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Résumé
m

Notre travail porte sur I'étude de la phytochimie et des activités antioxydante et
antibactérienne de deux plantes médicinales, Ruta chalepensis (Fidjel) et Béta vulearis
var cicla (Eselk).

Le screening phylochimique a permis de mettre en évidence la présence des
Saponosides, des Tanins, des flavonoides, des Mucilages et des Coumarines dans les deux
plantes. On a noté aussi la présence des Alcaloides chez Ruia chalepensis, tandis que

I"absence de ce composé chez Béra vulgaris.

L évaluation guantitative des composés phénoligques par la méthode de Folin & montré
que la quantité de polyphénols dans I'exirait méthanolique de Ruta chalepensis (23.33 mg
EAG/g extrait) est plus impertante que celle de Béra vulgaris (18.66 mg EAG/g extrait).
Le dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium a révélé (6,8me

EQ/g extrait) pour Béta vulgaris contre (17mg EQ/g extrait) pour Ruta chalepensis.

L analyse qualitative par la chromatographie sur couche mince a révélé la présence de

I"acrde gatliqner el fr quercétme dans les deux exteails,

Les deux extraits methanoliques ont montré un pouvoir antiradicalaire piégeant le radical
libre DPPH, avee ICso de 1.5mg/ml pour EMRC et 1,74mg/ml pour EMBV.

Leffet antibaciérien a été déterminé par Ja méthode de diffusion sur gélose Mueiler-
Hinton et la méthode de dilution sur milieu liquide a été utilisé pour la détermination de la
CMI et la CMB, pour les bactéries-tests Staphylococcus aureus 43, Staphvlococeus anreus
23, Escherichia coli, Bacillus ceurus, et Pseudomonas aeruginosa, Les résultats mettent en
évidence yue l'extrait méthanolique de Ruta chalpensis a manifesté une activité modérée
contre Saueus 25, Saureus 43 et bacillus cereus, et une faible activité comire
Pseudomonas aeruginosa, alors que pour E.coli cét extrait n’a rapporté aucun effet sur
cette souche. En revanche l'extrait méthalonique de Béra vulgaris n'a présenté aucune

activité vis-a-vis les cing bactéries.

Mots clés : plantes médicinales, extrait méthalonique, activité antioxydante. DPPH,

activité antibactérienne.
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_ Abstract
-“

Qur work is around the study of the phytochemistry; also antioxydant activites and

antibacerial of two medicinal plants, Rura chalepensis (Fidjel) and Béra vulgaris

var.cicla (Eselk).

The phytochemical sereening permitted us 1o bring out the presence of the
Saponosides, the Tannins, ihe Flavonoides, Mucilages and the Coumarineses in the two
plants. We also noted the presence of the Alcaloides at Ruta chalepensis, while the

absence of this compound at Béta vulgaris.

‘The quantitative evaluation of the phenolic compounds by the Folin method has
showed that the quantity of the polyphenols in the methanolic extract of Ruta
chalepensis (23.33 mg GAE / g extract) is more important than the one of Béta vilgaris
(18.66 mg GAE / g extract).

The flavonoids dosage by the aluminium trichloride’s method has revealed (6.8 mg

QE/ g extract) for Béta vulgaris against (17 mg QE / g exiract) for Ruta chalepensis,

The qualitative analysis by the chromatography on a thin layer revealed the presence of
the gallic acid and the quercetin in the two extracts.

Both the methanolic extracts has shown an antiradical power trapping the free
radical DPPH, with [Cso of L.5mg / ml tor the methanolic extract of Ruta chalepensis
and 1.74mg / ml for the methanolic extract of Béta vilgaris.

The antibacterial effect has been determined by the method of diffusion on gelose
Mueller-Hinton and the method of dilution on a liquid environment was used for the.
determination of the minimum effcient concentration (CMI) and the minimal bacterial
concentration (CMB), for the bacterium-tests Staphylococcus aureus. Escherichia coli,
Baeillus ceureus. and Pseudomonas aeruginosa. The results bring out that the
methanolic extract of Rura chalpensis has showed a moderate activity against S aureus
25, S.aureus 43 and Bacillus ceurus, and a weak activity against Pseudomona
aeruginosa, whereas for E.coli this extract didn't report any effect on this strain. On the
other hand, the methanolic extract of B2ra vulgaris has presented no activity next to the

five bacterias.

Key words : medicinal plants, methanolic extract, amtioxydant activity, DPPH,

antibacterial activity.
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Liste des abréviations

_—mm MM M -
Ve : Pourcentage.

°C : Degré Celsius.

ADN : Acide Désoxyribonucléique.

AICl3: Chlorure d'aluminium.

ATB : Antibiotique.

B : Béra vulgaris.

BN : Bouillon Nutritif .

CCM : Chromatographie sur Couche Mince.

em ¢ ceniiméire.
CMB : Concentration Minimal Bactéricide.

CMI : Concentration Minimal Inhibitrice,

DITIL : 2.2-diphwuyle 1 pierylhydrazyl,

EAGig d'exteail ; équivalent acide pallique par gramme d’xtrai,
ECso : Efficient Concentration 50%.

EMBY : Exirait Méthanolique de Béra vulaaris.

EMRC : Extrait Méthanolique de Rula chalepensis.

EQ/g d’extrait : équivalent quercétine par gramme d extraii,
FeCl3 : Chlorure Ferrique.

g : gramme,

GN : Gélose Nutritive.

h : heure.

H2804: Acide Sulfurigue,

HCL : Acide chlorhydrique.
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Liste des abréviations_

HE : Huile Essentielle,

1Csp : Concentration Inhibitrice de 50 %.

o @ meétre.

MH : Mueller Hinton.
ml : milliliire,

MeO4? : phosphomolybdic.

Na20 03 : Carbonate de Sodium.
NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase.
NaOH : Hydroxyde de Sodium..
NHsOH : Hydroxyde d'ammonium.
Nm : Nanométie,

PBP : Penicillium Binding Protein.

R 1 Ruta chalepensiy

RF : Rapport Frontal.

RL : Radicaux Libres.

V : Volume.

‘W04 phosphotungstic.
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Intreduction
“

Des plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remédes pour les
maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur thérapeutigue,
Récemment, l'accepiation de la médecine traditionnelle comme forme altemative de santé
et le développement de la résistance microbienne aux antibiotigues disponibles a mené des
auteurs & étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et af, 2000) et
en raison d'une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les
drogues modemes, beaucoup cherchent les remédes normaux sans effets secondaires et

bien siir colit élevé de médecine conventionneile. (Schnaubelt, 1998)

La lutte contre le stress oxydant impliqué dans diverse pathologie (maladie
neurodégenérative, le diabéte, les maladies inflammatoires) constitue aussi une des plus
grandes préoccupations scientifiques a travers le monde, ceci est en vue de trouver des

nouvelle remedes, bioactives ayant des effets secondaires limités ou inexistants,

Cependant, il y a une préoccupation concernant les effets indésirables des molécules
synthétiques destinées 4 la lutte contre le stress oxydant et les infections bactériennes. T1
semble donc important de trouver une alternative a Iutilisation des antioxydants

synthétiques et des antibiotiques classiques.

Les remédes a base de plantes constituent une alternative dans les systémes de soins
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
wraditionnellement améliorés, Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux
plantes médicinales pour leur richesse en antioxydants naturels & savoir les polyphénols.

les flavonoides, les tannins, eic. (Eddouks, 2007)

De part sa situation géographique particuliére, I"Algérie bénéficie d’une gamme trés
vari¢e de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifide, En effet, le
territoire Algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les
plaines. les montagnes, la steppe, le Sahara et autour des points d’eau,

Malgré la nature hétérogégre d'une biodiversité immense du continent algérien. il ya en peu

d'efforts consacrés au développement des agents thérapeutiques de ces plantes.

L.’ évaluation des propri¢tés anti-oxydantes. et antimicrobiennes demeure une tiche trés

intéressante et utile pour I'utilisation plus du moins fréquente dans les traditions locales
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médicinales et culinaires. Ces plantes représentent une source des composés bioactifs.

Dans cette optique, ce travail s’iniéresse & I’évaluation des activités antioxydante et
antibactérienne des extraits de la partie aérienne de deux plantes algériennes Rufa

chalepensis « Fidjely et Béta vulgaris var.cicla « Eselkn.

