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Résumeé

Ruta graveolens, Awermi en berbére et Fidjel en dialecte arabe. Une plante herbacée de
la famille des Rutacées, tres répondue en Algérie. Utilisée en médecine traditionnelle pour
traiter plusieurs troubles notamment en ophtalmologie, rhumatologie et traumatologie.
L’objectif de cette étude consiste a effectuer une analyse phytochimique de I'extrait
hydroéthanolique de la partie aérienne de cette plante et a évaluer son potentiel antibactérien
in vitro contre la croissance de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae.. le rendement de I’extrait hydroéthanolique a été estimé de 17,07 %.
Les diamétres d'inhibition et les concentrations minimales inhibitrices ont été mesurés en
utilisant les techniques de diffusion en milieu solide et de dilution en milieu liquide. Des tests
de caractérisation basés sur des réactions physico-chimiques ont été utilisés pour effectuer le
criblage phytochimique. Les diamétres d’inhibitions de 1’extrait pure étaient compris entre
13,77 mm et 16,16 mm. Les valeurs de CMI variaient de 25 a 50 mg/mL. Le rapport
CMBJ/CMI indique un effet bactéricide sur les souches bactériennes testées. L'analyse
phytochimique a révélé la présence de flavonoides, de saponosides, de tanins catéchiques, de
terpéne et de stéroides et 1’absence des quinones, alcaloides et des tanins galliques. Selon
cette recherche, il a été démontré que l'extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens posséde

une bonne activité antibactérienne et renferme diverses familles de substances chimiques.

Mots clés : Ruta graveolens, extrait hydroéthanolique, screening phytochimique, activité

antibactérienne, métabolites secondaires.



Abstract

Ruta graveolens, Awermi in Berber and Fidjel in Arabic dialect. A herbaceous plant of
the family Rutaceae, very much responded in Algeria. Used in traditional medicine to treat
several disorders including ophthalmology, rheumatology and traumatology. The objective of
this study is to perform a phytochemical analysis of the hydroethanolic extract of the aerial
part of this plant and to evaluate its antibacterial potential in vitro against Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. The yield of
hydroethanolic extract was estimated at 17.07%. Inhibition diameters and minimum
inhibitory concentrations were measured using solid medium diffusion and liquid medium
dilution techniques. Characterization tests based on physicochemical reactions were used to
perform phytochemical screening. The DIs of pure extract ranged from 13.77 mm to 16.16
mm. Minimum inhibitory concentrations values ranged from 25 to 50 mg/mL. The
CMB/CMI ratio indicates a bactericidal effect on the bacterial strains tested. A
phytochemical analysis revealed the presence of flavonoids, saponosides, catechetical
tannins, terpene and steroids. Based on this research, hydroethanolic extract of Ruta
graveolens has been shown to have a strong antimicrobial capacity and contains various

families of chemicals.

Key words: Ruta graveolens, hydroethanolic extract, phytochemical screening, antibacterial
activity, secondary metabolites.
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Introduction

Les plantes médicinales ont longtemps été une source importante de substances
thérapeutiques, surtout dans les pays en développement. Les connaissances sur les vertus et
risques des plantes medicinales ont été construites sur des croyances traditionnelles propres a
chaque culture, évoluant empiriquement au fil des siecles.. En effet, leurs propriétés
thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voir de milliers de composés naturels

bioactifs appelés les métabolites secondaires (Boudjouref et al, 2011).

L'Afrique dispose d'une grande biodiversité végétale, avec de nombreuses especes
utilisées traditionnellement a des fins médicinales. Malgré les progres de la pharmacologie
moderne, l'usage thérapeutique des plantes médicinales reste trés répandu dans certains pays
africains. L'Algérie est reconnue pour sa biodiversité végeétale abondante, notamment en ce
qui concerne les plantes médicinales qui jouent un r6le déterminent dans la médecine
traditionnelle. Le genre Ruta, largement répandu dans les régions semi-arides du pays, est un
exemple notable de ces plantes médicinales. Les espéces de Ruta, telles que Ruta graveolens
et Ruta chalepensis, sont largement utilisées en médecine traditionnelle en Algérie en raison

de leur richesse en molécules bioactives aux propriétés thérapeutique (Gali, 2014).

La rue fétide, ou Ruta graveolens, est une plante herbacée de la famille des Rutacees.
Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter divers troubles, tels que les
troubles digestifs, les ulceres, les brilures, les infections respiratoires, ainsi que les infections
urinaires et génitales. Cette plante est également utilisée en homéopathie pour ses propriétés

anti-inflammatoires, antimicrobiennes et antifongiques.

Plusieurs études ont été menées sur Ruta graveolens en raison de ses propriétés
antioxydantes et antibactériennes (Saadi Saeed, 2023 ; Ncibi, 2023 ; Teklit et al, 2015 ; Al-
Shhab et al, 2022 ; Najim et al, 2021 ; Tarique et al, 2016), antifongique (Manso et al,
2021) , insecticides (Barbosa, 2011), anti-inflammatoires (Alyami et al, 2024 ; Mokhtar et
al, 2022) et aussi anti-tumorales (Valle et al, 2022).

Ces pour ces différentes raisons, nous avons choisi Ruta graveolens .La présente étude
vise a étudier les activités biologiques et a évaluer le potentiel antibactérien de I'extrait

hydroéthanolique de Ruta graveolens de la région de Hammamet, Tébessa.

La premiére partie de notre mémoire comprend une étude bibliographique qui est divisée

en deux chapitres. Dans le premier chapitre, on aborde la description botanique générale, la
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classification, la composition chimique, ainsi que l'intérét thérapeutique et la toxicité de la

plante étudiée. Le deuxieme chapitre aborde les métabolites secondaires.

La Partie expérimentale présente le matériel et les méthodes utilisées pour I’extraction
hydroéthanolique et le criblage phytochimique, les résultats obtenus ainsi que leur discussion
et une conclusion.
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Chapitre I :

Presentation de la plante etudiee

« Ruta graveolens »




Présentation de la plante étudiée

I- Description systématique de Ruta graveolens

La famille des Rutaceae a été décrite pour la premiére fois en 1782 par Durande, puis en
1789 par A.L Jussieu. Elle est considérée comme la plus grande famille de I'ordre des
Sapindales avec environ 2100 espéces répertoriees dans environ 154 genres. (Marc et al,
2021) dont les plus importants sont: Zanthoxylum, Melicop, Agathosma, Boronia, Citrus,
Ruta (Botineau, 2010) Pratiquement 25 genres et plus de 80 espéces de cette famille ont été

jusqu’ici rapportés d’Inde (Sharma, 1993).

Ce sont des arbustes, des arbres, ou parfois des herbes, parfois grimpants ou scandants,
avec des huiles volatiles aromatiques contenues dans des glandes visibles a la surface des
feuilles, des jeunes rameaux, des inflorescences, des parties florales, des fruits ou dans les
graines. Feuilles alternes, opposées (ou verticillées), simples (pétiole ni gonflé apicalement ni
articulé avec le limbe de la feuille). Fleurs hermaphrodites, avec des tépales indifférenciées.
Les sépales sont séparés ou se contractent sur toute leur longueur. Les pétales se contractent
pour une partie de leur longueur ou sont distincts ou rarement cohérents. (Zhang Dianxiang
et al, 2010).

1- Ruta graveolens

Ruta Graveolens ou la rue officinale, est un sous-arbrisseau de la famille des rues qui
mesure environ 1 meétre de haut, trés ramifiée avec une base ligneuse. Les feuilles sont
glauques, semi-persistantes, alternes, pennatiséquées (souvent trilobées) et Iégerement
charnues. Les fleurs sont jaune terne de 4 a 5 pétales en grappes (corymbes aplatis)
fleurissent au-dessus du feuillage au début de I'été (Kannan, 2012). Elle se caractérise par
une odeur forte, acre et pénétrante émise par les huiles contenues dans les poches
schizolysogenes a la surface des feuilles (Doerper, 2008).

