviter I'évaporation rapide des extraits et leur exposition a l'air et a la lumieére,

il est recommandé de les conserver dans des flacons opaques et hermétiqguement fermés

au refrigérateur a une température de 4 °C jusqu'a la réalisation des tests antibactériens.

4.2 5. Rendement d'extraction

Les rendements d'extraction ont étés déterminés par rapport a la quantité de matiere

vegétale utilisé selon la formule (Habtémariam, 2003):

R (%)= (Ms/Mv) X100

R (%): Rendement exprimé en %.
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Ms: Masse de I'extrait sec résultant en gramme.
Mv: Masse du matériel végétal a traiter en gramme.

4.3 Activitée antimicrobienne
4.3.1. Préparation de la culture

Tout d’ abord, et pour 1'étude de lactivité Anti mictobienne, on a réalisé des cultures
pures et jeunes (de 18 a 24 heures). Ces souches ont été réactivées par ensemencement
(la méthode d’épuisement pour minimiser la charge bactérienne). Ces bactéries ont éte

cultivées sur des milieux séléctifs, puis sont incubées a 37° C pendant 24 heures.
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Figure 15: les Différentes cultures fraiches utilisées (photo personnelle)
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4.3.2. Méthode de diffiusion sur disque (aromatogramme)
4.3.2.1. Principe

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme. Elle a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix
des produits a tester et de s’appliquer a un grand nombre des espéces bactériennes
(Mehani, 2015). Cette méthode consiste a mettre en évidence une éventuelle activité
antibactérienne des extraits bioactifs.

4.3.2.2 Test d"activité antibactérienne
4.3.2.3 Préparation des suspensions

A partir d'une culture sur milieu de repiquage, racler a l'aide d'une anse de platine
stérile quelques Colonies (3-5) bien isolées et parfaitement semblables. On Décharge
ces colonies une par une a l'aide d'une anse de platine stérile dans des tubes contenant
5 ml d'eau physiologique stérile.

On homogénéise la suspension pour obtenir visiblement une opacité équivalente a
0.5 Mac Ferland. La suspension doit étre ensemencée dans les 15 min qui suivent sa
préparation. En refait cette étape pour toutes les bactéries et les champignons du test.

Figure 16 : Suspension bactérienne préparée (photo personnelle)

4.3.2.4 . Encemencement par Ecouvillonnage
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Couler aseptiquement le milieu de culture gélose Mueller Hinton(MH) en
surfusion, qui est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux
agents antibactériens; dans des boites de pétri a raison de 20 ml par boite.
Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, I'essorer en le
pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum.

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas en stries
serrées.

Répéter I'opération troi fois en tournant la boite de pétri a 60°de fagon a croiser
les stries sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, finir

I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger I'écouvillon a

Chaque fois.

Figure 17: coulage de milieu de culture gélosé Mueller Hinton(MH) dans les boites
pétri (photo personnelle)

4.3.2.5 Application des disques
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- Al'aide d'une pince stérile, déposer sur la boite de pétri en appuyant légerement
quatre disque de papier Wathman de 6mm de diamétre stérile .

- Veiller a ne pas chauffer les disques par la pince flambée.

- Ne pas mettre plus de 6 disques sur une boite de 90 mm de diameétre.

- Al'aide d’une micropipette mettre une dose d'extrait (huile essentielle ou extrait
par solvant) sur le disque.

- Des témoins ont été utilisés comme contréle négatif.

- Placer les boites de pétri a basse température (+4°C) pendent 15 a 30mn afin de
permettre aux extraits de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne
commencent a se multiplier.

- Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a I'étuve, a la température
optimale de croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h. Les boites
doivent étre placées couvercle en bas.

Dans ce travail, le méthanol a été utilise comme solvant d’extraction. Il a été utilisé,

également comme témoin dans les tests antibactériens de ces extraits.

4.4. Lecture des résultats

Aprés une période d'incubation de 24 heures, utilisez une régle graduée pour mesurer
le diameétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant des bactéries. Ce

diametre en millimétres est proportionnel a la sensibilité du germe étudié.

Tableau 02 : Sensibilité des germes selon les diamétres des zones d’inhibition

Diamétre Degré de sensibilité des Résultat
germes
X<8mm Résistante -
8mm<X<14mm Sensibilité limitée +
14mm<X<20mm Sensibilité moyenne ++
X >20mm Tres sensible +++

4.5. Détermination de la Consentration minimale inhibitrice
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La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de fagcon générale est la plus
faible concentration antimicrobienne capable d’inhiber toute croissance visible apres
un temps d’incubation de 18 a 24 heures. Ici sa détermination s’est effectuée a partir de
p hla mesure de la turbidité induite par la croissance des germes étudiés. La CMI
correspondra donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité.
Par conséquent c’est le premier tube ou la valeur di est égale a df (di = df). (Fadipe et
al., 2015).
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Figure 18: microplaque de CMI (photo personelle)

A T’aide d’une anse de platine stérile et pour chaque isolat testé, on
a préleveé une colonie bactérienne bien isol¢ a partir d’une culture jeune de 24h
et ensemencer dans un tube d’eau physiologie stérile et agiter par un vortex, a
partir de cette suspension on transfere un volume de 100 ul par micropipette
vers un tube de 9ml de bouillon nutritif.

Avant la préparation de la gamme de concentation, d’abord on a
préparér la suspension mere (avec une micropipette nous prenons un volume
de 1 ml de DMSO a 10 % (10ml de DMSO 90ml de I’eau distill¢) avec :

e 30 ul de I’huile de Thymus vulgaris.
e 65ul de I’huile de Ruta graveolens.
e Lethymus adilué a 1/10 parceque il montre une forte activité, par contre | huile

de Ruta monte une activité moindre que celui de thymus donc la délusion est %2
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e A partir de la susponsion mére on va préparer une gamme de dilution qui
contienne 1ml de solvant DMSO a 10 pourcent a chaque fois nous prenons 100
ul de susponsion mére d’huile de thymus dans une série de dilusion a chaque
fois la dilution est a 1/10

e A I’aide d’une micropipette nous prenons un volume de 65 ul de huile de ruta
plus 1 ml de solvant (DMSO a 10 pourcent aprés a partir de cette susponsion
mére nous avons préparer une gamme de délusion a % (parceque I’activité
d’huile de ruta est moins forte par apport d’huile de thymus nous prenons 500
ul a partir de susponsion mére et a chaque fois placer dans une série de délusion
qui contient un volume de 1 ml de solvant DMSO et cette délution est & % a
partir de susponsion mére jusqu’a la dernier dilution .

e La premiére colonne de la microplaque est remplis par le solvant DMSO a 10
% plus 5 ul de la bactérie il faut que le résultat de témoin est -pour éliminé la
probabilité de I’activité antibactérienne de DMSO a 10 % deuxiéme colonne est
remplis de volume de 95 ul de milieu MH + 5 ul de la bactérie pour garentir la
croissence bactérienne et le 3 éme colonnes remplis par susponsion mére d’huile
et les autres colonnes remplis par les délution .