Les objectifs de 1a présente étude sont

e un screening phytochimique des métabolites secondaires existant dans les deux
plantes.

o La préparation des extraits méthanoligues de la partie aérienne de chaque plante.

e Evaluation de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides.

» Evaluation de 'activité antioxydante de I'extrait méthanolique de chaque plante
selon la méthode du piégeage du radical libre DPPH.

» Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits méthanoliques vis-a-vis des
antibiotiques et des souches baciériennes par différentes méthodes (milicu solide,
milieu liquide) et aussi estimation de cértains paramétres : la concentration

minimale inhibitrice (CMT). la concentration minimale bactéricide (CMRB).
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Chapitre | La phytothérapie
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1. Phytothérapie

L'histoire des plantes aromatiques ot médicinales est associée a [“évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, " hisioire des peuples montre que ces plantes
ont toujours-occupe une place importante en médecine .On appelle plante médicinale toute
plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir

des maladies. (Schauenberg et Paris, 2006)

Le mot phytotherapie provient de 2 mots grecs qui signifient essentiellement «soigner avec
les planles ». La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les
principes actifs naturels. (Max wichd, 2003) On peut Ia distinguer eo cing différents types :

* Aromathérapie : est une thérapeutique qui ulilise les essences des plantes, on huiles
cssentielles, substances aromatiques secrélées par de nombreuses familles de plantes,
ces huiles sont des produifs complexes & wliliser souvent & travers la peauw.

s Gemmothérapie : se fonde sur I'vtilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de
vegétanx tels que les bourgeons et les radicelles.

o Herboristerie : correspond a la méthade de phytothérapie la plus classique et Ia plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée : elle utilise soit la
plante entiére, soif une partie de celle-ci (Bcorce, fruits, fleurs). La préparation repose
sur des méthodes simples, le plos souvent & base d'eau - décoction. infusion,
macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus modeme de gélule de
poudre de plante séche que le sujet avale,

= Homéopathie : a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non
exclusive ; les trois quarts des souches sont d'origine végétale, le reste étant d'origine
animale et minérale.

«  Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus
par exiraction et qui sont dilués dans de I'alceol éthylique ou un autre solvant. Ces
extraits sont dosés en quantités suffisantes pouravoir une action soutenue et rapide.
Ils sont présentés sous forme de sirop; de gouttes, de géhules, de Tyophilisats...etc.

(Strang, 2006)
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2. L'origine des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont subdivisées en deux groupes :

2.1, Plantes de cueillette

Ce sont des plantes spontanées, récoli¢es pour certains de leurs effets 'thérapeuti'ques
reconnues par les pharmacopées traditionnelles mais-celles-ci présentent un certain nombre

d'inconvénients :
- Dispersion géographigue.

- Imégularité de croissance, qualité inégale et quantité insuffisante, ainsi qu'une récolte

insuffisante nécessitani une main d'ceuvre abondante et qualifide. (Fouruier, 1999)

2.2. Plantes de culture

Ce sont des plantes de cueillettes cultivées par des techniques agricoles. Ces cultures de

plantes médicinales offrent de nombreux avaniages :

- Matigre premiere abondante, homogéne et de bonne qualité "possibilité d'amélioration".
Piédvolte aisdy, youvenl mécunisde.

- Frais de mains d'ceuvie réduits.

- Traitement du matériel végétal au voisinage des champs de cultures évitant 'altération des

principes actifs.
- Risque trés faibles de substitution ou de falsification. (Callery et Emina, 1998)

Quelgue soit l'origine des plantes "cueillette ou culture", il est imporfant de faire une
identification botanique des espéces de plantes choisies ainsi qu'une vérification de leurs
propriétés thérapeutiques supposées, pour éviter tout effet indésirable de ces plantes.
(Bahrun, 1996)
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3. Les formes de préparation en phytothérapie
3.1. Les fisanes
Généralement, on otilise des plantes séches. Les tisanes sont abtenues par macération,
digestion, infusion ou décoction en atilisant de 'eau. (Sabai et Boudali, 2012)
3.2. Les poudres

Préparées par pulvérisation suivie d'un tamisage, les poudres de plantes entrent
directement dans la composition des gélules mais servent aussi 4 la fabrication d'antres

formes galéniques comme les exiraits ei les teintures. (Sabai et Boudali, 2012)

3.3, Les huiles essentielles “HE »
L°HE est une substance odorante, volatile de consistance huileuse que 1'on retire des
végétaux soit par distillation, soit par expression ou par quelques autres procédés moins

souvent utilisés. La distillation est la méthode la plus courante. (Grosmesnd, 2001)

3.4. Les teintures
Elles sont obterues a partir de poudres végétales séches et leur titre alcoalique varie selon
le type de drogue. Tl peut étre & 607 (principes aclifs irés solubles), de 707 a4 90° (Exemple :

Produils rézincux ¢t huiles volutiles). (Sabai el Boudali, 2012)

3.5. Les alcoolats
Iis sont obtenus par distillation des principes volatils de substances végétales au contact
de T'alcool. Ils sont toujours incolores ef inaltérables mais i) faut les conserver dans des

flacans bien bouchés. (Grosmond, 2001)

3.6. Les extraiis

Les exfrails sonl obtenus en traitant la plante dans une solution vaporisable (éther, eau,
alcool,...) par divers proceédés d'exiraction (macération, digestion, infusion) puis en
¢vaporant ces solutions jusqu'a ebtenir une consistanee fluide, molle ou séche. On les classe

donc selon leurs consistances. (Gresmond, 2001)
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4. Les principes actifs des plantes médicinales

La cdpacité d'un reméde a base de plantes d'influencer les fonctions du corps humain est
due & ses différents composants, des principes actifs goi se frouvent dans toutes les parties
de la plante mais de maniére inégale. Bt tous ces derniers, d'une méme plante n'ont pas les

mémes propriétés, (Bruneton, 1999)

4.1. Huiles essentielles

Les huiles essentielles végétales sont des compesés volatils, oléagineux, dans 1a plupart
des cas 4 la senteur aromatique, qui peuvent avoir une action irés variée. Certaines possédent
ainsi des vertus anti-inflammatoires, antibactériennes, antiphagiques; aniiparasitaires,
antiseptiques et antivirales. (Hansw, 2007)
4.2, Flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques
qui contribuent, entre autres, & colorer les Tleurs et les fruits én jaune ou en blanc. Ils ont un
important champ d'action et possédent de nombreuses vertus médicinales, ils sont
particuliérement actifs dans le maintien d'une bonne circulation. (Eberhard et al, 2005)
Certain flavonoides ont aussi des propriéiés anti-inflammatoires et antivirales, et des eftets

producteurs sur le foie. (Tserin; 2001)

4.3, Alcaloides

Les alcaloides sont des compusés organiques azotés, qui doivent leur activité
pharmacologique au groupe aminé qu'ils contiennent en permanence. Certains sont des
meédicaments connus qui ont des vertus (hérapeutiques avérées. Clest le cas d'un dérivé de la

pervenche de Madagascar employé pour traiter certains fypes de cancer. (Flansw, 2007)

D'autres alcaloides, comme ['atropine, présente dans la belladone, ont une action directe sur
le corps @ Aectivité sédative, effets sur les woubles nerveux (maladie de Parkinson).

(Bruneton, 1999)
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m
4.4. Tanins

Les tanins, ou acides tanniques, sont des composés organiques complexes présents dans
pratiquement toutes les plantes 4 des concentrations diverses. Ils sont souvent contenus dans
I'écorce ou dans les feuilles, ce qui leir donne un goft piquant désagréable et les rend
immangeables pour le bétail. (Hausw, 2007) Les tanins sont des composants poly
phénolique, ils stoppent les hémorragies et luttent contre les infections. Tl existe deux types
de tanins : Les tanins hydrolysables et les fanins condensés ou pro-anthocyanigues.