Bien qu’elle soit reconnue comme plante vénéneuse, la rue est aussi souvent utilisée en
médecine populaire comme emménagogue, antispasmodique, antiépileptique vermifuge et
sudorifique (Narel et al, 2020). Ses valeurs médicinales sont dues aux nombreux métabolites
secondaires tels que les alcaloides d'acridone, les coumarines, les substances volatiles, les
terpénoides, les flavonoides, la furoquinoline, les saponines, les tanins et les glycosides
(Auday et al, 2021).
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Présentation de la plante étudiée

Figure 01: Ruta graveolens : a) les feuilles de Ruta graveolens. B) les fleures de Ruta

graveolens (Jinous et al, 2012).
2- Nomenclature

Ruta provient du grec 'rhyté' qui signifie 'sauver', ‘prévenir', ou de 'red' qui signifie 'qui
coule', probablement en référence a ses vertus emménagogues. Le terme 'graveolens' est
dérivé du latin 'gravis' qui signifie puissant et du verbe 'ollaire' qui signifie sentir, donc une

odeur forte et désagréable. (Doerper, 2008).
Les principales appellations de Ruta graveolens :

e En francais : Herbe de Grace, Rue fétide, Rue malodorante (Akbar, 2020)
e En anglais : Garden rue, Herb of Grace (Akbar, 2020)

e En Tamazight: Awermi (Zidat, 2016)

e En arabe : Fidjel (Hammiche, 2013)

3- Taxonomie de la plante Ruta graveolens

La position systématique de 1’espéce Ruta graveolens selon (Takhtajan, 2009).
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Présentation de la plante étudiée

Tableau 01 : Position systématique de la plante Ruta graveolens (Takhtajan, 2009).

Régne Plantae

Sous regne Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Sous division Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

Super ordre Rutanae
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Ruta

Espéce Ruta graveolens .L

4-Constituants chimiques de R. graveolens

Plus de 100 composés ont été identifiés dans Ruta graveolens, avec une grande
variabilité de nature et de teneur selon 1’espéce, le stade de développement ainsi que la
distribution géographique (Hammiche, 2013).Parmi les constituants, on distingue :
impératorine, bergapten, xanthotoxine, rutine, psoraléne, et isoimperatorin. Les jeunes tiges et
les feuilles contiennent les saponines, phénols, aminoacides, flavonoides, alcaloides. Les
principales composantes d’huiles essentielles obtenues a partir de fruits, de fleurs et de

feuilles sont 2-nonyl acetate, 2-Undecanone, and 2-nonanone (Shamal et al, 2020).
5-Utilisation populaire et thérapeutique de Ruta graveolens

Ruta graveolens, plus connue sous le nom de rue officinale, Originaire d'Europe du Sud-
Est et d'Asie de I'Ouest, elle est souvent cultivee comme plante ornementale mais aussi
utilisée depuis I'Antiquité a des fins médicinales. Les anciens Egyptiens, les Grecs et les
Romains utilisaient fréquemment cette plante aromatique. Son utilisation est mentionnée pour
la premiére fois a I'époque d'Hippocrate, qui conseillait Ruta graveolens pour ses propriétés

médicinales. La plante a été employée au fil du temps pour soigner différentes affections.
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R. graveolens a longtemps servi de médecine folklorique pour traiter différentes
affections telles que des problémes oculaires, des rhumatismes, des luxations, des foulures
des tendons, des varices et des conditions cutanées comme le psoriasis et I'eczéma, des
dermatites et de nombreuses autres affections inflammatoires. (Ratheesh et Helen, 2007)
(Tableau 02).

Ruta graveolens est utilisée pour soigner la paralysie, les troubles nerveux et les douleurs
articulaires. En lavement, on utilise la décoction de Ruta graveolens pour soulager les
flatulences, les colites, ainsi que les colites flatulentes. Il est bénéfique pour les douleurs
thoraciques liées a la pneumonie et a la pleurésie grace a son effet analgésique. Il est efficace
dans le traitement de la goutte, de I'arthrite, de la sciatique, des coliques flatulentes et de la
dyspnée. On peut soigner I'nydropisie avec la pate de cette feuille de plante, appliquée sur
I'abdomen. Il est aussi bénéfique pour les affections de la vessie et des reins et contribue a
maintenir les fonctions normales de ces organes. Pour soigner I'aménorrhée, les feuilles de
Ruta graveolens sont utilisées sous forme de suppositoire ou de tampon et appliquées par

voie extra vaginale ou administrées par voie orale sous forme de sirop (Shamal et al, 2020).

Tableau 02 : Quelques usages traditionnels du Ruta Graveolens (Rodolphe et al, 2000).

Espéce Partie utilisée
Feuilles, plante Inhalation | Digestive, abortive, sédative,
entiére emménagogue, antiviral

Antirhumatismale,

Antihelminthique
Ruta

| plante entiére Orale Emmeénagogue,
graveolens ] ]
antispasmodique

Feuilles Phlébites, varices, épilepsie,
problémes nerveux,

maladies de "utérus

6-Toxicité de la plante Ruta graveolens

Ruta graveolens contient des substances telles que les coumarines, les alcaloides et les
flavonoides localisées dans les différentes parties de la plante, et respensables de la majorité
des actions toxiques (hammiche, 2013). Les huiles volatiles de cette plante peuvent causer

des gastrites séveres, des vomissements ainsi que des convulsions. (James, 2002).
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Les métabolites secondaires

I-Les métabolites secondaires des plantes aromatiques et médicinales

Les propriétés curatives de certaines plantes sont bien connues. Mais les composants
actifs responsables des effets thérapeutiques des plantes n’ont été isolés et étudiés que

récemment.
1-Les Alcaloides

Les alcaloides constituent I’un des groupes d’éléments actifs les plus importants de la
matiere médicale. Il s'agit généralement de bases azotées hétérocycliques présentant une
activité pharmacodynamique importante (Oullali, 2018). Insoluble ou peu dans I'eau, mais
soluble dans les alcools, les éthers, les acides et I'ammoniac. (Aref, 2015). La classification
des alcaloides peut étre déterminée par leur structure chimique, leur voie biochimique ou leur
origine naturelle. D'un point de vue biosynthétique, ils peuvent étre divisés en trois grandes
catégories : les vrais alcaloides, proto-alcaloides et pseudo-alcaloides (Bruno, 2020).

2-Les Terpénes et Stéroides

Les terpénes sont un type de molécule d'hydrocarbure produite par de nombreuses
plantes. Ils sont constitués d’un ensemble de 5 unités de carbone appelé isopréne, ils sont
donc toujours formés d’un multiples de 5 atomes de carbone (Sophie, 2021) .Ces molécules
sont surtout utilisées pour leurs arémes et leurs odeurs diverses mais elles sont de plus en plus

étudiées pour leurs effets thérapeutiques.

Les stéroides sont dérivés des terpénes, plus précisément des triterpénes (C30). Le
précurseur de ces molécules est le squelette squaléne, qui se cyclise. Au cours de ce
processus, le stéroide perd des unités de carbone et possede finalement un squelette

tétracyclique et 27, carbones (Sophie, 2021).
3- Les Flavonoides

Les flavonoides représentent un groupe de plus de 6 000 composés naturels présents
presque universellement dans les plantes vasculaires (Ghedira, 2005). Ce sont des pigments
polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune orange
et rouge (Oullali, 2018). Les flavonoides sont composés du méme élément structurel de base
: deux cycles benzéniques (cycles A et B) reliés en une chaine droite contenant trois atomes

de carbone formant un hétérocycle oxygéné (Emeraux, 2019). Les flavonoides ont des effets

Page 7



Les métabolites secondaires

antioxydants, anti-inflammatoires et antiviraux ou encore des effets sur la circulation

sanguine et la protection du foie (Coste, 2015).

3.1-Classification des flavonoides

La classification des flavonoides est basée premierement sur la position du carbone liant
les cycles B et C ; on parle d’isoflavones quand les cycles B et C sont reliés au niveau du 3°™m
carbone, lorsqu’ils sont reliés au 4°™ carbone, on parle ici de néoflavonoides. Lorsque ils
sont reliés au 2°™ carbone, on divise les flavonoides pour la 2°™ fois selon le degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C, on trouve: flavones, flavonols, flavanones,

flavanonols, flavanols, anthocyanidines et chalcones (Rousserie, 2019).
4-Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles de poids moléculaire
relativement élevé présents dans la majorité des plantes a des degrés plus ou moins élevés
.ceux ci donnent un gout amere a la plante (Oullali, 2018). Les espéces a haute teneur en
tanins sont beaucoup utilisées pour resserrer les tissus laches, tels que les vaisseaux sanguins
dans les varices et les tissus mous des fibres intestinales ainsi que pour les affections

digestives : diarrhée, ulcere (Coste, 2015).

Aujourd’hui, on peut distinguer deux types de tanins : les tanins hydrolysables et les

tanins condensés (Boudjouref ,2011).