e La préparation du susponsion mére d’extrait consiste a prendre 4 mg d’extait
solubilisé a Iml de méthanole (le solvant témoin) plus 5 ul de la bactérie.

e ladélution faites a partir de susponsion mére nous prenons 500 ul d’extrait c’est-
a-dire délution a Y.

e la premiere colonne de puit de la microplaque est remplis de 100 ul de solvant
méthanole+ (5 ul la bactérie) il faut que la bactérie pousse.

e deuxiéme colonnes, les puits de la microplague sont remplis avec 95 ul de milieu
MH plus 5 ul de la bactérie pour garentir la croissance bactérienne.

e Le 3éme puit remplis avec100 ul de la susponsion mére de I’extrait et les autre
colonnes sont remplis avec les délution a ¥z a chaque fois 100 ul a partir de
premier délusion jusqu’a la derniére délution.

e Toujour on a besoin un témoin que ce soit extait pure au huile pure pour

déterminer la I’activité antibactérienne de la bactérie.

4.6. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)
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La CMB est la concentration de I’antimicrobien qui laisse au plus
0.01% de germes survivants. Pour sa détermination, le tube témoin a été dilué
jusqu’a 10-4. Cette dilution a représenté 0,01% de survie. Elle est repiquée par
strie de 5 cm sur une Geélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24
heures.

Le nombre de germes obtenus sur la trie de la dilution 10-4 est
comparé a celui de chaque tube expérimental également repiqué par strie de
Scm. Ainsi, le premier tube expérimental don’t le nombre de germes présent sur

sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10-4 correspondra a la CMB.
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Résultats et discussion

1. L’enquéte ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique réalisée dans la région de Tebessa | a permis
d’interroger des personnes des deuxsexes (hommes et femmes), agées de 20 a plus de
55 ans, mariées et célibataires et a des niveaux intellectuels différents (figure 20), qui
nous ont informées sur les applications thérapeutiques et traditionnelles locales de notre

plantes médicinales.

Enscolarisé Mprimaire [secondaire Muniversitaire

Figure 19: niveau d’étude des personnes questionnées

1.1 Thymus vulgaris

a.Catégories pour ’usage de Thymus : Dans la zone d’étude, notre plante est
utilisée beaucoup plus pour les femmes par rapport aux hommes (33% contre 17%), et
beaucoup plus pour I’adulte que I’enfant avec des pourcentages de 35% et 15%
respectivement, parce les composants de cette plante peuvent avoir un effet néfaste pour
les personnes moins de 10 ans.
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madultes menfant homme mfemme
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Figure 20 : les catégories des personnes qui utilisent le Thymus vulgaris

b.Efficacité : Selon la Figure 22, la grande majorité des usagers des plantes
médicinales ont dit que le Thymus est efficace pour plusieurs maladies, avec un
pourcentage de 65 %. Néanmoins, lespersonnes qui déclarent que elle a un effet
moyen ont un pourcentage de 21%, alors que celles ayant une réponse de (efficacité
Faible) ont un pourcentage (8%) alors que celle ayant la réponse de (non efficace), ont
le plus faible pourcentage qui est 6%.

non efficace
6%

faible
8%

Figure 21: Efficacité de Thymus vulgaris
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c. Information sur la plante : La plante de Thymus vulgaris est utilisées par
les personnes selon : la lecture sur les effets de cette plante (28%), des expériences
personnelles (33 %), ou selon les expériences des autres (39%). Cette derniére, est la
catégorie qui englobe la majorité des réponses, car celle-ci les encourage pour faireou
tester ou de minimiser les charges matérielles exigées par le médecin et le pharmacien.

information sur les plantes

39% H lecture

m exp personnelle

exp des autres

Figure 22: information sur la plante de Thymus vulgaris

d.Parties utilisées : Les principes actifs peuvent étre situés dans differentes
parties des plantes médicinales (feuilles, fleurs, racines, écorce, fruits, graines,
rhizome...).Dans la zone d’étude, les feuilles restent la partie la plus utilisée des plantes
médicinales avec un taux de 25%, suivies par les tiges et les huiles avec des
pourcentages de 20% et 17 % respectivement, puis viennent les fleurs et les grains avec

des taux d’utilisation de 10% et 7% (Figure 24).

La fréquence d’utilisation €levée de feuilles peut étre expliquée par 1’aisance et
la rapidité de larécolte (Bitsindou, 1986) mais aussi par le fait qu’elles sont le si¢ge de
la photosynthese et parfoisdu stockage des métabolites secondaires responsables des

propriétés biologiques de la plante (Bigendako et al., 1990).
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parties utilisées

fruits
0%

fleurs
10%

grain

plante entiére
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Figure 23: parties utilisées de Thymus vulgaris

e.Les modes d’utilisation : selon la (Figure 25), les plus répandus sont classés
comme suit : I’infusion, macération, et décoction, avec respectivement 60% ; 25% ; et
15%. La meilleure utilisation de Thymus serait celle qui en préserverait toutes les
propriétés tout en permettant 1’extraction et 1’assimilation des principes actives
(Dextreit, 1984). De plus, le Thymus vulgaris a des effets indésirables quand il est
pratiqué de facon incorrecte par les patients. De ce fait, la médecine doucedoit étre
pratiquée avec précaution et a I’intérieur des parameétres et des mesures bien précises

(Benlamdini et al., 2014).

maceration
25%
infusion
60%
décoction
- _ 15%
\\__4/

Figure 24 : modes d’utilisation de Thymus vulgaris
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F. Moded’administration : [’utilisation de Thymus se fait selon
plusieurs fagons, et d’aprés lesréponses collectées, on peut les classés par 1’ordre
suivant : orale (35%), ringage (20%), massage etbadigeonnage (15%). Ces
résultats donnés montrent que méme le mode d’administration joue unrdle trés
important pour I’activité des substances actives situés dans la plante. Les formes
d’utilisation pourraient varier selon les ressources exploités, la région, le genre,
le sexe et les groupes ethniques (Belem et al., 2008 ;Camou-Guerrero et al.,
2008).

moral mmassage Mmrincage M badigeonnage mautres

Figure 25: mode d’administration de Thymus vulgaris

g.Facons d’utilisation de Thymus vulgaris : Selon la Figure 27, la
grande majorité des usagers des plantes médicinales ont dit qu’ils achétentle
thymus est pour plusieurs maladies, avec un pourcentage de 60%. Néanmoins,
25% des personnes cueillent cette plante, alors que celles ayant une réponse de

(donné) ont un pourcentage (15%).