(Bruneton, 1999)

4.5. Saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, les saponines sont des
glucosides contenus dans les plantes qui doivent lenr nom au fait gu'elles moussent lors gu'on
les mélange avec de l'eau. [ existe deux groupes différents de saponines : Les saponines tri-
terpénes et les saponines stéroides. (Hansw, 2007)
4.6. Les coumarines

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et
posscdent des propriétés trés diverses
s somt capables. de prévenu la perexydution des Tpides membranaires ¢t de capter les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions structurales requises pour
I"activilé antiperoxydanic des coumarines sont similaires 4 celles signalées pour les

flavonotdes. (Madhavi et «l, 1996)

4.7. Phénols

Les phénols, caractérisés par lear structure en anneau, comprennent notamment l'acide
salicylique, a parti’r duquel la célébre aspirine a été développée. Les phénols étaient autrefois
utilisés pour désinfecter les blessures, mais 4 hantes doses ils peuvent provoquer de fortes

irritations cutanees. (Hansw, 2007)

4.8, Minéraax

Certaines plantes médicinales contiennent également beaucoup de minéraux, c'est-d-dire
des substances inorganiques gui sont nécessaires & la construction des tissus protecteurs, 3

la synthése des enzymes el an bon fonctionnement du systéme nerveux. (Bruneton, 1999)
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4.9, Glucosides

Les glucosides sont des composés organiques. Comme ils ont souvent des actions
différentes, ils sont répartis en divers sous-groupes dont le plus important est représenté par
les glucosides cardiotoniques utilisés pour angmenter I'activité cardiaque lorsqulelle est
insuffisante. Ils ont en générale aussi des propriétés diurétique ce qui entraine une diminution

des liquides dans les tissus et fait ainsi baisser la pression artérielle, (Hansw, 2007)

4.10. Mucilages

Sont des produits de la polymérisation de nombreux sucres dent certains peuvent éire
modifiés (exemple l'acide uronique qui est un polysaccharide hétérogéne). Les mucilages
ont la propriété de gonfler dans I'ean. On les utilise comme : Laxatifs meéeaniques a effei de

lest el aussi adoucissants de la gorge. (Ledard et Guinaudeau, 1997)

5. Domaines d'application des plantes médicinales

Les substances naturelles issues de végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans :
lindustrie, En alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une prande mesnre les métabnlites secandaires i «e sont surtout ilustrés cn
thérapeatique: la pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine
vegetale ol la jecherchie buuve chez les pluples de nouvelles moléeules actives, ou des

matiéres premiéres pour la semi- synthése. (Bahorun, 1997)
5.1. En médecine
En tant que médicament pour 'homme -

- En urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux. ulcéres d'estomac, comme laxatifs,

sommeil et désordre nerveux. (Svoboda et Hampson, 1999)

- Sysiéme cardiovasculaire, exemple : Flavoce est un médicament constitué par la flavone
en combinaison avec la tutine et l'isoguercetine, il constitue un traitement efficace contre
['athérosclérose. (Narayana, 2000)

- Contre Ie diabéte, exemple : Allium sativum, Azadirachtaindica. (Dastidar, 2004)

- Les maladies de stress © Les plantes ont des activités antioxydantes, exemple : Le thé noir,

le thé vert et le cacao sont riches en composés phénoliques. (Narayana, 2000)

... —————

8
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- Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire : Depuis longtemps, les produits

naturels de plantes ont joué un rdle important dans la découverte de nouveaux agents
m'éapmﬂ-gues exemple : La quinine obtenue & partir du quinguina "Cinchonapubescens” a

éte employée avec succes pour traiter la malaria. (Dastidar, 2004)

5.2. En agriculture

Les plantes médicinales jouent anssi un tole trés important dans |"agriculture mondiale,
ainsi que |"agriculture biologique 14 ou en procédent 2 nne ntilisation bio seine en utilisant
ces dernigres sans recourir 4 I'emploi de pesticides, Les huiles des plantes médicinales
peuvent aussi avoir un control sur de divers insectes et nématodes (vers parasites). (Amjad

Hossain, 2005)

5.3, En alimentation

Certaines plantes médicinales contiennent certaines substances végétales dans des
concentrations relativement élevées et conirdlées, c'est-a-dire standardisées. Ainsi. telle ou
telle plante est connue pour sa forte tengur en vitamines, en phythormone, en sel minéraux,
en enzymes. .. Ces substances sont éxtraites et/ou conditionnées afin de pouvoir étre utilisées

par le phytothérapeute aux soins du patient, (Bahorun, 1997)

5.4. En ensmitigue

A cause des demnicres seupgons et onibrages qui tournent avtour de la suspicion des
produits chimiques et leurs dangers sur ie corps humain, la tendance de I'utilisation des
planies médicinales dans les produits de beauté, parfums et articles de toiletie ainsi que les
produits d’hygiéne s’est aceélérée. N empéche que cette tendance existe depuis longtemps,
les produits cosmétigues ont utilisé les vertus associées aux plantes. Aujourd’bui, des plantes
de plus en plus nombrenses entrent dans la composition de produits destinés & améliorer

I’apparence physique. (Porter, 2001)
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Les plantes sélectionnées

Chapitre Tl

1. Rute chalepensis
1.1. Description de Rufa chalepensis

Ruta chalepensis est une plante aromatique, appartenant 3 la famille des rutacées, appelée
communément par la population locale « Fidjely. (Beniston, 1984)
Larue d’Alep, plante herbacée 4 tige ligneuse a la base. pouvant atteindre 1 m (Baba lassa,
1999). Les feuilles de 6 4 12 cm de long, sont aromatiques. ovales, larges, pennatiséquées,
bleu-vertes, elles présentent de nombreux lobes ablongs, lancéolés ou aborales. En été,
s"épanouissent des fleurs de | 4 2 cm de diamétre, en coupe, de couleur jaune foncé, portant
quatre ou cing pétales frangés de longs poils. Elles sont réunies en eymes laches. (Mioulane,
2004)
Appelée aussi : Ruta angustifolia / Ruta graveolens var, angustifolia (Dulke et al., 2008).
La rue est citée sous le terme de /e sadzab par Abdulbasset et AbdeTawab, 2008, clle
est aussi dite en berbére : .~/ donermi, Issel, Issin (Baba Iassa, 1999). Autres noms sont
indiqués par Duke et al, 2008: Al Shathap =<3, BouGhans, en grec © Pigam, zent.

1.2. Systématique

Régae ; Plantae
Sous régne : Tracheobionta (plantes vasculaires)
Super division : Spermatophyia (plantes a graine)
Division ; ngnaﬂ@ffwa (plantes a fleurs)
Sous division : Angiospermae

Classe ; Magnoliopsida (dicotylédons)
Sous classe : Rosidae

Super ordre : Ruianae

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Ruta

Espéce : chulepeiisis

Nom vernaculaive 1 o
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i.3. Origine géographigue

Clest une espéce méditerranéenne, relativement commune dans toute 1"Algére
septentrionale (Baba lassa, 1999), au nord-est de I’ Afiique, sud de I'Europe et le sud-ouest
de 1" Asie. (Mioulane, 2664)

Elle est sponfanse, largement répondue én Afrique du nord, particulidrement en Algérie. On
la rencontre fréquemment dans les rocailles, pelonses et coteaux secs. (Beniston, 1984) En

Algérie, cette plante est aussi cultivée dans les jardins.
1.4, Propriété d*utilisation dans la-wmédecine traditionnelle

Ruta chalepensis, est une plante médicinale cncore utilisée dans la médecine
fraditionnelle de nombreux pays comme laxanf anti-inflammaioire, analgésique,
antispasmodique, abortif. antiépileptigue, emménagogue e pour l¢ traitement de pathologiss
cotangées, (Johnsen, 1999)

Des investigations pharmacologiques ont montré que I"extrait méthanolique de Ja partie
acrienme de Ruta chalepensis possede uwne activité anti inflammatoire &t une activité
antipyrétiques. (Viansour ef al., 1930) Des screening phytochimiqués ont mis en évidence
la presence de coumarines (chalepensin, chalpin, twamarin, _etc) et d’alcaloides

(kokusaginine, skimmianine, arborinine. etc). (Ulubelen et ol., 1986)

1.5. Utilisafion populaire en Algerie

La rue est trés utilisée a des fins diverses : Fébrifuge, antivenimeux local. contre les
nausces et les vomissemenfs. dans les constipations, dans le paludisme, pour soigner les
anémies (Chiali, 1573). le thumatisme, contre les doulewrs gastriques, ies vers intestinsux
{Baba Aissa, 1999), dans les accouchements difficiles, les maux des veux et des oreilles,
dans Pasthime, les névroses. (Chiali, 1973)
1.6. Composition chimigue