4.1-Les Tanins hydrolysables : Les tanins hydrolysables sont généralement composés
d’esters d’acide gallique et de ses dimeres (acide digallique, acide ellagique) et de
monosaccharides, le plus souvent le glucose. Ils sont connus pour leur goQt astringent et
sont souvent trouvés dans les fruits, les fleurs et les feuilles. Comme leur nom 1’indique,
ils sont facilement hydrolysables par les acides et les enzymes (tannase) en pyrogallol
(Rira, 2019).

o Tanins galliques : lls sont caractérises par leur propriété de se dissocier en
acide gallique et en glucose lorsqu’ils sont soumis a une réaction d’hydrolyse.
o Tanins ellagiques: forment de loin le plus grand groupe de tanins
hydrolysables connus, Ils sont caractérises par leur capacité a libérer de I’acide
ellagique aprés hydrolyse, ce qui les distingue des autres sous-groupes de

tanins.
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4.2- Les Tanins condenses : également connus sous le nom de tanins catéchiques,
proanthocyanidines ou proanthocyanidols, issus de la polymérisation d’unités flavan-3-
ols en dimeres, oligomeéres et polymeres hydroxylés en position 3s, non hydrolysables

ayant un poids moléculaire plus élevé que les tanins hydrolysables (Grasel et al., 2016).

Ces tanins sont solubles dans I'eau, l'alcool et I'acétone, mais ne peuvent pas étre
dissous dans les solvants organiques apolaires. Les propriétés bioactives de ces plantes
sont étudiées, en particulier dans le domaine de I'alimentation animale, ce qui offre des
bénéfices tels qu'une amélioration de I'efficacité alimentaire, un contrdle du parasitisme
gastro-intestinal et une modulation de la méthanogénes dans le rumen, ce qui contribue a

améliorer la santé et la productivité des animaux d'élevage. (Permal, 2017).

Des recherches sur les tanins ont démontré que la consommation réguliére d'infusions a
base de tannins pourrait grandement diminuer les cas de cancer de I'estomac et du poumon, et
ce, chez les personnes de tous les sexes (Rajasekar et al, 2021). On constate également que
les tanins condensés, a une faible dose, ont une activité importante contre de nombreuses
souches bactériennes. Il a été rapporté que les tannins inhiberaient la prolifération bactérienne
de Staphylococcus aureus, Streptococcus pnumonia, Bacillus anthracis, Shigella dysenteriae
et Salmonella senftenberg (Sieberi et al, 2020).

5- Les Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles aromatiques dont la structure comporte le
noyau benzo-a pyrone (coumarine) résultant de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis
cinnamique, dotées d’odeurs qui se rapprochent de la vanilline largement employées en
parfumerie. Présentes chez les Dicotylédones et abondantes dans certaines familles
Rutaceae, Fabaceae, Apiaceae, Oléaceae, Loganiaceae, Solanacea. En fonction de la
substitution effectuée dans le cycle benzopyrane, les coumarines présentent diverses activités
biologiques, comme I’activit¢  antifongique, antitumoral, antiplaquettaire, inhibiteur
multienzymatique, antiviral, anti-inflammatoire, anticoagulant, diurétique, analgésique.
(Mahdjoub, 2020).
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6-Les Saponosides

Les saponines ou saponosides, une classe de métabolites secondaires appartenant au
groupe des hétérosides, caractérisées par une structure apolaire cyclique, appelée génine ou
aglycone, sur laquelle s‘articule une ou plusieurs chaines osidiques.ils sont rencontrés
fréeguemment chez la majorité des plantes, particulierement chez les angiospermes (Petit,
2020). Trés moussantes et constituent d’excellents émulsifiants grace a son pouvoir tensio-
actif. La capacité de transformer les matiéres fermes en matieres fluides est leur principale
propriété (Oullali, 2018).

Les saponosides sont généralement des composés tres polaires et souvent présents dans
la plante sous forme de mélanges complexes. De plus, ils ont un large éventail de
caractéristiques immunomodulatrices, cytotoxicité, et anti-tumorale (Kissoum et Khalfaoui,
2015). .Selon plusieurs revues, ils existent dans les plantes sous forme biologiquement active

et sont impliqués dans la phyto-protection antimicrobienne (Mahenina, 2014).
7-Les Quinones

Les quinones sont des composeés organiques constitués d’un noyau benzéne substitué par
deux groupements oxo en 1,2 ou 1,4 (ortho ou para-quinones) et le plus souvent par d’autres
groupements cycliques ou aliphatiques (Cassagnes, 2015). Souvent rencontrés dans le
systeme biologique et enzymatique. Ce sont des composés ubiquitaires naturels
indispensables aux organismes vivants. Cependant leur métabolisation est considérée comme

toxique en raison de leur réactivité (Chhour, 2020).
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Matériels et Méthodes

I-Objectif du travail

L’ensemble de ce travail a été effectué au sein du laboratoire de microbiologie du
département de Biologie appliquée de la faculté des sciences exactes et sciences de la nature
et de la vie, de I’Université Larbi Tébessi —Tebessa- du mois de février 2024 jusqu’au 29
avril 2024. L’objectif de notre travail est d’évaluer le potentiel antibactérien d’une plante
médicinale de la famille des Rutacées largement utilisée en médecine traditionnelle. Afin

d'atteindre cet objectif, I'analyse s'est concentrée sur les étapes suivantes :

> Déterminer les métabolites secondaires présents dans la plante par un screening
phytochimique.

> Déterminer le rendement de I’extrait hydroéthanolique.

> Etude de I’activité antibactérienne de ’extrait hydroéthanolique de la plante Ruta
graveolens sur 4 souches bactériennes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis par diffusion sur milieu solide:
Aromatogramme.

» Determination de la concentration minimale inhibitrice et bactéricide de I’extrait

hydroéthanolique vis-a-vis Les souches bactériennes testées.
I1- Matériel et méthodes
1-Matériels
1.1- Matériel végétal utilisé

Notre travail est porté sur les parties aériennes (Feuilles et sommités fleuries) d’une

espéce de plante aromatique et médicinale : Ruta graveolens (Figure 02).

Figure 02 : Ruta graveolens (photos personnelles, 2024)
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La plante a été récoltée le 05 fevrier 2024 dans la région de Hammamet, la Wilaya de
Tébessa. Les coordonnées géographiques de la zone de récolte sont représentées dans le
(Tableau 03).

Tableau 03 : Les coordonnés géographiques de la zone de récolte de la plante

Nom scientifique de Coordonnées )
’ . Date de la récolte
la plante géographiques
Ruta graveolens Hammamet -Tébessa 35,4602035 05 février 2024
7,9665437
g Tébessa
#
f:L,‘ \I\I ,}
g o
3 \)
s e

| N ~ Hammamet

A : la position de la wilaya de Tébessa sur la carte
de ’Algérie

B : Position de la commune de Hammamet sur la
carte de Tébessa

C : photo du point de récolte de la plante

Figure 03 : Localisation du site de récolte de la plante Ruta graveolens (Google Maps, 2024)
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1.2-Les souches bactériennes testées

Dans notre étude, nous avons utilisé des souches bactériennes fournies par I'American
Type Culture Collection (ATCC) (Tableau 04).

Tableau 04 : Tableau descriptif des différentes souches bactériennes testées.

La souche bactérienne La famille La forme Gram Références
Escherichia coli Enterobacteriaceae bacille négatif ATCC 8739
Klebsiella pneumoniae | Enterobacteriaceae bacille negatif ATCC 1311
Staphylococcus aureus Staphylococcaceae Coque Positif ATCC 6538
Bacillus subtilis Bacillaceae bacille Positif ATCC 6633

1.3- Les milieux de culture utilisés
Les milieux de culture utilisés dans notre étude sont représentés dans le (Tableau 05)

Tableau 05 : Tableau récapitulatif des milieux de culture utilisés

Les milieux de cultures Utilisation

) . ¢ Revivification et enrichissement des
Bouillon nutritif (BN)

souches bactériennes testées

Gélose nutritive (GN) e Repiquage des colonies

e Déterminer les concentrations
Bouillon Muller Hinton (BMH) minimales inhibitrices (CMI) par la

méthode des dilutions
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e Etude de la sensibilité des bactéries

Gélose Muller Hinton (MH) aux agents antimicrobiens :
aromatogramme

2- Méthodes

2.1- Traitement de la plante étudiée

Le Matériel végétal est d’abord séché a température ambiante ne dépassant pas 40°C a
I’abri de la lumiére solaire, dans un endroit sec et bien aéré pendant 20 jours. Puis moulu
dans un moulin électrique et tamisé¢ jusqu’a 1’obtention d’une poudre trés fine de couleur

verte. Enfin conservé dans une boite hermétique. (Figure 04).