56



Résultats et discussion
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Figure 26: facons d’utilisation de Thymus vulgaris

1.2. Ruta graveolens

a. Catégories pour I’usage de Ruta : Dans la zone d’étude, et selon la figure,
notre plante est utilisée beaucoup plus pour les femmes par rapport aux hommes
(42%contre 35%), et beaucoup plus pour 1’adulte quel’enfant avec des pourcentages de
15% et 8%respectivement, parce que elle peut causer desperturbations chez les

personnes moins de 12ans.
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Figure 27: les catégories qui utilisent ruta graveolens

b.Efficacité : Selon la Figure 29, la grande majorité des usagers des plantes
médicinales ont dit que le Ruta estefficace pour plusieurs maladies, avec un
pourcentagede 60%. Néanmoins, les personnes qui déclarent qu’elle a un effet moyen
ont un pourcentage de 30%, alors que celles ayant une réponse de (efficacité Faible)

ont un pourcentage (10%).
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Figure 28 : efficacité de Ruta graveolens

c.Information sur la plante : La plante de Ruta graveolens est utilisées
par les personnes selon : la lecture sur les effets de cetteplante (17%), des
expériences personnelles (33 %), ouselon les expériences des autres (50%).
Cette derniere, est la catégorie qui englobe la majorité des réponses, car celle-
ci les encourage pour faire ou tester la Rutadans le traitement de nombreux

problémes sanitaires.

0%

m lecture
H experience p

= exp des autre

Figure 29 : information sur la plante
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d.Partie utilisée: Les principes actifs peuvent étresitués dans
différentes parties des plantes medicinales (feuilles, fleurs, racines, écorce,
fruits, graines,rhizome...).Dans la zone d’étude, les tiges sont la partiela plus
utilisée de cette plante avec un taux de 35 %,suivies par les huiles et les écorces
avec despourcentages de 20% et 14 % respectivement, puisviennent les
rhizomes avec un taux d’utilisation de 10%et les feuilles(7%), puis en dernier

lieu on a lesbulbes(3%),la plante entiere (3%), et les fleurs (1%) (Figure 31.).

m tige

m fleurs

m ecorce
m rhizome
3% .,
m plante entiére
m huile

n feuille

Figure 30 : les parties utilisées de la plante de Ruta graveolens

e. Les modes d’utilisation (Figure 32) : les plus répandussont classés comme

suit : I’infusion, macération, etdécoction, avec respectivement 40% ; 32% ; et 28%.

La meilleure utilisation de Ruta serait celle qui enpréserverait toutes les
propriétés de la plante. De plus, Ruta graveolens a des effets indésirables quand il est

pratiqué avec des grandes quantités par les patients.
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B maceration
m décoction

infusion

Figure 31: mode d’utilisation de Ruta graveolens

f.Mode d’administration : I’utilisation de Ruta se faitselon plusieurs facons, et
d’aprés les réponsescollectées, on peut les classés par 1’ordre suivant : orale (70%),
massage (11%), badigeonnage (10%) et rincage (9%). Ces résultats donnés montrent
gue méme le mode d’administration joue un réle trés importantpour I’activité des

substances actives situés dans la plante.

0% 0%

m oral

B massage
Erincage

m badigeonnage

m autres

Figure 32: les modes d’administration de Ruta graveolens
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g. Fagons d’utilisation de Ruta graveolens : Selon la Figure 34, la
grande majorité des usagers des plantes médicinales ont dit qu’ils achétent le
ruta est pour plusieurs maladies, avec un pourcentage de 75%. Néanmoins, 15%
des personnes cueillent cette plante, alors que celles ayant une réponse de

(donné) ont un pourcentage (10%).

0%

® achetée
m donné

ceuillie

Figure 33: les facons d’utilisation de Ruta graveolens

1.3. Disscussion

Durant des siecles et méme de, nos ancétres ont utilisé les plantes pour
soulager leurs douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De génération en
génération, et malgré le progres de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des plantes
médicinales est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement, en 1’absence d’un systéme médical moderne (Tabuti et al., 2003). En
effet, il existe environ 500.000 espéces de plantes sur terre, dont 80.000 possedent des

propriétés médicales (Quyou, 2003).
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Selon (Agbo, 2010) les études ethnobotaniques apparaissent comme une bonne
approche pour comprendre dans une région donnée, les utilisations ainsi que les
perceptions socioculturelles et économiques des ressources végétales par les
populations locales. Les facteurs qui affectant les formes d’utilisation et la valeur
accordée aux ressources vegétales par les communautés font encore un objet de
discutions dans lalittérature scientifique. Les formes d’utilisation pourraient varier
selon les ressources exploités, la région, le genre, le sexe et les groupes ethniques
(Belem et al., 2008 ; Camou et.al, 2008).

Dans cette optique, une enquéte ethnobotanique sur les plantes médicinales a
étéentreprise dans la région de Tebessa (Algérie).

Afin d’identifier les utilités thérapeutiques et les habitudes des populations
localesconcernant trois plantes (Thymus vulgaris et Ruta graveolens).
2. Résultats des tests réalisés sur les plantes

2.1 .Les huiles essentielles

Une HE est un extrait liquide et aromatique obtenu généralement par
hydrodistillation.les Caractéristiques et les rendements des extraits des deux plantes
(Thymus vulgaris et Ruta graveolens) sont exprimés dans les tableaux si dessous.
(Tableau05).

Tableau 03: caracteristiques organoleptiques et rendement des HEs obtenus.

Qantités

Huile de Aspect | Couleur Rendement (%)
essentielle | matiére
vegétale

Thymus 6009 Liquide | Jaune

vulgaris (12.92/600)*100=2.15%
Ruta 509 Liquide | Jaune
graviolens limpide pale (6.67/650)*100=1.20%
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2.1.1. Rendement
2.1.1.1 Thymus vulgaris

Le rendement obtenu HE de Thymus vulgaris par un hydrodistillateur de type
Clevenger dans notre travail est de 2.15% de la masse séche des parties aériennes de la
plante.

Nos échantillons de Thymus vulgaris fourni a I’extraction par I’appareil de
Clevenger, un taux de rendement moyen pour 100g de matiére végétale seche est

exprimé par une valeur de 2.15 %.

Le rendement de notre HE est trés faible par rapport a celui obtenus par
(Djerrarri et Crouzet, 1990) a partir de la méme plante qui a été prélevée du sud de la
France avec une valeur de 9,77%.

Une étude faite par (Jordan et al., 2006) en Espagne a donné des résultats
proches a notre (de 2.17 a 4.73%).

On a comparé aussi notre résultat Avec celle de la France (1.60%) selon ( Satyal
et al.,2016) , de Sétif (1.42%) selon (Nedjai et Nedjai., 2017), et de Blida (1.58%)

selon( Bouguerra et al., 2017)qui ont été inférieur a notre résultat.

Tandis que des concentrations plus élevés ont été reportées en Jordanie (5%)
selon (Hudaib et Aburjai, 2007), de Ain Defla (2.70%) selon (Sidali et al., 2014), et
aussi a Tlemcen (4.2%) selon (Abdelali, 2017).