Les études phytochimiques de Rura chalepensis indiquent la prdsence de divers
COMpPOSEE

s Huile essentielle :
Le rendement en huile essentielle et le composé majoritaire différent seion le lieu de récolte

mais généralement les composés les plus rencontrés sont le 2-nonanone et le 2-undecanone

(Fleming et /., 2000), cétones aliphatique. (Mejri et 2/, 2010)
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o Coumarines

~Hydroxy-conmarines : umbelliferone, figmiarin, gravelliferon, rutacoltin.
-Furo-coumarings bergapten, psoralen, xanthotoxin, chalepensin, isopimpinellin,
isoiniperatofin, rutarin, rutaretine,

-Pyrano-coumarines : parmi eux : xanthyletine. (Milesis et af., 2001)

» Alcaloides
~Furoquinoline alcalotdes : skimmianine, gamma-fagarine, dictammine, kokusaginine,
pieleing. (Foster et Tvler, 1999)
-Acridine alkaloids : arborinine- 2-arylquinoline, rutacridone, Gravacridio) (Waterman,
1975), chaloridone. (Ulubelen et Terem, 1988)
-Quinazoline alcalofdes : comme *arborine

-Quinaline alcaloides ; parmi eux : graveoline, graveolineine. (Waterman, 1975)

» Flavonoides :
Le composant majoritaire est la rutine (Fleming, 2000) : tous les parties de la plante
renferment un glucoside, la rutine, (Bonmier, 1999) ou rufoside qui est la vitamine P
(Schauenberg ef Paris, 1977) isomére de la quercitrine (Dewiek, 2002), identique i un
glucoside gu’on trouve dans le Caprier. (Bonnier, 1999)

e Lignans : savinine, helioxanthine. (Fleming, 2000)
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2. Béta vuigaris « var, ciclay
2.1. Deseription de Béim vilgaris

Béta vulgaris « vir. ciclar cunnue sous le nom de « beite 3 carde » est une espece du Béia
vitlgaris de la famille des chénopodiacées tribn des Cyelolohae (sttude dans les
Amaranthacées par la classification phylogénétique),

Béia vulgaris est une herbacée bisannuelle ou plus rarement plante vivace aux tiges feuillées
de plus en plus de 1-2 m de haut. Les feuilles sont en forme de cosur, 5-20 cm de long sur
les plantes sauvages (souvent beauvoup plus gramde chez les plantes cultivéex).Les Deurs
sont produites en épis denses, chaque fleur est trés petite, diamétre de 3-5 mm, vert rongedfre
oii teinté, avec cing pétales, ils sonf pollinisées par [e vent .Le fruit est une grappe de disques
nucules. (Cachiti et al., 2004)

Nom commun : bette 4 cardes, bleite, cote de bletie, cote de bette, poirée & cardes cette
planie, dicotylédone, apétale, dériverait de fa betierave muritime (actuellement classée
comme Béta vulgarisL. subsp. maritime (L.) Arcang) qui est spontanée sur les rivages
‘mritimes en Enrope. (" est uine plante trés proche de la betierave, Ce sont en fait des formes

dérivées de la méme sous-espece,

2.1, Systémaliyue

Reégne : Plantae.

Divisien : Magnolioplyia.
Classe : Magnoliopsida.
Orxdre : Carvophyllales.
Famille : Chenopodiaceas.
Genre : Béla.

Espeéce : vulgaris.

Nem vernaculaire : sLJl,

Figure 02 : Béra vulgaris [Prise Personelle].
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E
2.3. Origine géographigue

La famille est largement distribuée dans les miilieux salins tempérés et subtropicaux du
monde entier, particulierement autour de la Méditerrande, de la mer Caspienne et de la mer
Rouge, dans les steppes du centre et de 'est de |'Asic et dans la pampa d'Argentine. Certaines
espeees sont également devenues des plantes adventices qui poussent dans les sols alcaling

autour des habitations.

Les Chenopodiaceae sont surfout caractéristiques des lerrains plus ou moins salés - ce sont
des nitrophiles ou tudérales abondantes dans Ies décombres (Chenopodium) ou des
halophiles formant dés peuplements denses sur les cotes ou dans les steppes et les déserts
salés (associations & ff!?‘rpfﬁ{'r, Salicornia, Spinifex, Salsola, Suneda des déserts d'Australie,
d'Asie, des chotts sahariens ou des salitrales d'Argenting). C'est ainsi qu'elies poussent en
abondance sur les rivages maritimes ef les espaces laissés a sec par un retrait relativement

récent des mers, comme la betterave sauvage (Betr vulgaris).
2.4, Propriété dutilisation dans la médecine traditionnelle

Bette a carde (espece Béta vulgaris) est une plante herbacée bisannuelle de Iégumes
feuilles cultivés dans de nombrouses régions du monde pow sa disponibilité loute I'aunde,
pen cofitenx et largement utilisées dans de nombreux plats traditionnels. (Gao et 4, 2009)
La plante est plus robuste et plus facile & cultiver que les épinards et le céleri. Les feuilles de
betie & carde contiennent des concentrations siguiﬁ'catives sur le plan nutritionnel de
vitamines A, C et B, en calcium, en fer et en phosphore, (Pyo et al, 2004) Chard (Béta
vulgarisL. «var. cicla» : Chenopodiaceae) a indiqué avoir des propriétés hypoglycémigues.
(Bolkent et al., 2000) Ces espéces sonf utilisées comme un remeéde folklorique populaire
pour le foie et Ies reins, pour la stimulation des systénies immunitaires et hématopoiétiques,

et comme un régime spécial dans le traitement du cancer. (Kanner et ol 2001)
2.5. Composiftion chimigue

L'étude phytochimique de blettes a révélé [a présence de cerlains acides gras (acides
palmitique, stéarique, oléique. linoléique et linolénique), des phospholipides, des
glycolipides, des polysaccharides, 'acide ascorbique, l'acide folique, de la pectine, des
saponines, des flavonoides, des zcidés phénoliques (Bolkent ef al, 2000), des bétalaines
(Kugler et al., 2004) 1 de I'épipénies. (Gao et al., 2009)
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Chapitre 11 L'activité antioxydante et antibactérienne

1. L activité antioxydante

Les vertus des extraits méthanoliques sont connues et utilisées depuis longtemps, mais
cette utilisation se basait sur des pratiques fraditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités

antimicrobiennes et antioxydantes des extraits des plantes médicinales.

Quelques récentes publications ont rapporté que certains extraits des plantes soot plis
efficaces gque quelques antioxydants synthétiques. Les effets antioxyvdants dhuiles
essenticlles et d'extraits des plantes sont dus principalement & la présence des groupes

d'hydroxyle dans leur structure chimique. (Hussain, 2010)

1.1. Définition des antioxydants

Du point de vae biologique, les antioxydanis sont toutes substances qui présentes 4 Taible
concentration par rmapport a celle du subsvar oxydable; retardent ou inhibent
significativement |"oxydation de ce substrat (Abuja et Albertini, 2001), et dont les produits
de la réaction entre "oxydanl et I"antioxydant oe doivent pas &ire toxiques et ne branchent

pas la reaction radicalaire. (Durackeva, 2008)

1.2, Les antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'antioxydarits in vivo ont été proposées. Elles
incluent le béta caroténe, 1'albumine, l'acide urigue, les wstrogénes, les polyamines, les
flayonoides, I'acide ascorbique, les composés phénoliques, fa vitamine E.. .ete. Blles peuvent
stabiliser les membranes en diminuant letr perméabilité et elles ont également tne capacité

de lier les acides gras libres. (Hamidi, 2013)
1.3. Les antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydants ont une signification négligeable dans 'espace extracellulaire
alors quils jouent un role teés significalif dans |"espace intracellulaire. (Durackova, 2008)
Onb note principalemient : les enzymes responsables de la dismutation de I'ion superoxyde,
ce sont les superoxydes dismmutases. les enzymes agissant sur les peroxydes, ¢’est 13 catalase,
el les glutathion peroxydases, ainsi que les enzymes intervenant dans la protection des

protéines & fonction thiol, ¢’est la thierédoxine. (Goundable et Favier, 1997)
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i.4. Les radicanx libres

Les RL sont des espéces chimiques indépendantes (Kelrer, 1993), atome, molécules ofl
leurs fragments (Durackova, 2008) possédant un ou plusieurs électrons célibataires.
(Kehrer., 1993 ; Delattre., 2003; Durackova.,2008 )

En biologie, le terme « radical libre » est plus particulitremeni uiilisé dans le contexte de la
communication des entreprises pharmaceutiques et cosmeétigues pour désigner les dérivés
réactifs de 'oxygene, ou « espéce réactive oxygenée », ou « radicaux oxygénés libres », qui
agressent les constituants des cellules : on appelle cette agression le stress oxydatif ou stress

oxydant.