Figure 04 : les feuilles de Ruta graveolens avant et aprés mouture

(Photos personnelles, 2024).

2.2- Extraction hydroéthanolique de la plante Ruta graveolens
2.2.1- Préparation de I’extrait hydroéthanolique

L'extraction éthanolique est une technique couramment utilisée pour extraire les
composés bioactifs des plantes médicinales. Elle consiste a utiliser I'éthanol comme solvant
pour solubiliser et extraire les molécules actives presentes dans la plante. Des études ont
montré que l'extraction avec de I'éthanol permet d'obtenir des extraits riches en composés
phénoliques, présentant des activités biologiques intéressantes, notamment des propriétés

antioxydantes et antibactériennes.
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Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Hamia et al.,
2014)

e La macération

Macérer 70g de la poudre de la plante Ruta graveolens avec 500mL d’un mélange
éthanol/eau distillée (80/20 v/v) dans un bécher enrobé de papier d’aluminium puis laisser

agiter a I’aide d’un agitateur magnétique pendant 40min (Figure 05).

Figure 05 : Macération de I’extrait hydroéthanolique de la plante Ruta graveolens
(Photos personnelles, 2024).

e Filtration

Filtrer le macérat obtenu a I’aide d’un papier Wattman n°1.Reprendre le résidu de la
macération précédente par 500 mL de la solution éthanol/eau distillée et laisser sous agitation

pendant 24h. Répéter 1’opération précédente de la filtration avec la deuxieme macération
(Figure 06).

Figure 06 : Filtration du macérat de la plante Ruta graveolens (Photo personnelle, 2024)
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e Evaporation

Transférer les deux macérats de la plante R.graveolens dans un ballon a col rodé pour

les évaporer a sec sous pression réduite, a 1’aide d’un Rotavapor a une température de 44°C.

Placer I’extrait hydroéthanolique obtenu dans une étuve de 40°C pendant 48h pour le sécher

complétement. Peser et stocker I’extrait dans un réfrigérateur a une température de 4°C

(Figures 07 et 08)

Figure 07 : Evaporation de ’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens

(Photos personnelles, 2024).

70g de la poudre fine de Ruta graveolens

\

)

1% macération sous agitation 40 min

)

2°M macération pendant 24h

A 4

| > Résidus Récupération avec 500ml
18 filtration - éthanol/eau distillée
»  Filtrat 01 Filtrat 02 Reésidus
| I
v
Evaporation a I’aide de Rotavapor 44°C Jeté

Extrait hydroéthanolique sec (la conservation fait a 4°C)

Figure 08 : Diagramme d’extraction hydroéthanolique de Ruta graveolens.
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2.2.2-Détermination du rendement de I’extrait hydroéthanolique

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.
Pour calculer le rendement, il faut connaitre la masse de matiére végétale seche initiale et la
masse d'extrait brut final, puis faire le rapport en pourcentage. Le rendement d’extraction

hydroéthanolique est calculé suivant la formule ci-dessous (Boucherit, 2014)

R% = Me / Mé x 100

R% : rendement en pourcentage.

Me : masse de I’extrait sec en gramme.
Meé : masse de I’échantillon en gramme.
2.3- Screening phytochimique

2.3.1- La recherche des flavonoides

Verser 50mL d’eau distillée bouillante sur 5g de la poudre préalablement préparée et
laisser infuser pendant 30min. Apres filtration, verser dans 3 tubes & essai 6mL d’infusé a
raison de 2mL par tube. Ajouter dans chaque tube 1mL de NaOH, 1mL de HCI
concentré ,ImL d’eau distillée et quelques coupeaux de magnésium. L’apparition d’une

couleur rose orangé indique la présence des flavonoides (EL-Haoud et al., 2018).

2.3.2- La recherche des Saponosides

Etant donné qu’ils sont hydrosolubles, les saponosides sont extractibles par 1’eau.

Pour la préparation d’un décocté de 2%, mélanger dans un Erleine Meyer 5g de la
poudre du matériel vegetal avec 50mL d’eau distillée et maintenir une ébullition pendant 30
min. Aprés refroidissement et filtration, verser 5SmL de filtrat dans un tube a essai, Ajouté
5mL de I’acide sulfurique dilué puis agiter dans le sens de la longueur du tube pendant 15

secondes a raison de 2 agitations par seconde.L’apparition d’une mousse de lcm de hauteur,
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persistante apres 15 min indique la présence des saponosides (Mecheri et al., 2023 ; EL-
Haoud et al., 2018)

2.3.3- La recherche des Tanins

Verser 50 mL d’eau distillée bouillante sur 5g de la poudre du matériel végétal et laisser

infuser pendant 30min, puis filtrer a 1’aide d’un papier filtre.

e Les Tanins galliques : dans un tube a essai saturé en acetate de sodium, ajouter 2mL
de filtrat et deux goutes de Chlorure Ferrique (FeCI3) a 1%. L’apparition d’un
Précipité bleu-noir indique la présence des tanins galliques. (Mecheri et al., 2023)

e Les Tanins catéchiques : , ajouter 2mL de filtrat et deux goutes de Chlorure Ferrique
(FeCl3) a 1%. L’observation d’une couleur vert bleuté indique la présence des tanins
catéchiques.

2.3.4- La recherche des Quinones

Humecter 5g de matériel végétal en poudre de quelques gouttes de HCI, puis ajouter
10mL d’éther de pétrole. Laisser poser 1h puis filtrer. Ajouter dans un tube a essai 2mL de
filtrat et 2mL de NaOH a 10%. La présence de quinones est mise en évidence lorsque la

phase aqueuse vire au rouge ou violet (EL-Haoud et al, 2018).
2.3.5- La recherche des Alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées agissant comme des bases donnant des
réactions de précipitation : en solution acide (pH 1 et 2), I’interaction des sels d’alcaloides
avec les composés iodés des métaux lourds donne des précipités colorés caractéristiques
(Mecheri et al, 2023).

Mélanger 200mg de la poudre de Ruta graveolens avec 10mL d’acide sulfurique a 10%.
Agiter le tout pendant 2min puis filtrer. Placer 2mL de filtrat dans 3 tubes a essai. Ajouter
dans le premier 2mL de réactif de Mayer, dans le deuxiéme 0.5mL de réactif de Wagner et
conserver le troisieme comme témoin. L’apparition d’un précipité blanc ou brun, révele la

présence d alcaloides.
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2.3.6- La recherche des Terpénes et stéroides

Macérer 5g de la poudre de Ruta graveolens dans 100 mL d’éther de pétrole pendant
24h, filtrer la solution puis I'évaporer au bain de sable a température (0 a 90 C). Placer dans
un tube a essai le filtrat et ajouter 1mL de chloroforme et 1mL d’anhydride acétique.
L’apparition de couleur pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique la présence des
stéroides (EL-Haoud et al., 2018). Ajouter quelques gouttes de 1’acide trichloracétique, la

formation d’un anneau marron-rouge indique la présence des terpénoides (Khan, 2011).
2.4- Revivification microbiologique et contrdle de pureté

2.4.1- Revivification et repiquage des souches testées

Le processus de revivification en microbiologie implique le rajeunissement des souches
microbiennes pour obtenir une culture jeune et pure. Afin de pouvoir utiliser les souches,
prélever aseptiquement un échantillon des souches conservées a l'aide d'une anse de platine
stérile. Inoculer dans des tubes a essai contenants du BN puis les incuber a 37°C pendant 24h.
Repiquer les souches a partir des cultures contenues dans le bouillon nutritif sur le milieu GN
et laisser incuber a 37°C pendant 24h (Figure 09).

Figure 09: Revivification et repiquage des souches testées (Photos personnelles, 2024).
2.4.2- contrdle de pureté des souches

Apreés revivification et repiquage, on a effectué une coloration de Gram pour chacune des
souches afin de confirmer leurs puretés. Etaler sur une lame une goutte d’eau physiologique
et une colonie bactérienne. Sécher la lame sur la flamme du bec bunsen. Ajouter le violet de
gentiane pour la coloration initiale, laisser 60sec puis rincer a I’eau distillée. Appliquer du

lugol pour fixer la coloration, laisser agir 60sec puis rincer. Ajouter quelques goutes d’alcool
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pour décolorer les bactéries, laisser poser 10sec a 15s puis rincer. Pour la derniere étape de la

coloration, ajouter la fuchsine pour la contre coloration. Laisser agir 60sec et rincer.