La différence observée dans le rendement de ’HEs de Thymus vulgaris due
a plusieurs facteurs pouvant influencer la composition chimique et le rendement des
huiles  (irrigation, période de récolte, méthode d’extraction, facteurs
environnementaux...). Ce qui intéresse tous les consommateurs d’HES, 1’industrie qui
cherche de bons rendements dans I’extraction de molécules spécifiques ou une
composition chimique stable qui souhaite une huile exprimant son plein potentiel

d’efficacité.
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2.1.1.2 Ruta Graveolens

L'HE de Ruta graveolens obtenue par un hydrodistillateur de type Clevenger
est de couleur jaune péale avec une odeur agréable et avec un rendement de 1.20% de
la matiere séche de la partie aérienne de la plante.

Le rendement d'HE de la masse seche des parties aériennes de Ruta graveolens
obtenu dans notre travail est de 1.20%.En comparaison avec d'autres études, nous
trouvons que ce résultat est supérieur a ceux qui sont rapportés a la région de Souk-
Ahras par (Boughendjioua, 2019), qui obtient un rendement de 0,65%. (Franga et
Nascimento, 2015) montre que I'HE de feuilles fraiches de Ruta graveolens ont un
rendement de 1,29 %.

On outre, (Attiaet ,2018), a obtenu un rendement de 0,36 et 0,21% pour les
feuilles et les fleurs de Ruta graveolens.(Dris et al.,2022), obtiennentun rendement de
0.81+0,10 qui est inferieur par rapport a notre résultat.

Par ailleurs, un rendement élevé de 1,29 % par rapporta notre résultat (1.20%)
a été obtenu par (Reddy et al., 2016), en utilisant les parties aériennes de la méme
espece, et en utilisant la méme technique d'extraction.

On a trouvé aussi que notre Rendement est superieur a celles qui sont trouveés
par au

(Semerdjieva et al., 2019), qui ont obtenu un rendement en HE des fruits
séchés de R. graveolens de 0,39 %, et ( Benhadj et al., 2007), qui ont obtenu par
hydrodistillation des feuilles et les tiges fraiches de la méme espece, collectée de la
Tunisie, des rendements en huile essentielle de 0,30 % et 0,10 % respectivement.

Plusieurs facteurs peuvent expliquer les différences de rendements en HE de
Ruta graveolens. Il s'agit notamment de l'origine géographique de la plante, des
conditions environnementales (climat, sol, etc.), du stade de récolte et de la méthode

d'extraction utilisée.
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2.1.2 Activité antimicrobienne
2.1.2.1 Thymus vulgaris

Les résultats obtenus concernant l'activité anti microbienne d'huille de Thymus

sont montrés dans la figure 35..

Bacillus cereus PCM Escherichia coli EN09
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Staphylococcus aureus KHO7 Staphylococcus aureus S.KH

Staphylococcus aureus SAR1SA ATCC | Staphylococcus aureus 149 (isolat clinique
25923
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Staphylococcus aureus 155  (isolat | Staphylococcus aureus 156  (isolat
clinique) clinique)

Staphylococcus aureus KH06 Staphylococcus aureus
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Candida spY1

Figure 34: Zones d'inhibition obtenues des HEs de Thymus vulgaris des souches
testées

Les résultats du test de l'activité antimicrobienne montrée par la determination du
diameétre de la zone d'inhibition de I'HE de Thymus vulgaris sur des souches téstés sont

présents dans le Tableau 06
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Tableau 04: Diamétres (mm) des zones d'inhibition des HEs de Thymus vulgaris des

souches testées

Souche bactériennes

Diameétres des zones d'inhibition (mm)

Escherichia coli ENQ9

Inhibition totale

Escherichia coli

R5 (69mm)

Enterobacter sp EN05

Inhibition totale

Proteus Vulgaris

Inhibition totale

Klebsiella pneumoniae kpnc

R15 (40mm)

Staphylococcus aureus

R10 (58mm)

Staphylococcus aureus SAR1SA ATCC

25923

Inhibition totale

Staphylococcus aureus KH06

R10 (67mm)

Staphylococcus aureus KHO7

Inhibition totale

Staphylococcus aureus KH10

R10 (63.5mm)

Staphylococcus aureus KH16 R15 (45mm)
Staphylococcus aureus S.KH R10 (39mm)
Staphylococcus aureus 149 R10 (77mm)

Staphylococcus aureus 155

R10 (73.5mm)

Staphylococcus aureus 156

R10 (67mm)

Bacillus subtilis ATCC

R15 (48.5mm)

Bacillus cereus PCM

Inhibition totale

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

R10 (16.5mm)

Candida sp Y1

Inhibition totale

Candida sp Y8

R10 (71.5mm)

Candida sp Y11

R10 (73mm)
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Les résultats obtenus dans le tableau 08 montrent que la plante de Thymus
vulgaris a une tres forte activité antibactérienne remarquable sur toutes les souches
étudiées. Cette chose, est démontrée par les zones d’inhibition qui sont importantes et
ca explique leur pouvoir antibactérien. Des études réalisées par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS, 1999) et d’autres auteurs (Dorman et Deans., 2000 ; EIl
Ouali et al., 2013) ont montré que les composés phénoliques de Thymus vulgaris
possede une forte activité antibactérienne et antifongique contre de nombreuses especes

microbiennes.

Dans cette expérience, Notre huile essentielle a montré que il a une trés forte
activité envers les souches suivantes : (Staphylococcus aureus, entérobactérie,
Bacillus cereus, pcm), don’t aucune croissance bactérienne n’a été observée. Ces
résultats sont confirmés en présence d’une boite témoin, alors qu’avec des doses
différentes de 1’huile sur Bacillus subtilis, E.coli, klebsiella pneumoniae on a marqué
des zones d’inhibition sur deux disques avec des diamétres de 52 mm, 33 mm, 45mm

respectivement, qui montrent une tres forte activité de notre HEs de Thymus vulgaris.

Nous remarquons que toutes les souches bactériennes ont été inhibees par
I’HE extraite respectivement des feuilles seches de T. vulgaris. Elles ont toutes
montrées une tres forte sensibilité a L’HES. Dans la présente étude, I’huile de thymus

vulgaris il est efficace contre les bactéries a Gram+ et a Gram- .

Notre HE montre aussi une tres forte activité contre les levures téstées, on a
marqué une inhibition totale (Candida spY1) et des zones d’inhibition avec des

diameétres de72mm (Candida sp Y8).

Ainsi, cette étude permet de conclure que I’huile de thym possede une activité
antibactérienne tres forte par rapport au (Bourgou et al, 2016) quiont montré que les
HEs de Thymus Algérien présentent des activités antimicrobiennes intéressantes avec

des diameétres des zones d’inhibition variables allant de 7 a 26 mm.
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Aussi (Bouhdid et ses collaborateurs, 2006)ont déclaré apres les expériences
qu'ils ont menéesque I'huile de T. vulgaris a montré une activité antibactérienne

intéressante sur les bactéries a Gram positif.