1.5. Meéecanismes d’action des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme
cellulaire. Ce sont des atomes et des moléenles dotés d'une forte énergie et qui avant d'étre
neutralisés détruisent ce qu'ils réncontrent, Ils sont produits dans toutes les cellules de
I'organisme tout 4 fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries. Il s'agit des
ions oxygene, hydroxyde et de ['sau oxygénée qui sont libérés loms des réactions
bipchimigues. Avant d'étre neutralisés ils provagquent des 1sinis sun fuus Tes Eléments yu'ils

cotaient.

L'organisme sait cependan! se défendre contre eux. grice aux enzymes antioxydantes
conlcnues dans nos cellules. Ces enzymes sont aidées dams leur acfion antiradicalaire par la
vitamine E, C, provitamine A, le zinc el le sélénium. Si ces syslémes de délense sonl
débordés ou insuffisants, las radicaux libres ont tout le loisir d'étre nuisibles : ils s'attaquent
alors aux membranes cellulaires dont les acides gras insaturés sont dénaturés (leur structire
estmodifiée) ; ils agressent également les protéines. Le plus simple des capteurs des radicaix
libres est I'alcool éthylique, agent de transfert d'hydrogéne qui conduit & un composé
biologiquement compatible, I'ncétaldéhyde, bio-oxydable par la chaine enzymatique avec
production d'énergie. (Hadi, 2004)

CH3 CH2Z0H + 2 Rs < CH3 CH=0+2RH
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1.6. Principaux radieaux libres rencontrés en biologie

Tableau 01 : les radicaux libres (Durackova, 2008).

Anion superoxyde 0a°-
Radical hydroxyle °OH
Oxygéne singulet 03

Menoxyde d’azote NO*®

Peroxyde d'hydrogéne*®  TL:0a

Nitroxyde NOO*°
Peroxynitrite ONOO™
Radical peroxy ROO®

1.7, Stress oxydant

L stress oxydalif, appelé aussi stress axydinl | se G0l gomme Gant un déséquilibe
profond de la balance entre les systémes oxydants et les capacités antioxydantes de
l’cirgauisme en faveur des premiers. ce qui conduit 3 des dommages cellulaires irréversibles.
(Pincemail et al., 1999) Lc stress oxydatif est un fonctionnement de I'organisme qui est
normal lant qu'il ne dépasse pas certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui
consomment de l'oxygéne produisent des radicaux libres qui sont de petites substances
chimiques trés oxydées par le contact avec loxygéne, et dont nos cellules savent
normalement trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif devient anormal larsque les cellules
sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres 3 éliminer, soit ne disposent pas de

ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer.
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1.8. Les sources de production des radicaux libres

Des radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogénes
qu’exogénes. Sans vouloir faire du finalisme, nous pouvons considérer que certaines de ces
productious sont valontairement programmeées par 1" organisme & des fins de défense ou d’envoic

des signaux.

*  La mitochondrie est |3 source de production majeure d°02°- dans la cellule intacte.

* L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
divectement par le complexe enzymatique NADPH oxydase des cellules phagocytaires
activees,

®  Une awire source importante des radicaux sont les mécanismes de cycles rédox que
produit dans I"organisme "oxydation de molécules comme les quinones.

¢ Lesmétaux toxiques (chrome, vanadium, cuivre) mais aussi le fer libres (existant lors'de
surcharges générales ou localisées)

® Les rayonnements sont par différents mécanismes des sources de radicausx, qu’il s’agisse

des rayons ionisants X ou gamma, ou des rayons ultraviolets, (Durackova, 2008)
2. Les agents antimicrobiens
2.1. Défimitian

On désigne paragent antimicrobien loalagent chimique, physigue ou biologique inhibant
la croissance etfou la survie des micro-organismes. (Asada ¢t al., 1998) Ces substances
ayani une affinité pour les cellules des parasites et le pouvoir de les tuet plus fort que les
dommages qu'elles causent & "organisme ; ce qui rendra possible la destruction des parasites

sans pertwrbation sérieuse de 'organisme. (Perry et al,, 2002)

2.2. Mode d'action des agents antimicrobiens
Les agents antimicrobiens agissent par différents mécanismes et peuvent &tre ufilisés de
diverses maniéres, selon les objectifs recherchés et leur spécificité d'action qui peut étre

germicide ou germistatique,
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2.3. Action germicide

Cette action caractérise les agents ayant une action létale sur les microorganismes.
En fonction de la catégorie de microorganismes ciblés, les agents antimicrobiens exercent
une action bactéricide (agent anfibactérien), algicide (agenrt anti-algues), fongicide (agent
antichampignons), virucide (agent anti-virus) ou antiparasitaire (agent anti-protozoaires):

(Bousseboua, 2006)

2.4. Action germistatique (bactériostatique et fongistatique)

Dans ce cas, les agents inhibent la croissance du microorganisme sans le tuer (bactérie ou
Champignon.  (Boussebona, 2006) Les substances bactériostatiques inhibent
temporairement le développement microbien, les microorganismes recommenceronl 2 se
développer dés que la concentration de la substance aura diniinué ou dés que I'application

du procédé physique sera interrompue. (Guiraud, 1998)

2.5. Types d’agents antimicrobiens
1l existe frois types d’agents antimicrobiens : physigues, chimicques ei ¢himio thérapeutiques.
2.5.1. Agents physiques

De nombreux agents physigues exercent un effet amagoniste vis-d-vis des
microerganismes. La chaleur ou certains types de radiations ont une action Iétale qui permet
leur emploi dans la sicrilisation de différents milienx. D autres agents moins agressifs,
comme la dessiccation limitée sont utilisés & d’autres fins.
Les pnncipaux agents physiques sont la chaleur (humide ou séche), les radiations (micro-
ondes. rayons ulira-violets, rayons gamma, rayons béta, rayons alpha ; rayons X).Chague
type de radiation a une longueur d’onde spécifique qui détermine son énergie, son

mécanisme d’action et son domaine d’application. (Boussebeusz, 2006)
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2.5.2. Agents chimigues

lIs correspondent aux substances utilisées comme désinfectants et antiseptiques. Les

désinfectants sont des agents antimicrobiens utilisés sur les matériaux inertes ; leur action
est [étale ou inhibitrice de la croissance microbienne. Les antiseptigues ont la méme natare
chimique que les désinlectants mais leur toxicilé plus ¥éduile permet leur emploi sur les
tissus vivants. Les désinfectants et antiseptiques les plus largement employds sent les
alconls, les composés phénoliques qui agissent par dénaturation des protéines et altération
des membranes cellulaires, les aldéhydes, les halogénes el les détergents. (Boussebous,
2006)

L'aldéhyde le plus commun est le formaldéhyde, souvent commercialisé en solution a 40%
(Formol). Les halogénes sont des composés dérivés du chlore, du brome et de T'iode :
hypochlorites ei chloramines, hypobromites, jodures. qui ont une action bactéricide par
l'oxydation dénaturante des protéines et d'autres composés cellulaires. Les détergents enfin,
ont la propriété de solubiliser les résidus normalement pen solubles. Seuls les détergents

calivnigues sonl des désinlectants elficaces, (Guirand, 1998)

2.5.3. Agents chimio thérapeutiques.

Un agent chimio thérapeutique cst un compos¢ chimigue ou de syntheése qui inhibe le
développement des miicroarganismes, Ce composé agit & faihles doses. il exrive une action
trés spécifique sur le fonctionmement cellulaire tout en ayant une toxicité sélective, Il inhibe
le développement de sa cible ou la e tout en étant inoffensil pour 1'héte. Dans ce groupe,
on retrouve les antibiotiques, les antifongiques et les antiviraux, (Guillaume, 2000)

Il existe actuellement deux grandes catégories d'agents chimio thérapeutiques antibactériens:
les sulfamides et les antibiotiques ; ils ont des mindes d'aciion comparables ¢t se distinguent
principalement par leur origine. Les sulfamides sont des produits de synthése alors que la
majorité des-amibiotiques sont d'origine naturelle (les plus anciens) d'autres de synthése ou
d'hémi synthése. Les agents chimio thérapeutiques comprennent cing groupes selon qu'ils
affectent la synthése de la paroi. les échanges cellulaires, la réplication et la transcription de
I'ADN, la synthése des protéines ov certaines réactions du métabolisme intermédiaire.