2.5- Evaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait hydroéthanolique de Ruta
graveolens

2.5.1- Méthode de diffusion sur disque (Aromatogramme)

Le potentiel antibactérien est mesuré en utilisant la technique de diffusion sur un milieu
gélosé : I'Aromatogramme (Migheri et al., 2010). 1l s'agit d'une gélose ensemencée d'une
suspension bactérienne, puis de déposer des disques de papier Wattman n°1l avec l'extrait
hydroéthanolique a tester. Aprés incubation, une zone d'inhibition de la croissance
bactérienne, connue sous le nom d'halo d'inhibition, se forme autour des disques. L'activité

antibactérienne de I'extrait hydroéthanolique est proportionnelle au diametre du halo.
e Préparation de la suspension mére

Mélanger 1g de D’extrait hydroéthanolique brut avec 1mL de Diméthylsulfoxyde
(DMSO), transférer le mélange dans un tube a essai stérile pour une bonne homogénéisation
a laide d’un vortex. (Figure 10).

Figure 10 : Préparation de la suspension mere (Photos personnelles, 2024)

e Préparation des dilutions

Dans cing tubes Eppendorf stériles, préparer a partir de la solution mére des dilutions
(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32). Déposer dans tous les tubes 10ul de DMSO, ajouter dans le 1"
tube 10ul d’extrait hydroéthanolique brut, ¢a correspond a la dilution 1/2. Prendre 10pl
de cette dilution et la mettre dans le deuxiéme, et ainsi de suite (Figure 11).
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Figure 11: Les dilutions de I’extrait préparées pour I’¢tude quantitative de I’activité
antibactérienne (Photo personnelle, 2024)

e Préparation de I’inoculum

Il est nécessaire de réaliser une activité antibactérienne sur des souches bactériennes
jeunes en plein phase de croissance .Les souches sont réactivées en utilisant la technique des
stries sur gélose nutritive pré-coulée dans des boites de pétri, puis incubées a une température
de 37°C pendant 18 a 24 heures.

Prélever quelques colonies bactériennes isolées a l'aide d'une anse de platine ou d'une
pipette Pasteur, les transférer dans un tube contenant environ 10mL de I'eau physiologique
stérile. Homogénéiser la suspension bactérienne en agitant doucement le tube en ajustant la
turbidité de la suspension a la concentration souhaitée, généralement 0,5 sur I'échelle de
McFarland (Annexe) soit une densité optique égale a 0.08 a 0.10 a une longueur d’onde de
625 nm correspondant a 108 UFC /mL. (Fenghour et al, 2021).

e Préparation des disques

Découper du papier Wattman n°1 ou du papier buvard en disques de 6mm de diameétres.
Les mettre dans une boite hermétiquement fermée et autoclaver 15 a 20 min a une
température de 121°C pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes
(Figure 12).

Figure 12 : Préparation des disques pour I’ Aromatogramme (Photo personnelle, 2024).
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e Ensemencement

Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé Mueller Hinton(MH) en surfusion dans
des boites de pétri a raison de 20 mL par boite. Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

Tremper 1’écouvillon dans la suspension bactérienne des souches testées: E.coli,
S.aureus, K.pneuloniae, B.subtilis , ’essorer sur les parois du tube puis frotter la gélose en
stries serrés en tournant la boite au fur a mesure de fagon a croiser les stries sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme, afin de couvrir toute la surface. Laisser sécher

pendant environ 15min (Figure 13).

Figure 13 : Ensemencement des souches bactériennes dans le milieu MH
(Photos personnelles, 2024).

2.5.1.1- Test préliminaire

A l'aide d'une pince stérile, déposer sur les boites de pétri déja ensemencées avec les
souches a tester en appuyant légérement trois disques stériles. Imbiber le premier disque par
10ul de la solution mére de I’extrait hydroéthanolique préalablement préparée, le deuxieme
par 10ul de DMSO et conservé le troisieme vide comme témoin. Incuber a une température
de 37°C pendant 24h.

2.5.1.2- Etude quantitative de I’activité antibactérienne de I’extrait hydroéthanolique de

R.graveolens aux différentes dilutions

Déposer dans les boites de Pétri ensemencées avec les souches testées 7 disques de
papier Wattman, imprégner le premier par 10l de DMSO, le deuxiéme par 10ul de I’extrait
hydroéthanolique brut et les cing disques restants avec 10ul de chaque dilution. Laisser les
boites incuber dans une étuve a 37°C pendant 24h (figure 14).
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Figure 14 : Dépot et imprégnation des disques (Photos personnelles, 2024).

2.5.1.3- Lecture des résultats

Aprés incubation des boites, utiliser un pied a coulisse pour mesurer les diameétres des
halos d’inhibitions qui ce sont formés autours des disques ou la croissance bactérienne est
empéchée. Ces diametres en millimétres sont proportionnels a la sensibilité des germes

étudiés.

La sensibilité des bactéries envers les différents composés est classée selon les diametres

des halos d’inhibition mentionnée dans le (tableau06).

Tableau 06 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition

(Mouas et al, 2017)

Degré de sensibilité des

Diamétre
germes
X< 8 mm Non sensible ou résistante -
8 mm <X< 14 mm Sensible +
14 mm<X< 20 mm Trés sensible ++
X>20 mm Extrémement sensible +++

2.5.2- Détermination de la CMI de I’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens par la

méthode de la microplaque
Nous avons opté le protocole de Yapo et al, 2020 avec quelques modifications.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme la plus faible
concentration (exprimée en microgrammes /mL) empéchant la croissance visible des souches
testées (Hacini et al, 2017). La détermination des CMI vis-a-vis les souches bactériennes est
réalisées par la technique de micro-dilution en milieu liquide a I’aide de microplaque a 96

puits. Préparer la solution mére en mélangeant 1 g de I’extrait hydroéthanolique brut avec
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100 mL de DMSO. Verser dans tous les puits de la microplaque 100ul de BMH. Ajouter dans
le premier puits des premiéres quatre lignes 100ul de la solution mere préalablement
préparée. Prélever 100l du 1° puits et le diluer dans le puits suivent, et ainsi de suite pour
I’obtention d’une gamme de dilutions 1/2. Ajouter 10 pL de la suspension bactérienne ajustée
a 0.5 Mac Farland dans chaque puits. Chaque ligne est réservée pour une seule souche
bactérienne, la 5°™ ligne est réservée pour le contrdle positif contentant BMH et I’inoculum,

et la 6°™ pour le contrdle négatif (Extrait et BMH). Incuber la microplaque 24h a 37°C.

2.5.3- Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de
substance qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. Prélever les contenus des puits qui
ne présentent aucun trouble visible et les ensemencer en stries sur gélose MH. Incuber
pendant 24h a 37°C (Yapo et al, 2020).

Les stries avec aucune croissance microbienne représentent la CMB. En se référant au

rapport CMB/CMI, I’effet antimicrobien peut €tre jugé comme suit :

e Rapport CMB/CMI <4 : effet bactéricide.
e Rapport CMB/CMI >4 : effet bactériostatique
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Résultats et discussion

1- Détermination du rendement de I’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens
Les valeurs du rendement obtenu sont représentées dans le (Tableau 07).

Tableau 07 : Valeurs du rendement de 1’extraction hydroéthanolique de R. graveolens

Rendement de
Poids de la poudre | Poids de PEHE sec I’extrait

en gramme (g) en gramme (Q) hydroéthanolique B

(%)

70 11.95 17.07 Vert foncé

L’extrait hydroéthanolique obtenu des feuilles et sommités fleuries de Ruta graveolens a
donné un rendement de 17,07%. Ce résultat est supérieur a celui de (Derbal et al, 2023) avec
un rendement de 16,36% et celui de la région de Bejaia avec un rendement 13.35% par
(Khima et Kichou, 2022). Largement supérieur a celui rapporté de la région de Morsott par

(Basset et Boumaagouda, 2020) qui ont trouvé un rendement de 7.37%.

Plusieurs travaux révelent que la diversification de rendement entre les extraits peut étre
influencée par plusieurs parameétres. 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 (Teklit, 2015).