On outre, (Yakhlef, 2010) dit que la plante Thymus vulgaris posséde des
propriétés antimicrobiennes trés appréciées, ce qui explique son utilisation

traditionnelle en tant que reméde antibactérien dans les traitements.

En 1994, Juven et ses collaborateurs, On confirme que ce sont les phénols tels
que le thymol et le carvacrol qui conférent a I'huile essentielle ses propriétés
antibactériennes. Ces composes se fixent a la membrane bactérienne, provoquant ainsi

la mort des bactéries.

2.1.2.2..Ruta graveolens

Les résultats obtenus concernant l'activité antimicrobienne d'huille de Ruta sont
montrés dans la figure 36.

ﬂ“‘-’ 3 ‘1": ..“.s»s.u«:i
\ 't‘\?.llﬂ"

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Enterobacter SP EN05
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Bacillus cereus PCM
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Escherichia coli Proteus Vulgaris

Staphylococcus aureus KH10 Staphylococcus aureus KH16
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Staphylococcus aureus SAR1ISA ATCC | Staphylococcus aureus 149 (isolat
25923 clinique)

Staphylococcus aureus 155  (isolat | Staphylococcus aureus 156 (isolat
clinique) clinique)
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Staphylococcus aureus KH06 Staphylococcus aureus

Candida sp Y8

Figure 35 : Zones d'inhibition ’HESs de Ruta graveolens des souches testées

Les résultats du test de I'activité antimicrobienne montrée par la determination du
diameétre de la zone d'inhibition de I'HE de Ruta graveolens sur des souches testées sont

présentés dans le Tableau 07.
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Tableau 05 : Diamétres des zones d'inhibition ¢’HEs de Ruta graveolens (mm)

Souche bactériennes Diamétes des
zones d'inhibition (mm)

Diamétes des zones d'inhibition (mm)

Escherichia coli ENQ9

Aucune inhibition

Escherichia coli R5(69mm)
Enterobacter sp EN05 Aucune inhibition

Proteus Vulgaris R5(28mm)

R15(40mm)

Klebsiella pneumoniae kpnc R5(23mm)

R15(37.5mm)
Staphylococcus aureus R10(58mm)
Staphylococcus aureus SAR1SA ATCC R5(34mm)

25923

R15(45.5mm)

Staphylococcus aureus KH06

Inhibition totale

Staphylococcus aureus KHO7 R5 (29.5mm)
R15 (48mm)

Staphylococcus aureus KH10 R5(23mm)
R15(20mm)

Staphylococcus aureus KH16 R5(15.5mm)

R15(15.5mm)

Staphylococcus aureus S.KH

Aucune inhibition

Staphylococcus aureus 149 R15(57mm)
Staphylococcus aureus 155 R15(70mm)
Staphylococcus aureus 156 R15(66.5mm)

Bacillus subtilis ATCC R5(14mm)

Bacillus cereus PCM R5(34mm)
R15(38mm)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 R5(11.5mm)
R15(15.5mm)

Candida sp Y1 R10(22mm)
Candida sp Y8 R10(59.5mm)
Candida sp Y11 R10(41mm)

Dans cette expérience, Notre huile essentielle a montré qu’il a une forte activité envers

les souches suivantes :

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus vulgaris,

Bacillus cereus PCM, Klebsiella pneumoniae kpnc, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027, Bacillus subtilis ATCC. Ces résultats sont confirmés en

présence des zones d’inhibition (entre 23mm et 55mm).
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Cette huile montre aussi une forte activité sur les trois levures téstés:Candida
spY1 (22mm), Candida sp Y8 (59.5mm) et Candida sp Y11 (41mm).

Alors qu’avec des doses différentes de 1’huile sur Staphylococcus aureus
S.KH, Enterobacter sp ENO5 et Escherichia coli ENQ9, on n’a pas marqué aucune
zones, et ¢a montrent que il n’a pas une activité et les bactéries résistée a l'activité
antibactérienne de HE de Ruta graveolens.

Dans la présente étude, 1’huile de Ruta graveolens il est efficace contre quelques
organismes a Gram+ et a Gram-. Ainsi, cette étude permet de conclure que 1’huile de
Ruta possede une activité antibactérienne et anti fongique mais elle est moindre que
celle de Thymus.

2.2 Extrait parsolvant

La technique d” extraction par macération permet de separer les composés de
la matiere végétale selon leur degreé de solubilité dans le solvant d'extraction.
Les Caractéristiques et les rendements des extraits des trois plantes (Thymus

vulgaris et Ruta graveolens) sont exprimés dans le tableau 09.

Tableau 09 : caractéristiques organoleptiques et rendements des extraits obtenus

Solvant Aspect Couleur Rendement
Plante (%0)
Ethanole Visqueux Vert foncé 9.3%
Thymus Meéthanole Visqueux Vert foncé 1.08%
vulgaris
Butanol Visqueux Vert foncé 6.06%
Ethanole Visqueux Vert claire 16.36%
Ruta
graveolens Meéthanol Visqueux Vert claire 37.62%
Butanol Visqueux Vert claire 5.66%
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2.2.1 Rendement
2.2.1.1 Thymus vulgaris

Dans notre étude, I’extrait éthanoliques de Thymus vulgaris représente le
rendement le plus élevé (9,3%), par rapport au extraits butanolique qui a un rendement
de (6,06%).Et pour I’extrait méthanolique,on trouve qu’il présente le rendement le plus
faible (1,08%) Par rapport les deux précédents.Ces variations duent a plusieursfacteurs
telles que la nature chimique, la méthode utilisée, la taille d'échantillon étudié, ainsi que
la présence de substances interférentes (Stalikas, 2005).

2.2.1.2. Ruta graveolens

Dans notre étude, I’extrait méthanoliques de Ruta graveolens représente le
rendement le plus élevé (37,62%), par rapport au extrait éthanolique, qui a un
rendement de (16,36%).Et pour I’extrait butanolique, on trouve qu’il présente le
rendement le plus faible (5,66%) Par rapport les deux précedents.

D'aprés l'éetude de (Belaid et Bellil, 2017) L'extraction des composés
organiques de Ruta Graveolensa révélé un rendement de I'ordre de 1.86%, cette résultat
est inférieur a ce que nous avons obtenu.