(Prescott et al. 1995)
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2.6. Détermination de I'activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne est déterminée par plusieurs tests : le germe-test, mesure des
doses actives ; porte-germes ; doses minimales inhibitrices et bactéricides (CMI et TMB),
2.6.1. Notion de germe test

On utilise des microorganismes pathogénes "modéles” comme témoins d'efficacité d'un

fraitement : Mycobacterium tuberculosis, Clostridium botiliwm, parfois alnonella,

pour le iraitement de l'eau, Salmonella fyphi pour les désinfectants, Staphvliococcus aureus

pour les antiseptiques lors de la mesure du cocfficient phiénol, Clostridium sporegenes et

Bacillus stearothermophilus pour la chaleur. (Guiraud, 1998)

2.6.2. Détermination des doses actives d'un agent antimicrobien
1l s'agit de comparer 1"action d'un anfiseptique avee celle du phénol en présence d'iin
germe test selon un protocol bien précis. Le coefficient phénol est égal au rapport entre la

dilution du deésinfectant ¢t celle du phénol. (Bousseboua, 2006)

2.6.3. Méthode des porte-germes

Le porte-germes est constitue d'une bandelette de papier filire. Tl est immergé dans une
culturc d'un germe test. séché puis mis en contact avee le désinfectant pendant des durdes
croissantes. La survie ou la destruction du germe est mise en évidence par immersion du

préalablement séché dans un bouiilon nutritif et par essai de culture. (Guirsuad, 1998)
2,6.4. Détermination des doses mimimales inhibitrices et bactéricides

La construction des courbes de croissance in vitro en présence de concentration croissanie
en agents anlimicrobiens permel de définir des concentrations limites : ¢’est-3-dire la
concentration pour laquelle on n'observe pas de croissance visible.

La concentration inhibitrice 50 % ou CMI correspond & une croissance égale 3 la moitié de
la croissance du t€émoin et la concentration minimale bactéricide (la CMB) correspond a

la concentration permettant de tuer tous les micro-organismes. Celie-ci est apprécide par
gtalement aprés culture. Ces méthodes sont adaptables aussi bien aux anlibioligues qu’a

d'atitres substances bactéricides. (Boussebaua, 2006)
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i 1. Récolte du matériel végétal

La partie aérienne (les fevilles et les tiges) de Rutu chulepensis et de Béta vulgaris var.
cicla a éié réeoltée an mois de décembre 2013 au niveau d*une région moniagneuse (la
Maouna) wilaya de Guelma. (fig, 03)

Aprés une identification botanique par le professeur ZAAFOUR (faculté des sciences,
département de biologie — Université Badji Mokhtar, Annaba). Les deux plantes,
fraichement récollées, ont €L€ netloyées avec ['eau et laissées sécher & 'abri de la lumigre du
soleil dans un endroit sec et aéré. Le broyat va constituer la matieére séche qui va servir 2 la

préparation de I"extrait méthanolique.

) ;
s!\aoung

(ool
|

Figure 03 : Carte géographigue de la wilaya illustrant 1a région de récolte des deux plantes.

(Google Map-Guelma, 2014)
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2. Etude phytochimique
2.1. Tests préliminaires de la composition chimique

2.1.1. Alcaloides

¢ Macération £

Dans un Erlenmeyet de 250ml. 10g de la poudre végétale sont melangés avee gﬂml de .
HoS0y dilué au 1/10. Aprés agitation, puis macération pendant 24 heures & la température
du laboratoire. Lé‘ mélanges est filtré sur un papier filtre avec lavage i I'eau distillée de

maniére & obtenir environ 50ml de filtrat. (Dohou et al., 2003)

< Réactions de caractérisation

Dans un tube & essai, on introduit 1ml de filtrat, puis on gjoute 5 gouttes de réactif de

Mayer. La présence d'alcaloides est indiquée par la formation d*un précipité blanc jaundire.

< Test de confirmation

Nous procédons & une extraction de la poudre végétale en milieu acide,
Dans un ballon de 500m! contenant Sg de poudre végétale, on verse 25 ml d'acide
chlorhydrique 0,05N. Le mélange est laissé en macération sous agitation magnétique a la
tempcrature du laboratoire (environ 25° C) pendant 24 heures, puis on filire et on lave 4 I'eau
distillée. La solution obtenue est ensuite ajustée & 20ml avec de I'eau distillée, et aprés on

réalise le test de caractérisation précédent avec la solution obtenue: (Dohou et al., 2003)

2.1.2.Coumarines

I g d’échantillon de la poudre végétale est placé dans un tube 4 essai en présence de
quelques gouites d'eau distillée. Le tube est recouvert avee un papier imbibé d’une solution
de NaOH et porté dans un bain marie pendant quelques minutes. Puis on ajoute 0,5ml de
NH;OH dilué (10%) on met deux taches sur un papier filire et on examine sous la lumigre

uitravioleite. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines. (Rizk, 1982)
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2.1.3. Tanin

% Extraction
Dans un Erlenmeyer, on disperse 5g de poudre dans 100ml d’eau bouillante. Aprés
infusion pendant 15 mn, on filtre et on compléte le filard 100 ml avec de Peau distillée.
% Mise en évidence des tanins
» Caractérisation par le chlorure ferrique
A 5ml de filtrat, on ajoute quelgues gouttes d*une solution de chlorure ferrigue (FeCl3) &
2%, puis on agite le mélan:g's_:._ Le _tle-_:st positif est révélé par 'apparition d*une couleur brun-

vert, (Karomi et al., 2004)

% Différenciation des tanins
¢ Tanins catéchiques
A5 ml de solation, op ajoute 5 ml d"HCI concentré. L°ensemble est porté & ébullition
pendant 15 mn puis o filire sur papier filire. [n présence de tanins catéchiques, il se forme
un précipité rouge.
e Tanins Galligues (Réaction (.i‘e-‘Sltiasll;y)
A 30ml de solution, on ajoute 15 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol & 40 % et 5
ml d* HCT coneentré), puis on chanffe le mélange au bain-marie 3 90°C pendant 15 min
environ. Apres filtration, le filtral a €t satur¢ par 5g d'acétate de sodium. On ajoute [ ml
goutte a goutte d’une solution de FeCl3 a 1 %. L'obtention d'une teinte bleue noire montre

la présence de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.

2.1.4. Flavonoides

<+ Extraection
On met 3g de la poudre végéiale séchée avec 73ml d’ean distillée dans une fiole. Le
melange et porté & ebullition pendant 15 minutes puis on filtre sur papier filtre et on laisse

refroidir. (Edeogal et af, 2003)
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< Réaction générale de caractérisation des flavonoides
a Coloration en milieu alcalin
En milieu alcalin, les flavonoides se dissolvent facilement en donnant des colorations
allant du jaune au brun.
A 2ml d"extrait, on ajouie quelque millilitres de soude au 1/10% dans un tube  essai. (Okmu,

2005) Le test positif est révelé par I"apparition d’une couleur jaune orangé.