2- le screening phytochimique

Le screening phytochimique de la plante Ruta graveolens nous a permis d’obtenir les

résultats présentés dans le tableau ci-dessous
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Tableau 08 : Résultats du screening phytochimique de Ruta graveolens

Présenc

e/absen  Couleurs ou autres

ce dans indicateurs de Résultats
la présence /absence

Les métabolites
secondaires

plante

Couleur Jaune

Les Flavonoides + N
rougeatre

Les saponosides + Mousse persistante

Absence de précipité

Les Alcaloides -
blanc ou brun

Absence de couleur

Les Quinones - -
Q violet

couleur pourpre

Les Terpenes et Stéroides + .
virant au bleu
. Absence de précipité
Galliques - precip
bleu-noir
Les Tanins
L Présence de couleur
Catéchiques +
bleu vert
+ : présence - absence

Page 26



Résultats et discussion

D’apres les résultats obtenus du criblage phytochimique, nous avons constaté la présence
des Flavonoides, Saponosides, Tanins catéchiques, Terpenes et Stéroides et ’absence des
Quinones, des Alcaloides et des Tanins Galliques.

Ruta graveolens contient les flavonoides en forte quantité, ce résultat d’analyse
phytochimique s’accorde avec ceux obtenus (Boudaba et Benabbes, 2022 ; Tarique et al,.
2016 ; Gouami et Nebili, 2020). Contrairement a (Teklit et al ., 2015), qui a marqué une

absence totale des flavonoides dans la méme espéce de plante.

On a marqué une absence totale des Alcaloides chez Ruta graveolens. Tandis que
(Boudaba et Benabbes, 2022 ; Tarique et al,. 2016 ; Gouami et Nebili, 2020) les ont

trouvé avec une forte teneur.

Ruta graveolens contient des saponosides, ce résultat ne s’accorde pas avec celui de la

région de Ain Zerga par (Gouami et Nebili, 2020) qui n’ont pas marqué leur présence.

On a constate la présence des Tanins Catéchiques, ce résultat est similaire avec celui de
(Boudaba et Benabbes, 2022) et (Gouami et Nebili, 2020). Contrairement au résultat de

(Teklit et al ., 2015), qui n’a pas montré leur présence.

On a marqué la présence des Terpénes et des Stéroides chez Ruta graveolens, nos
résultats s’accordent avec ceux de (Boudaba et Benabbes, 2022 ; Tarique et al,. 2016 ;
Gouami et Nebili, 2020) et se different de ceux de (Teklit et al ., 2015).

On a obtenu des résultats négatifs pour les Quinones et les Tanins Galliques. Nos
résultats sont concordants avec ceux de (Teklit et al ., 2015 ; Boudaba et Benabbes, 2022 ;
Gouami et Nebili, 2020).

3- Evaluation in vitro de P’activité antibactérienne de I’extrait hydroéthanolique de Ruta

graveolens
3.1- Controéle de pureté des souches

Les résultats de la vérification de la pureté des souches bactériennes sont présentés dans le
(Tableau 09).
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Tableau 09: Contrble de pureté des souches bactériennes testées

(Photos personnelles, 2024)

Souches bacteriennes testées Aspect microscopique apres coloration de Gram

Escherichia coli R
(Gram-) e
- N
Klebsiella pneumoniae X s
(Gram-) e
o * C
. R - P -
Staphylococcus aureus i
(Gram+) T
o S e ~
. . R “ZK )
Bacillus subtilis ¢ %  Eeme SR
. ; - R /’ ’ .
+ ‘Q'; _,»\ . ¢ A ot
(Gram+) R -
\(:\ E /"1(\ //

3.2- Evaluation de Dactivité antibactérienne de P’extrait hydroéthanolique de Ruta

graveolens.

Deux souches a Gram + et deux souches a Gram — ont été utilisées pour étudier le

potentiel antibactérien de ’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens.

Les résultats de I’évaluation de D’activité antibactérienne de 1’extrait hydroéthanolique

pure et dilué de Ruta graveolens sont représentes dans le tableau ci-dessous
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Tableau 10: Evaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait hydroéthanolique pure et dilué de Ruta graveolens

Diamétres des zones d’inhibition de I’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens I]Z;na(acz?
Souches
bactérienne
testées . Extrait hydroéthanolique dilué
Extrait
hydroéthanolique DMSO
pure 10pl Sul 2.5ul 1.25ul 0.625pl
Stapgzl‘;ﬁzccus 13,77¢0,87 | + |[9,36+0.35 | + | 8,070.50 | + | 6,56£0,72 | - | 6,43£0,81 | - 0 . 0
G+
Bacillus subtilis 16.16+0.14 ++ | 9,75+0,30 | + |8,01+0,22 | + | 7,37+0,88 | - | 6,42+0,46 | - | 6,18+0,21 | - 0
Escherichia coli 14.86+0.77 ++ | 9,49+0.66 | + | 7.42+0,11 | - | 6.34+0.42 | - 0 - 0 - 0
G- ,
Kleb5|ella_ 0 i 0 i 0 i 0 i 0 i 0 i 0
pneumoniae
(-) : Résistante. (+) : Sensible. (++) : Trés sensible. (+++) : Extrémement sensible
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D’apres les résultats obtenus dans le tableau 10, la variabilité des diametres des zones
d’inhibitions exprimées par 1’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens vis-a-vis des

souches testées indique qu’elles réagissent différemment avec I’extrait testé.

Nos résultats du test préliminaire ont montré que I’extrait hydroéthanolique de Ruta
graveolens eétait efficace pour inhiber la croissance de Staphylococcus aureus, Bacillus

subtilis et Escherichia coli, Cependant, Klebsiella pneumoniae semble lui étre résistante.

La plus grande zone d’inhibition est celle de B.subtilis, suivie d’E.coli, puis celle de
S.aureus avec des diameétres de 16.16+0.14 mm, 14.86+0.77 mm, 13,77+0,87 mm. Quant a k.

pneumoniae aucune zone d’inhibition n’a été observée.

Les résultats de 1’étude du potentiel antibactérien par différentes dilutions que nous
avons obtenu, ont montré que 1’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens a un effet plus

ou moins important sur les 03 souches.

La zone d'inhibition la plus élevée de B.subtilis, S.aureus et E.coli mesuraient
respectivement 9,75+0,30 et 9,36+0.35, 9,49+0.66 a 10ul/m. les souches bactériennes
B.subtilis et S.aureus ont montré une résistance a partir de 2.5ul. tandis qu’E.coli s’est
montrée résistante & 5S5ul avec un diamétre de 7.42+0,11. On constate que I’extrait

hydroéthanolique de Ruta graveolens a plus d’efficacité sur les Gram (+) que sur les Gram(-).

La résistance aux agents antimicrobiens est généralement plus élevée chez les bactéries
Gram-négatives que chez les Gram-positives. En effet, la membrane externe des bactéries
Gram-négatives est spécialement constituée de phospholipides et de lipopolysaccharides
(LPS). L'importance de cette structure réside dans sa capacité a protéger les bactéries contre

les agents antibactériens (Colucci et Cimaglia., 2020).

Nos résultats ne concordent pas avec ceux de (Derbal et al., 2023) qui ont montre une
grande efficacité de 1’extrait hydroéthanolique de la méme plante sur les différentes souches.
Proches de ceux de (Saeed et al., 2023) et compatibles avec ceux de (Najim et al., 2022)
montrant que 1’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens n’a pas d’effet inhibiteur sur
E.coli .Selon (Helal et al., 2019), I’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens montre un

manque d’activité antibactérienne contre E.coli, ce qui confirme nos résultats.
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3.3. Détermination de la CMI et la CMB de I'extrait hydroéthanolique de Ruta

graveolens

Aprés 24 heures d’incubation de la microplaque, nous avons observé un aspect claire,

limpide dans certains puits, et trouble indiquant une croissance bactérienne dans d’autres

puits (figure 15)

CMI

CMI

Figure 15 : Distribution expérimentale de la microplague pour les cing souches testées pour

la détermination de la CMI (Photo personnelle, 2024).
E : Escherichia coli ; S : Staphylococcus aureus ; B : Bacillus subtilis
C (-) : Control négatif ; C (+) : control positif

Les résultats des CMI et CMB des cing souches bactériennes sont présentés dans le

(Tableau 11).