+ Alors que de I'extrait alcoolique a donné un rendement de 34.18% selon
(Aljaiyash et al., 2014)

2.2.2 Activité antimicrobienne
2.2.2.1 Thymus vulgaris

Les résultats obtenus concernant l'activité anti microbienne d'extrait de Thymus
sont montrés dans la figure 37
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Staphylococcus aureus S.KH
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Staphylococcus aureus SAR1ISA ATCC 25923

Staphylococcus aureus 149 (isolat
clinique)
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Staphylococcus aureus 155 (isolat clinique) Staphylococcus aureus 156 (isolat
clinique)

Staphylococcus aureus Staphylococcus  aureus  KHO06

Figure 36 : Zones d'inhibition d’extrait de Thymus vulgaris sur les souches testees

Les résultats du test de I'activité antimicrobienne montrée par la determination du
diameétre de la zone d'inhibition de I'extraitde Thymus vulgaris sur des souches téstés

sont présents dans le Tableau 08
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Tableau 06 : Diamétres (mm) des zones d'inhibition d’extrait de Thymus vulgaris

Diamétre (mm) Diamétre (mm) Diamétre (mm)
Souche Ethanol Méthanol Butanol
Escherichia coli 17.5mm 11.5mm 16mm
Escherichia coli 20mm 17mm 20mm
EN09
Enterobacter sp 16mm 11.5mm 18.5mm
ENO05
Proteus Vulgaris 23.5mm 16mm 25mm
Klebsiella 12.3mm 12.7mm 26mm
pneumoniae kpnc
Staphylococcus 17.5mm 7.5mm 15.5mm
aureus
Staphylococcus 24.5mm 16mm 26.5mm
aureus SARI1SA
ATCC 25923
Staphylococcus 17mm 16.5mm 15mm
aureus KH06
Staphylococcus 24mm 18mm 17.5mm
aureus KHO7
Staphylococcus 26.5mm 17.5mm 16mm
aureus KH10
Staphylococcus 23mm 16mm 15.5mm
aureus KH16
Staphylococcus 18.5mm 11.5mm 16.5mm
aureus S.KH
Staphylococcus 11.5mm Omm 15mm
aureus 149
Staphylococcus 15mm 11mm 11.4mm
aureus 155
Staphylococcus 16.8mm Omm (18mm/15mm)
aureus 156
Bacillus subtilis 12mm 17mm 18mm
ATCC
Bacillus cereus 18.2mm 17mm 25mm
PCM
Pseudomonas 22.4mm 17.5mm 22.5mm
aeruginosa
ATCC 9027
Candida spY1 0 mm 0 mm 0 mm
Candida spY8 0 mm 0 mm 0 mm
Candida spY11 0 mm 0 mm 0 mm
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Les résultats obtenus dans le tableau 08 montrent que T'extraits éthanolique et
Butanolique de Thymus vulgaris présentent une forte activité antibactérienne sur toutes
les souches étudiées avec des diamétres entre 11mmet 26.5mm par rapport a I’extrait

méthanolique qui représente un intervalle entre 0 mm et 20 mm.

Nous constatons également que le résultat que nous avons obtenu est inférieur
a celui qui est obtenus par Boubakeur et al., (2017) qui rapportent une forte activité

antibactérienne des extraits de Thymus avec des diamétres variable de 22mm a 45 mm.

En premier lieu, les souches de Staphylococcus aureus KH10,
Staphylococcus aureus KHO07, Staphylococcus aureus SARLISA ATCC 25923,
Proteus Vulgaris, Staphylococcus aureus KH16, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 sont les plus sensible a I'effet del’extraits éthanolique don’t les diamétres des zones
d'inhibition  sont26.5mm, 24mm, 24.5mm, 23.5mm, 23mm et 20mm

respectivement.C'est a dire, qu'il a une forte activité Antibacterienne.

On a observé aussi une activité antimicrobienne moins forte par rapport les
premier souches avec des diamétres entre 11.5 mm et 18mm pour Bacillus subtilis
ATCC ,Bacillus cereus PCM ,Escherichia coli.

L'extrait méthanoliqgue montre aussi une bonne activité sur Staphylococcus
aureus KHO07, Escherichia coli ENO9 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 avec
des zones d'inhibition de 18mm, 17mm et 17.5mm respectivement. Alors qu'il n'a
montré aucunes activités inhibitrices sur Staphylococcus aureus 149 ,Parce qu'il

n'apparait pasaucune zones d'inhibition autour le disque.

Yakhlef et al., (2011) ont trouvé des diamétres d’inhibition trés forte de
31.2mm et 34mm avec I’extrait méthanolique.Ce résultat est supérieur a ce que nous

avons obtenu.

On outre, Selon les travaux de (Haddouchi et al., 2016; Mouas et al., 2017)
les extraits a méthanol, accusent des diamétres d’inhibitions variables entre 11 et 13
mm, chez E.Coli. En comparaison avec notre études, On trouve que notre résultat

(17.5mm) est supérieur au resultat que vous obtenez.
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On trouve aussi que L'extrait butanolique présente aussi une forte activité
antimicrobienne sur toutes les souches testées.

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ,Bacillus cereus PCM, Staphylococcus
aureus SAR1SA ATCC 25923, Escherichia coli ENO09, Proteus Vulgaris, ont
représentés les souches les plus sensible a l'effet de I'extraits butanolique avec des
diamétres de : 22.5mm, 25mm, 26.5mm, 20mm, 25mm respectivement. Cest a dire,
qu'il a une forte activité Anti bacterienne.

Concernant les trois levures téstés, on n'a pas observé aucune activité avec tous
les solvants.

D'apreés tous ces résultats, on peut dire que tous les extraits de Thymus vulgaris

ont une activité antimicrobienne trés importante.

2.2.2.2 Ruta graveolens

Les résultats obtenus concernant lactivité anti microbienne d'extrait de Ruta

sont montrés dans la figure 38

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Enterobacter SP EN05
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Escherichia coli ENQ9

Escherichia coli

Proteus Vulgaris
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Staphylococcus aureus SAR1SA ATCC 25923 | Staphylococcus aureus 149 (isolat
clinique)

Staphylococcus aureus 156 (isolat
clinique)

Staphylococcus aureus KH06 Staphylococcus aureus

Figure 37: Zones d'inhibition d’extrait de Ruta graveolens sur les souches testees
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Les résultats du test de l'activité antimicrobienne montrée par la determination du
diamétre de la zone d'inhibition de I'extrait de Ruta graveolens sur des souches téstés

sont présents dans le Tableau 09

Tableau 07 : Diamétres (mm) des zones d'inhibition d’extrait de Ruta graveolens

Souche

Ethanol Méthanol Butanol
Escherichia coli 18mm 17mm 18mm
Enterobacter sp | 17mm 15mm 15mm
ENO05
Escherichia coli | 18mm 16.5mm 17mm
EN09
Proteus Vulgaris 18mm 20.5mm 21.5mm
Klebsiella 24mm 18,4mm 15mm
pneumoniae kpnc
Staphylococcus 15mm 15mm 16.5mm
aureus
Staphylococcus 17.5mm 17.5mm 21mm
aureus SAR1SA
ATCC 25923
Staphylococcus 18.5 17.5mm 14.5mm
aureus KHO06
Staphylococcus 18mm 17mm 15mm
aureus KHO7
Staphylococcus 13mm 17mm 20mm
aureus KH10
Staphylococcus 18mm 21mm (17.5mm
aureus KH16
Staphylococcus 16.5mm 14.5mm 16mm
aureus S.KH
Staphylococcus 15,3mm 14,6mm 18,1mm
aureus 149
Staphylococcus 15mm 15.5mm 16.5mm
aureus 155
Staphylococcus 14,5mm 15.5mm 17.5mm
aureus 156
Bacillus subtilis 13mm 17mm 16.5mm
ATCC
Bacillus cereus 11,8mm 24mm 22,2mm
PCM
Pseudomonas 21.5mm 14,5mm 23mm
aeruginosa ATCC
9027
Y1 13mm 12mm 13
Y8 11mm Omm Om
Y11 13mm Omm 8,2 mm
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Les résultats obtenus dans le tableau 12 montrent que les trois extraits de Ruta
graveolens présente une forte activité antibactérienne sur toutes les souches étudiées

avec des diamétres entre 11.8mm et 24mm.