« Coloration par perchlorure de fer (feCls)
Les flavonoides, du fait de la présence de fonction phénolique dans leur génines, donnent
des colorations variées avec des solutions diludes de FeCla.
A 2ml de Ja solution extractive on ajoute 24 3 gouttes d une solution diluée de FeClz 4 2%

Le test positif est révélé par [’apparition d’une couleur verdétre. (Okmu, 2005)

2.1.5. Saponosides

On porte 4 ébullition 100ml d’ean distillée dans un Erlenmeyer de 250ml puis on ajoute
I g de la poudre ensujte on maintient le mélange & ébullition pendant 15 mn. Aprés filtration,
on ajuste le filtrat 2 100 ml.
On remplit Tml du décocté a 1% preéparé dans un tube a essai et on ajuste le volume a 10 ml
avec de 'eau distilléc, Cnsuite. on agite les tubces 4 ossai verticalement, on Jaisse reposer
pendart 15 minutes. L apparition d une mousse gui dure quelque instant indigue la présence

des saponosides. (Karumi et al., 2004)

2.1.6. Mucilages

On introduit 1ml du décocté & 10% dans un tube & essai et on ajoute 5 ml d’éthanel
absolu. Aprés une dizaine de minutes, ["obtention d’un préeipité floconneux indique la

présence de mucilages. (Kasumi et af, 2004) -
2.2. Préparation de I'extrait méthanolique

Cette opération consiste & épuiser le matériel végétal par plusieurs solvants organiques,
Cette derniére comprend les €tapes suivantes :
a) Délipidation
250 g de chaque plantes (Béla vulgaris et Rula chalepensiy) sont macérés séparément
dans I’éther de pétrole. Cette macération est répétée 3 fois pendant 24 heures avec filtration

et renouvellement du solvant @ chaque fois.
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b) Dépigmentation
Le résidu obtenu aprés la délipidation est macéré trois fois avec le chloroforme pendant

24 heures en filtrant & chague fois.

¢) Extraction des polyphénols
Lextraction s'effectue par macération dans le méthanol pendant 24h suivie d’une
filtration. Cetie opération est répétée trois fois.
Les trois filtras sont récupéré et évapores a basse température (40°C) dans un rot & vapeur
(R-215) (fig: 04). le résidu est récupéré dans des flacons hermétiquement fermés, puis

lyophilisé (fig. 03). Le Iyophilisat est pesé pour calculer le rendement de I"extraction.

Figure 04 : le rot 4 vapeur. Figure 05 : lyophilisateur.

% Calenl do rendement o4
Le rendement de I'extraction est le rapportenire le poids de Pextrait obtenu et le poids initial
de la plante utilisée. Le rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule

‘suivante :

' R=100 m/my |

Tel que
R : le rendement en %.
m : la masse de "extrait.

my : [a masse initiale de la plante.
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Matiére séche

<—= | Broyage

Ether de pétrole

Délipidation

Screening phytochimiques

@ Chloroforme
-_Flav.onmdes Macération
» Tanin <—= | avec méthanol
s Saponosides
"Co 5 : rlges Extraction des polyphénols
s Mucilages
Fyaporalion
@ Récupération
du méthanol
Lyophilisation
o Dosages des polyphénols totaux, Extrait méthanoligue
¢ Dosages des flavonoides. ﬂ

Test d’activité antibactérienne et antioxydant.

Figure 06 : Protocol expérimental.

e  ~ ——" ——— ————— — ——— 1}
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2.3. Séparation et identification par chromatographie sur couche mince (C.C.M)

La chromatographie sur couche mince est une méthode rapide de contrdle dont la phase
stationnairg est constituée d*une couche mince et uniforme, de 0.25 mm d*épaisseur, de silice
séchée, finement puivérisée et appliquée sut un support approprié (feuille d’aluminium ou
de verre).

La phase mobile ou éluant se propage a la surface de 1z plaque par capillarité,

< Préparation du solvant de migration
Le solvant de migration est préparé selon les proportions suivantes : Acétate d'éthyle -
méthanol - eau distiliée (100V : 135V : 10V).

< Dépot des échantillons
A 2cm du bord de la plaque. (25DC-Alufolien 20x20cm, Kieselgel 60 F254) :

e Déposer 8ul de chaque extrait sur la plaque 4 I'aide d’un capillaire.
« Déposer 8 ul de la quercétine, acide gallique et alanine (les standards).
Les points sont disposés sur une ligne horizontale, et sont sécheés immédiatement sous

aarant d nle ahnndl,

< Migration
La plaque ainsi préparee est introduite dans ia cuve a chromatographie au fond de laquelle
se trouve |"éluant approprié. (Antonot et Marchal, 1998) La phase mobile parcourt alors la
phase stationnaire provoquant ainsi une suecession de partage des constituants enfre les deux

phases, ce qui permet une séparation des constituants entre les deux phases. (Mareouf, 2002)

La migration est arréde lorsque le fromt du solvant a parcouru 104 15¢m. La plague est

ensuite séchée.

%+ Reévélation
Pour révéler les taches sur la plaque, on pulvérise la plaque avec une solution de

Ninhydrine, d’une maniére homogéne. (Marouf, 2002)

Apreés révélation, on obtient des taches colorées (spots), correspondant aux plusieurs
groupes chimiques caractérisés par leurs rapport frontaux (RF).

Le RF est donné par la formule suivante -

distance parcourue par l'echantillon I

Rf =

distance parcourue par le solvart )

.. ——— ———————— ——  ___ — —  — —————  —~
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2.4. Analyse des extraits méthanoliques de Béta vulgaris et de Ruta chalepensis :
2.4.1. Dosage des polyphénols

Lateneur en composés phénoligues des deux extraits de Béta vulgaris et Ruta chalepensis
(EMBYV et EMRC) a été effectué par la méthode de Folin-ciocalteu selon. (Li et al., 2007)
Ce dosage est basé sur la réduction en milieux f_llcaliu de la mixture phosphotungstic
(W047) phosphomolybdic (MoO4?) du réactif de Folin par les groupements oxydables des
composes polyphénoliques, conduisant 4 la formation de produits de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption dont I"intensité est proportionnelle
& la quantité de polyphénols présents dans Iéchantillon. (Georgé et al., 2005)

» Brigvement 200l de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés & Iml de
réactif de Folin (dilué 10 fois) avec des dilutions corivenables. Les-soiuﬁ‘ons ont ¢té
mélangées et incubées pendant 4 minutes,

Aprés 'incubation 800pl d’une solution de carbonate de sodium NayCO3 (0,75%) sont
additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 heures d’incubation & température ambiante
I"absorbaree est mesurée & 765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée & partir de la gamme d’étaionnage
ctablie avec Tacide gallique (0-200 pg/ml) et exprimée en milligrammes d’équivaients

d’acide gallique par gramme d extrait (fig 017)

0,7 -

0,6

q.c -.c
-~ tn

Absorbance 2 765 nm
o o
oo L

0 ; _
0 50 iao 150 200 250

Concentration ig/ml

Figure 07 : Droite d'étalonnage de I'acide galligue.
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2.4.2. Dosage des favonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est employée pour déterminer la feneur en
flavonoides totaux dans nos extraits, (Yi et al., 2007)
Brievement, les échantillons sont préparés par la dissolution de 1mg (extrait)/mi (méthanol).
I ml de chaque étl:hﬂntil_lo,n est ajouté & | ml de la solution d*AlICl; (2%, dans le méthanal).
(Zhishen et al, 1999) Aprés dix minutes d’incubation. ["absorbance est lue 3 430 nm.
Une gamme ¢talon est établie séparément avec la quercétine (0-40 pg/ml) pour calculer la
coneentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage sont exprimés

en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme dextrait. (fig 08)

03 -
0,25 - ¥y=0,005x
R*=10,994
E 0,2
=
-
=
oy
.gn,ls -
=
=
£
0,05
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentration ng/ml

Figure 08 : Droite d'étalonnage de la quercétine.