Tableau 11 : Rapport de la CMB/CMI des trois souches testées

Extrait hydroéthanolique de

SOUCheS Ruta graveo'ens (mg/mL) Rapport ACt'V'té
bactériennes CMB/CMI antibactérienne
S.aureus 25 25 1 Bactéricide
B.subtilis 50 50 1 Bactéricide

E.coli 25 25 1 Bactéricide
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La CMI de S.aureus et E.coli est égale a 25mg/mL. Nos résultats sont supérieurs a ceux
de (Ncibi et al., 2023) qui a noté des valeurs de CMI 1.55mg/mL et 6.25 mg/mL . La CMI de
B.subtilis est égale a 50mg/mL. La différence des résultats pourrait étre attribuée au type

d’extrait. (Ncibi et al.,2023) a utilisé un extrait hydrométhanolique.

Différents éléments ont un impact sur la détermination de Il'activité antimicrobienne
(Tagnaout et al., 2016). Il est important de souligner que l'activité antimicrobienne de
I'extrait est plus importante lorsque la concentration minimale inhibitrice est faible
(Famuyide et al., 2019).. Si le rapport CMB/CMI est inférieur a 4, l'effet est qualifié de
bactéricide, tandis qu'il est considéré comme bactériostatique si ce rapport est supérieur a 4
(Yapo et al., 2020).. D'apres nos résultats, un effet bactéricide a été observe avec l'extrait

hydroéthanoligue de Ruta graveolens sur les souches bactériennes testées.

Page 32



Conclusion et

Perspectives




Conclusion et Perspectives

Les plantes médicinales constituent une source de molécules actives fiable et
predominante. Elles sont souvent utilisées dans le domaine médical en raison de leurs
propriétés thérapeutiques. Cette recherche vise a contribuer a la caractérisation
phytochimique et a évaluer in vitro Pactivité antibactérienne sur différentes especes

bactériennes.

Le rendement de I’extraction hydroéthanolique de Ruta graveolens a été estimé de
17.07%. Cette valeur est plus ou moins importante par rapport aux rendements obtenus chez

d’autres études sur la méme plante.

Un criblage phytochimique basé sur des réactions de caractérisation physico-chimique a
été réalise afin d’identifier les métabolites secondaires existants chez la plante étudiée. Les
tests phytochimiques ont révélé la présence de flavonoides, saponosides, tanins catéchiques,
les terpénes et les stéroides et 1’absence des quinones, des alcaloides et des tanins galliques
dans la partie aérienne de Ruta graveolens. Il est connu que ces composants possedent

différentes propriétés biologiques qui peuvent servir de remédes en médecine traditionnelle.

L’ensemble des résultats obtenus de 1’évaluation de 1’activité antibactérienne par la
méthode de 1’Aromatogramme indiquent que [I’extrait hydroéthanolique pure de Ruta
graveolens a une activité inhibitrice plus importante sur les bactéries a Gram (+) qui ont
montré une sensibilité plus ou moins importante avec des DI 13,77+0,87 mm et 16.16+0.14

mm que sur les bactéries a Gram (-).

La méthode de la microplaque a permis de déterminer les CMI. En effet les valeurs de
CMI et CMB sont identique pour les 2 souches bactériennes S. aureus, E.coli avec une
valeur de 25mg /mL. La valeur de CMI et CMB pour B.subtilis est égal 25mg/mL. Le rapport

CMBJ/CMI est inferieur a 4 pour les 03 souches indique un effet bactéricide de la plante.

Notre étude ne représente qu'une premiére étape dans la recherche d'un remede naturel
qui possede des propriétés antibactériennes. Les résultats que nous avons pu obtenir peuvent

étre utilisés dans divers domaines liés au traitement des infections bactériennes.

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. Egalement, il serait souhaitable de compléter le screening

Page 33



Conclusion et Perspectives

phytochimique par une HPLC ou CPG afin de déterminer précisément les concentrations

des métabolites secondaires de la plante étudiée

Il est aussi intéressant d'analyser le potentiel antioxydant afin d'approfondir I'utilisation
de I'extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens dans le domaine de I'alimentation en tant

que conservateur et dans le domaine pharmaceutique en tant que remede naturel contre les
infections microbiennes.
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Annexe 01 : Matériel de laboratoire et les produits utilisés.

Le matériel utilisé pour notre étude est représenté dans le tableau suivant

Tableau 01 : Matériel de laboratoire et les produits et réactifs utilisés

Petits

Produits et

Solvants

Verreries

Appareillage

-Balance
électronique
(Scout pro 600g)
-Appareil Rota
vapeur de type
Bichi-R210
-Réfrigérateur
-Etuve
(memmertet...)
Spectrophotometr
(UniLine 9300)
-Agitateur
Magnétique
(LabTa)

-Bain marie
-Microscope
optique
(OPTIKA)
-Vortex (VWR)
-Autoclave

— Bain de sable
(WITEG CAT
7813 staufen)

matériels
-Papier filtre
-Papier
d’aluminium
-Bande gaz
-Micropipette
(5ul-50pl)
-Anse de
platine
-Bec bunsen
-Disque de
papier
Whatmann©1 de
6mm de
diameétre
-Pince
-Ecouvillons
stériles
-Fond noire
-Pied a
coulisse
-Barreaux
magnétique
-Spatule
-Portoir
-Embouts (
jaune)
-Tube
Eppendorf
-Cuve
-pipettes en
verre
-Papier
absorbant

réactifs
-Violet de

Gentiane

-Lugol

-Alcool

-Fushine

-BaCl2

-Acide sulfurique
(H2S04)
Diméthylsulfoxide
(DMSO)
-Hydroxyde de
Sodium NaOH
-Acide
Chlorohydrique
(HCL)

-Acide acétique
-Trichlorure de fer
(FeCI3)

-Acide
Trichloracétique
(TCA)

-Réactif de Mayer
-Réactif de
Wagner
-coupeaux de
Magnésium
-d’anhydride
acétique

-Acétate de sodium

-Ethanol
-L’eau distillée
stérile

-Ether de
petrol (EP)
-Chloroforme

-Erlenmeyer
-Eprouvette
de 1000mL
-Pipettes
gradué de
ImL et de
10mL
-Pipettes
Pasteurs
-Flacons en
verre
-Entonnoir
-Tubes a
essai
-Béchers
gradués
-Boites de
pétrie

- Boites
hermétique en
verre
-Lames et
lamelles
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Annexe 02 : Composition des réactifs utilisés pour le screening phytochimique de la

plante.

Tableau 02 : Composition des réactifs utilisés pour le screening phytochimique

Réactif \ Composition \
hydroxyde de sodium -Dissoudre 0.2 de NaOH dans

(1/10) 50mL d’cau distillée

-0.1369g chlorure de mercure
« Mayer -0.59 lodure de potassium
-Qsp 10mL eau distillée

-0.29 lodure de potassium

-Qspl0OmL eau distillée

«  Chlorure ferrique -0.1g Chlorure ferrique

FeCl3 al% -10mL eau distillée

-dissoudre 0.5g d’cide

» Acide Trichloracétique frichloracétique dans 20mL eau
TCA R
distillée
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Annexe 03 : Description et principe du Rotavapor
1- Principe

Le principe du Rotavapor, également connu sous le nom d'évaporateur rotatif, repose sur la
réduction de la pression pour abaisser le point d'ébullition du solvant, la rotation de

I'échantillon pour augmenter la surface effective, et le chauffage de la solution.
2- Description du Rotavapor
Le Rotavapor est compose des éléments suivants :

Un ballon d'évaporation en verre contenant I'échantillon a traiter.
Un bain-marie ou bain d'huile qui chauffe uniformément le ballon d'évaporation.
Un moteur qui fait tourner le ballon a une vitesse constante.

Un condenseur en verre a haut rendement refroidi par de I'eau.

YV V. V VYV V

Un ballon récepteur pour recueillir le distillat condensé.

> Un systéme de réduction de pression (trompe & eau ou pompe a vide).

Figure 16 : Le Rotavapor (Photo personnelle, 2024)

3- Fonctionnement

les principales étapes de son fonctionnement :
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L'échantillon est placé dans un ballon d'évaporation en verre qui est chauffé
uniformément par un bain-marie.

Le ballon tourne a une vitesse constante, créant une fine pellicule de solution sur les
parois. Cela augmente la surface de contact avec l'air.

La pression est réduite dans le systeme a l'aide d'une trompe a eau ou d'une pompe a
vide. Cela abaisse le point d'ébullition du solvant.

La chaleur du bain-marie fait alors bouillir le solvant qui s'évapore. La vapeur est
canalisée vers le condenseur.

Le condenseur, composé de deux tubes en verre avec de I'eau circulant entre eux,
refroidit la vapeur qui se condense alors en liquide.