L'étude de (Sivaraj et al., 2011), montre que l'activité antibactérienne de
différents extraits (Extrait de méthanol, Extrait d'éthanol, Extrait de butanol) varie d'un

extrait a l'autre.

L'extrait éthanolique de Ruta graveolens applique des activités inhibitrices
plus élevée avec des zones d’inhibition entre 13 mm et 24.5mm sur: Klebsiella
pneumoniae kpnc, Pseudomonas aeruginosa ATCC 902, Staphylococcus aureus
KHO06, Staphylococcus aureus S.KH, Staphylococcus aureus KHO7, Staphylococcus
aureus SAR1SA ATCC 25923, Enterobacter sp ENOS5.

Il montre aussi une activité inhibitrice forte avec une zone d'inhibition de
18mm sur E.coli. Ce dernier résultat est proche au résultat précédemment montré par
Magoura, M., et Moussaoui, Z. (2020) qui ont obtenu une zone d'inhibition de 17mm.

L'extrait éthanoliqgue de Ruta graveolens montre aussi une activité
antibactérienne contre: Bacillus subtilis ATCC, Bacillus cereus PCM, Staphylococcus
aureus avec des zone d'inhibition entre 11.8mm et 15mm.

L’activité antimicrobienne d'extrait meéthanolique exerce une inhibition de
diametre entre 14.5mm et 24mm sur Klebsiella pneumoniae kpnc, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 902, Staphylococcus aureus KHO06, Staphylococcus aureus S.KH,
Staphylococcus aureus KHO07, Staphylococcus aureus SAR1ISA ATCC 25923,
Enterobacter sp ENO05. Il montre aussi une activité inhibitrice avec une zone
d'inhibition de 17mm sur E. coli et Bacillus subtilis.

Nous apprenons également de notre étude que I'extrait butanolique de Ruta
donne aussi une activité antimicrobien trés important avec des zones d'inhibition entre
14.5mm et 23mm. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Bacillus cereus PCM,
Staphylococcus aureus KH10, Staphylococcus aureus SAR1SA ATCC 25923 et
Proteus Vulgaris présente les souches les plus sensibles aux extraits butanolique avec

des diamétre de 23 mm, 22.2mm, 20 mm, 21 mm, 21.5mm respectivement.
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Une autre étude par (Aljaiyash et al., 2014) montre que Klebsiella
pneumonia est trés sensible a l'extrait alcoolique de Ruta graveolens (17 mm).
Staphylococcus aureus etPseudomonas aeruginosa avec une zone d'inhibition égale
a 14mm.

Concernant I'activité antifongique, on a trouvé queY1 donne un diamétres de 13
mmAvec tous les solvants.Et pour Y8 et Y11, on a observé qu’elle a donnée une activité

seulement avec I'extrait ethanolique de Ruta graveolens.

3. Etude comparative
3.1. Etude comparative des huiles essentielles des deux plantes
3.1.1. Thymus vulgaris

Figure 38 : les diamétres d’inhibition des HEs de ruta graveolens des souches
téstées

3.1.2. Ruta graveolens
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Figure 39 : les diamétres d’inhibition des HEs de Thymus vulgaris des souches

D’aprés les deux figures précédentes, on trouve que les diamétres des zones d’inhibition
de Thymus vulgaris se varient entre (20mm et 80 mm), et les diamétres des zones
d’inhibition de Ruta graveolens se varient entre (bmm et 80 mm), et ca exprime que la
premiére plante a une activitée anti microbienne plus forte par rapport a la deuxiéme
plante.
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3.2. Etude comparative des extraits par solvants des deux plantes
3.2.1. Thymus vulgaris
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Figure 40: les diamétres d’inhibition d’extrait éthanolique de Thymus vulgaris des
souches testées

18
16 N
14 H I
12 [ M M o
10 A RER
¢ BEEE
y EREE ® moyenne
(Z) EEER
8885523255 339888R TS
cZzg S8z 21 AT T aEy T T >
& < b 53 ¥ o S <
< < 9
n &

Figure 41: les diamétres d’inhibition d’extrait méthanolique de Thymus vulgaris des
souches testées
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Figure 42 : les diamétres d’inhibition d’extrait butanolique de Thymus vulgaris des
souches testées

D’aprés les trois figures précédentes, on trouve que les diamétres des zones
d’inhibition d’extrait éthanolique de Thymus vulgaris se varient entre (25mm et 2 mm),
les diamétres des zones d’inhibition d’extrait méthanolique se varient entre (20mm et
2 mm), et les diamétres des zones d’inhibition d’extrait butanolique se varient entre
(25mm et 1mm) ca exprime que ’extrait butanolique a une activitée anti microbienne
plus forte par rapport les autres extraits.

Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’un extrait a un autre. La variation de
I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leur composition

chimique.
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3.2.2. Ruta graveolens

® moyenne

pseudo

Figure 43: les diamétres d’inhibition d’extrait éthanolique de Ruta graveolens des
souches testées

moyenne

H moyenne

Figure 44: les diamétres d’inhibition d’extrait méthanolique de Ruta graveolens des
souches testées
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® moyenne

pseudo

Figure 45: les diamétres d’inhibition d’extrait butanolique de Ruta graveolens des
souches testées

D’aprés les trois figures précédentes, on trouve que les diamétres des zones
d’inhibition d’extrait éthanolique de Ruta graveolens se varient entre (24 mm et 10
mm), les diamétres des zones d’inhibition d’extrait méthanolique se varient entre
(24mm et 1 mm), et les diamétres des zones d’inhibition d’extrait butanolique se varient
entre (24mm et 2mm) c¢a exprime que l’extrait éthanolique a une activitée anti

microbienne plus forte par rapport les autres extraits.

4. Consentration minimale inhibitrice et bactéricide (CMI) et (CMB)

La mesure de la consentration minimale inhibitrice (CMI) montre qu’elle est
plus faible pour I’HE de Ruta graveolens (CMI>65ul/ml) par rapport au HE de Thymus
vulgaris (30 ul/ml).

Le rapport d'activité CMI/CMB pour toutes les souches étudiées est égal
1(CMI/CMB=1) Selon Marmonier (1990), lorsque le rapport d'activitt CMI/CMB
d'une substance antimicrobienne est inférieur ou égal a quatre (4) cette derniere est
qualifiée de substance bactéricide et si le rapport CMI/CMB est supérieur a quatre (>4),

Alors elle est dite bactériostatique.

Dans notre étude, le rapport d'activité CMI/ CMB égal a un (1). Et ¢ca veux dire
que les extraits bioactif (huile essentielle et extrait par solvant) de deux plantes utilisées

présentent une activité bactéricide contre toutes les souches téstées.
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Tableau 8: Résultats de CMI et CMB obtenus

Plante Souche CMI CMB Rappor | Pouvoir
bactériennes t
Thymus Proteus <0.0000000 | <0.00000003 1 Bactéricid
vulgaris Vulgaris 3ul/ml ul/mil e
Staphylococcu | 0.0003 ul/ml | 0.0003 ul/ml 1 Bactéricid
S aureus e
Escherichia 0.00003 0.00003ul/m 1 Bactéricid
coli ul/ml I e
Pseudomonas 30 ul/ml 30 ul/ml 1 Bactéricid
aeruginosa e
ATCC 9027
Ruta Klebsiella 0.003 ul/ml | 0.003 ul/ml 1 Bactéricid
graveolen | pneumoniae e
S kpnc
Staphylococcu >65ul/ml >65ul/ml 1 Bactéricid
s aureus KHO7 e
Escherichia 65ul/ml 65ul/ml 1 Bactéricid
coli e
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Conclusion

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés particulieres
bénéfiques pour la santé humaine, voire animale. Ils restent toujours la source fiable
des principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques. Dans la présente étude,
nous sommes intéressés a 1’évaluation de L’activité antimicrobienne de Thymus
vulgaris et Ruta graveolens, vis-a-vis de souches bactériennes Gram positives et Gram
négatives et aussi des champignons.

Les rendements des huiles essentielles : T. vulgaris, R. graveolens, sont différents et
sont de I’ordre de 2.15%, 1.20%, d’ou on constate que le Thymus présente le meilleur
rendement. Les résultats obtenus de 1’activité antibactérienne et antifongique montrent
que toutes les HEs testées ont une activité sur la plupart des souches bactériennes et
fongiques don’t la meilleure activité a été marquée par I’huile essentielle de Thymus
vulgaris par rapport aux autres huiles.

Les résultats de notre travail ne constituent qu’une premicre étape de la recherche
d’un remede naturel ayant des propriétés antimicrobienne et antifongique.

Nos résultats peuvent Trouver des applications dans les domaines en relation avec le

traitement des infections microbiennes notamment.

En perspective, il serait important d’approfondir les recherches sur une large gamme
des souches microbiennes et d’identifier les constituants actifs responsables de ces
activités antibactériennes et antifongiques, Ainsi que leur mode d’action, et aussi

d’étudier et analyser les propriétés des molécules bioactifs.
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Annexes
Annexe 01: Caractéristique des milieux de culture utilisées
1) Milieu Mac Conkey
» Préparation
Mettre 50g de poudre dans 1L d’eau distillé, bien mélanger sous agitation
Stérilisation a I’autoclave a 121°C pendant 15min.

= Composition

Gélose 13.5g
Sels biliaires 1.59
Violet de cristal img
Eau distillée 1L
Peptone 179
Protéose peptpne 39
Lactose monohydraté 10g
Chlorure de sodium 59
Rouge neutre 30mg
PH 7.1g

2) Milieu Chapman

= Préparation
Mettre 1082 de milieu déshydraté dans un litre d’eau distillée.
Agiter jusqu'a I’obtention d’une suspension homogéne.
Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 min.

= Composition

Peptone 10g
Eau distillée 1L
Agar 159
Rouge de phénol 0.025¢g
Mannitol 10g
Extrait de viande 19

PH 7.5¢
Chlorure de sodium 759

3) Milieu Saboudaud gélosé

= Préparation

Mettre 65g de poudre dans 1L d’eau distillée stérile.
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Agiter bien pour obtenir une suspension homogeéne.
Autoclavage a 121°C pendant 15 min.

= Composition

Dextrose ( glucose) 409

Peptone 109

Agar 15¢g

PH 5.69
4) Milieu LB

= Préparation
Mettre tous les composants dans 1L d’eau distillée et mélanger bien .

Stériliser pendant 20 min a 1’autoclave.

Tryptone 10g

Agar 209

Eau distillée 1L

Extrait de levure 59

Nacl 10g
5) Milieu BN

= Préparation
Mettre 13g de milieu déshydraté dans 1L d’eau distillée.
Autoclavage pendant 15 min.

= Composition

Digestion peptique de tissus animaux | 5¢
Extrait de beeuf 1.5¢
Chlorure de sodium 5¢
Extrait de levure 15¢
PH 7.49

6) Milieu Muller Hinton
= Préparation
Mettre 21g de poudre en suspension dans 1L d’eau distillée puis bien mélanger.

Autoclavage a 121°C pendant 20min.
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=  Composition

Peptone de viande (Bovin) 29

Peptone de caséine (Bovin) 17.5g

Fécule de pomme de terre (amidon) 1.5¢

Cat++ 45375 mg/l
Mg++ 20 a 35 mg/I
Agar 179

7) Milieu Gélose nutritif

= Préparation
Mettre 28 g de poudre dans 1 L d’eau distillée.
Agitation a la chaleur.

Autoclavage a 118°C pendant 15 min.

= Composition

Extrait de viande 19

Extrait de levure 2.5¢

Peptone 59

Chlorure de sodium 45a 75mg/l
Agar 20a 35mg/|
PH 79
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Annexe 02
Daira : Commune
Age : Sexe :
Niveau d'étude non scolarisé Primaire Secondaire Universitaire
Herboriste Guerisseur Commun
Répartition selon le milieu | Urbain Rural
Nom de la Plante 1 Maceratin = | Mode d'admimsstration: Oral ©  Massage ©  Rungage o
Décoction o |Badigeonnage o
Infusion = AUIes O
Plante achetéé Plante donnée Plante ceuillie

Partieutilisées: Tige = Flewrs © Fruts ©  Grame = Ecorce © Rhizome =  huwile =
Bulbe = Feulles =  Plante entiére =

Usage pour :
Adulte = enfant = homme o Femme =
Efficace =) Moyen = Faible o Non efficace o
Information sur les | Lecture a Expérience personnelle o Expérience des autres o
plantes
Nom de la Plante 2 Maceratin = | Mode d'adoumstration: Oral ©  Massage = Rungage ©
Décoction o | Badigeonnage o
Infusion o |Autres o ...
Plante achetéé Plante donnée Plante ceuillie

Partieutilisées: Tige o Flews © Fruts ©  Grame o Ecorce ©  Rhuzome = huile ©
Bulbe = Feuilles o Plante entiére o
Autres combinmsons o

Usage pour :

Adulte © enfant o homme o Femme =

Efficace o Moyen o Faible o Non efficace (=
Information sur les | Lecture o Expérience personnelle o Expérience des autres o
plantes