Le liquide condensé s'écoule dans un ballon récepteur
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Annexe 04 : Les étapes de La coloration de Gram

1- Principe

Le principe de la coloration de Gram repose sur une technique de coloration différentielle

permettant de visualiser la morphologie, le mode de groupement des bactéries, et de

distinguer les bactéries Gram positifs des Gram négatifs en se basant sur la composition de

leur paroi cellulaire.

2- Les étapes de la coloration

Tableau 03 : les étapes de la coloration de Gram (Photos personnelles, 2024)

Etape Préparation |

Coloration au violet de
01 | gentiane ou cristal
violet (30 sec a 1min)

But

Colorer en violet le
contenu des bactéries

“— BMer M\

1A

Mordancage au lugol
02 | (solution iodo-iodurée)
(30 sec & 1min)

Fixer la coloration
violette a l'intérieur des
bactéries

Décoloration rapide a

03 .
I'alcool (+acétone)

Décolorer les bactéries a
paroi mince (G -) tout en
gardant la coloration des
bactéries a paroi épaisse
(G+)

Recoloration a la
04 | safranine ou fuchsine
(30 sec a 1 min)

Colorer en rose les
bactéries décolorées
(Gram négatives) pour les
différencier des violettes
(Gram positives)
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Annexe 05 : Préparation des milieux de culture et eau physiologique

Tableau 04 : Préparation des milieux solides et liquides

Les milieux

Les milieux Solides

composition

Préparation

Gélose nutritive
(GN)

-Extrait de viande : 1g/L
-Extrait de levure :2,5¢/L
-Peptone : 5g/L

-Chlorure de sodium : 5g/L
-Agar-agar : 15 ¢

-ph =7

-dissoudre 20g GN déshydraté

dans 1L d’eau distillée.
- autoclaver a 121°C pendant 15-
20min

Muller Hinton
(MH)

Bouillon nutritif
(BN)

-Hydrolysat acide de
caséine : 17,5¢

-Extrait de viande : 2 ¢
-Amidon de mais : 1,59
-Infusion de viande de
beeuf': 300 mL
-ph=7,3£0,2

Les milieux liquides

-Peptone: 10 g

-Extrait de beeuf: 1g déshydraté.
-Extrait de levure: 2g

-Chlorure de sodium : 5g

-ph: 6.8+0.2

Prét a I’emploi

-Dissoudre 13 g de BN déshydraté
dans 1L d’eau distilée .

- Autoclaver a 121°C pendant 15-
20min

Bouillon Muller
Hinton (BMH)

-Hydrolysat de cas€ine: 17,59
-Infusion de viande: 2g
-Amidon: 1,5 ¢

-ph-7,40,2

-Chlorure de

-Dissoudre 21g de MH déshydraté
dans 1L d’eau distillée.

- Autoclaver a 121°C pendant 15-
20min

L’eau physiologique

-Dissoudre 99 de chlorure de
sodium dans 1000g d’eau
distillée

-Ajuster le ph

-Stériliser a I’autoclave pendant
30 min
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Annexe 06 : Préparation du standard 0.5 McFarland

1- Définition

La solution 0.5 McFarland est un outil essentiel pour standardiser la densité bactérienne dans
de nombreux tests microbiologiques, en particulier les antibiogrammes.

2- Objectif

L'objectif principal de la solution 0.5 McFarland est de standardiser approximativement le

nombre de bactéries dans une suspension liquide en microbiologie.

C'est un étalon de turbidité utilisé pour ajuster visuellement la densité cellulaire d'une
suspension bactérienne. Sa turbidité est comparable a une suspension bactérienne d'environ
1,5 x 1078 cellules/mL. Cette valeur de turbidité correspond a une absorbance de 0,08 a 0,1

mesurée a 625 nm dans un spectrophotomeétre avec un trajet optique de 1 cm.

Figure 17 : Préparation de la solution 0.5 McFarland (Photos personnelles, 2024)
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Annexe 07 : Mesure des diamétres d’inhibition

Tableau 03 : Effet antibactérien de I’extrait hydroéthanolique sur les souches bactériennes
testées (Photos personnelles, 2024).

Souches bactériennes Test préliminaire Test quantitative

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae




Annexes

Figure 18 : Pied a coulisse pour mesurer le diamétre des zones d’inhibition

(Photos personnelles, 2024).
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Annexe 08 : Résultats du test préliminaire et de I’étude quantitative de D’activité
antibactérienne de I’extrait hydroéthanolique de Ruta graveolens

1- Résultats du test préliminaire

20
S
£ 15
=
£
< 10
o
£ 5
S
©

0

S.aureus B.subtilis E.coli K.pneumoniae

Figure 19 : Histogramme du diamétre des zones d’inhibition de I’extrait hydroéthanolique
pure de Ruta graveolens sur les souches bactériennes testées

2- Résultats de I’étude quantitative

12
10
[
2
'S 8 m10ul
E m5ul
S 6 -
' m2,5ul
e 4 m 1,50l
8
k=) m0,625ul
2 -
0 .

S.aureus B.subtilis E.coli

Figure 20 : Histogramme du diamétre des zones d’inhibition de 1’extrait hydroéthanolique
dilué de Ruta graveolens sur les souches bactériennes testées.
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Annexe 09 : Détermination de la concentration minimale bactéricide CMB de I’extrait
hydroéthanolique de Ruta graveolens

Tableau 04 : CMB de I’extrait hydroéthanolique de R.graveolens sur les différentes souches
bactériennes testées (Photos personnelles, 2024)

CMB de I’extrait hydroéthanolique de R.graveolens sur :

Bacillus subtilis

Escherichia coli
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Abstract

Ruta graveolens, Awermi en berbere et Fidjel en dialecte arabee plante herbacée de la
famille des Rutacées, trés répondue en Algériéised en médecine traditionnelle pour traiter
plusieurs troubles notamment en ophtalmologie, dtotogie et traumatologie. L’objectif de
cette étude consiste a effectuer une analyse dhiyaque de I'extrait hydroéthanolique de la
partie aérienne de cette plante et a évaluer soenipel antibactérien in vitro contre la
croissance deStaphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae.. le rendement de I'extrait hydroéthanolique a étitmesde 17,07 %. Les
diametres d'inhibition et les concentrations mid@aanhibitrices ont été mesurés en utilisant
les techniques de diffusion en milieu solide etddation en milieu liquide. Des tests de
caractérisation basés sur des réactions physicoigines ont été utilisés pour effectuer le
criblage phytochimique. Les diameétres d’inhibiticthes I'extrait pure étaient compris entre
13,77 mm et 16,16 mm. Les valeurs de CMI variaie25 a 50 mg/mL. Le rapport CMB/CMI
indigue un effet bactéricide sur les souches biactées testées. L'analyse phytochimique a
révélé la présence de flavonoides, de saponogidetanins catéchiques, de terpéne et de
stéroides et I'absence des quinones, alcaloid#ssafanins galliques. Selon cette recherche, il
a été démontré que l'extrait hydroéthanoligu®ae graveolens possede une bonne activité

antibactérienne et renferme diverses familles tbstances chimiques.

Mots clés : Ruta graveolens, extrait hydroéthanolique, screening phytochimjgaetivité

antibactérienne, métabolites secondaires.



Resume

Ruta graveolens, Awermi in Berber and Fidjel in Arabic dialect.n&rbaceous plant of the
family Rutaceae, very much responded in AlgeriaedJs traditional medicine to treat several
disorders including ophthalmology, rheumatology d@radimatology. The objective of this
study is to perform a phytochemical analysis ofttidroethanolic extract of the aerial part of
this plant and to evaluate its antibacterial po&tnh vitro againstSaphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. The yield of hydroethanolic
extract was estimateat 17.07%. Inhibition diameters and minimum intaby concentrations
were measured using solid medium diffusion andidigmedium dilution techniques.
Characterization tests based on physicochemicetiosa were used to perform phytochemical
screening. The Dls of pure extract ranged fron728am to 16.16 mm. Minimum inhibitory
concentrations values ranged from 25 to 50 mg/mhe TMB/CMI ratio indicates a
bactericidal effect on the bacterial strains test#&dphytochemical analysis revealed the
presence of flavonoids, saponosides, catechetinairs, terpene and steroids. Based on this
research, hydroethanolic extract Biita graveolens has been shown to have a strong

antimicrobial capacity and contains various farsile chemicals.

Key words: Ruta graveolens, hydroethanolic extract, phytochemical screenamgibacterial

activity, secondary metabolites.
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