2.4.3. L évaluation de I’activité anti-oxydante : Piégeage du radical libre DPPH
(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Pour éudier I"aetivité antiradicalaire des deux extraits, nous avons opté le DPPH comme
un radical libre qui est le subswrat le plus utilisé pour I’évaluation rapide et directe de
I"activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en forme radical libre et la simplicité de
I’analyse. (Bozin et al., 2008) Il absorbe dans le visible 4 la longueur d*onde de 515 & 520
nm. Le test consiste & metire le radical DPPH (fig. 09) (de couleur violette), en présence des

molécules dites anti-oxydantes-afin de mesurer leur capacité 4 le réduire, (fig. 10) La forme
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réduite (diphénylpieryl-hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a 515 am, ce guoi se
traduit par une diminution de ["absorbance. (Sanchez-moreno, 2002)

Selon le protocol décrit par Mansouri et af., 2003. La solution de DPPH est préparée par
solubilisation de 2,4mg de DPPH dans 100ml de méthanol (6x102 M). 25l des solutions
d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975! DPPH, le mélange est laissé 4
I"obscurité pendant 30min et la décoloration par rapport au contrdl négatif contenant la
solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517 nm. L’ activité antiradicalaire esi estimée

selon I'équation ¢i-dessous -

b e s e .. (Abs contrile) —(Abs échantille |
% d activité antiradicalaire b contrile) ( fec or) x 100 |
(Abs contéle) |

A: Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) B: Diphenylpicrylhydrazine (non radicalaire)
igare 092 : Struclure du DPPH.

Lactivité anti-oxydante de I'EMBV et PEMRC vis-2-vis le tadical DPPH a éié évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s"accompagne par son

passage de la couleur violette & la couleur jaune mesurable 3 517 nm.

T = I 1 —'-1\| T
xﬂf_—_‘»—l-ﬁ N -L,-:;: g == Antinﬁ}'dm.l-@ﬂ = '\V,-;“-..,N _‘-ln.t;..\_,,n + Antioxvdant.-O'
e e
on, L _~o, en. Lo,
] N
Ny o S J

DPPH (vialet) DPPH-H (jaune)

Figure 10 : Réaction d’un antioxydant avee le radical DPPH.
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Pour [*évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilutions allant de 04 2
mg/ml pour ["acide ascorbique et des deux extraits méthanoligues.
Les différentes densités optiques ont permis de tracer pour chaque extrait, ane courbe
d'allure exponentielle, ee qui signifie 'existence d’une relation proportionnelle entre le
pourcentage de réduction du radical libre et la concentration de Pextrait dans leé milieu
réactionnel.

¥ Caleul des 1Csy

ICs0 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée ECso (Efficient concentration
50%), est la concentration de )*échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical
DPPH.
Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de
différentes concenirations des extraits testées. (Torres, 2006)

N.B : L'acide ascorbique est utilisé comme controle positif.
3. Tests microbiologiques
3.1. Les souches testées

Lug souches iilisées dang les tests dadivile aulibacierienne des exiraits des plantes
cibles font parties de la flore pathogéne qui menace la santé humaine.
Les micro-organismes testés proviennent du laboratoire de Microbiologie de "hopital IBN
ZOHR, Guelma et du laboratoire de récherche de microbiologie de I"université Mentouri,

Constantine. Tls correspondent aux espéces suivantes :

o Staphylococcus atireus
Les Staphylocoques sont des cocei 4 Gram positif qui tendent 3 se grouper en amas.
L espece Stapliplococeus aurens (staphylocoque doré), tient une place trés importante dans

les infections communautaires et nosocomiales. (Chambers, 1997)

v Escherichia coli

Bacille & Gram négatif, commensal du tube digestif. c’est la bactérie la plus
fréquemment impliquée dans les infections urinaires. Elle peut aussi provoguer des
diarrhées par des mécanismes {rés divers, ainsi que diverses infections communautaires ou

nosocomiales. (Nataro et Kaper, 1998)
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©  Pseudomonas aeruginosa
Bacilles & Gram négatif, c’est une bactérie de l'environnement opporuniste souvent 2
I'origine des infections nosocomiales. 11 s'agit aussi de bactéries résistantes 3 de nombreux

antibiotiques. (Philippon, 1995)

e Bacillus cereus

L espéce Bacillus cereus représentée sous forme de bacilles de grande taille (>1.0 um) a
Gram positif, sont généralement mobiles grice 2 une ciliature péritriche, e rés répandus
dans Ja nature ¢t sont souvent isolées du sol, de la poussiére ou de la surface de végétaux, ce
qui favorise leur propagation dans les aliments. Certaines espéces sont aussi capables

d’infecter des mammiféres et/on des insectes. (Kotiranta et al,, 2000)

Ces souches sont maintenues en vie par des repiquages continus, sur gélose nutritive en
boites et dans des tubes de gélose inclinée. Aprés ensemencement, incubation puis
consérvation au 1éfrigératﬁur a4°C,

3.2. Milieux de culture utilisée

Gélose natritive (GN) : un milieu d'isolement non sélectif utifisé dans le but de
contrdler la pureté de la souche bactérienne, et le vepiquage dc cetic deriére.

- La gélose de Mueller Hinton (MH) : est reconnu par tous les experts comme étant
le milieu de référence pour I’ étude de la sensibilité des germes aux antibiotiques et
toutes autres substances qui possédent une activité antibaciérienne.

- Le bouillon nutrifif : constitue un milien d’utilisation générale pour un grand

nombre de micro-organismes ne présentant pas d’exigences particuliéres.
3.3. Evaluation de Pactivité antibactérienne

3.3.1. Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries 2 tester sont ensemencées par stries sur des boites de Péiri contenant la
gélose nutritive (GN) puis incubées pendant 24 heures. afin d'obtenir une culture jeune et

des colonies bien isolées.

A partir de ces boites, et 2 |'aide d'une anse de platine quelques colonies isolées et identiques

sant prélevées el mises dans Smi d'eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est

33


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Matériel et Méthodes

bien homogénéisée puis la densité optique lue & 625 nm est justifiée de 0.08 40,10 nm afin
d’obtenir une charge bactérienne de I"ordre de 0,5 Mc Farland, done Pinoculum est ajusté
soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de I'eau physiologique stérile s'il est trop
concentré. (Mohammedi, 2006)

3.3.2. Mode d’ensemencemient des souches bactériennes

["ensemencement doif s¢ faire au moins 15 min aprés la préparation de I'inoculum sur
milieu gélosé Muller- Hinton stérile, fandu et versé aseptiquemnent dans les boites de Pétri
avec une épaisseur de 4mm. Laisser solidifier puis a I"aide d*un écouvillon stérile chargé de
la suspension bactérienne, on étale |a surface entiére de la gélose a deux reprises, faisant un
frottement de hauten bas, en stries serrées. et en tournant la boite 4 environ 60" aprés chaque

application dont le but d*avoir une distribution homogéne de I’ inoculum.

Dans le cas d’ensemencement de plusieurs boites de Pétri, il faat recharger I'écouvillon 3

chaque fois. (Mohammedi, 2006)

34. Test do méthanol ou contrdle négatif

Aprés ensemencement du MH par les suspensions bactériennes (0,5 Me Farland), des
disyues siéiiles de papice whstnan W*1 de 6 mm de dlaméune sont déposés en suiface 4
ratson de / disques par boite, par la suite un volame de 10 pl de méthanol sont déposé sur
deusx disques, les deux autres disques qui restent sont imbibés directement dans le méthanol.
Les boites ainsi sont stockées dans un réfrigérateur a 4°C pendant 2 heures, en suite elles
sont incubées 24 heures & 37°C. Aprés incubation, les diamétres d'inhibitions formés sont

mesurés. (Lesueur et al., 2007)

3.5. Antibiogramme ov contrble positif

A Taide d'une pince stérile, des disques dantibiotique (Chloramphénicol 30ug,
Erythromycine 15pg, Rifampicine Sug, €t la Pénicilline 10pg) sont déposés 2 la surface de
Ja gélose MH ensemencée par les différentes souches sélectionnées, puis les boites sont
stockées pendant 2 h au réfrigirateur, aprés elles sont incubées 24 heures a 37°C. De méme
aprés incubation, les diamétres d’inhibitions formés sont mesurés. (Hussain et al., 2010). Et

comparés aux diamétres critiques. (tab. 02)
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Tableau 02 : Les diameétres critiques des antibiofiques utilisés. (SFM, 2013)

Diamétre critiques
Antibiotiques Charge des disques
Sensibles Résistantes
Penicilline | 10 ug =29 <i8
(P)
Rifampicine 5 pg =19 <14
Erythromycine 15 pg >22 <|7
(E)
Chloramphénicol 30 g =23 <19
(€)

3.6. Méthode de diffusion en milicu gélosé ou aromatogramme

Lraromatogrammic ost la technique choisie puw déleanines activité anlibaciérienne de
ITesbisil 8 ledier.
Cette méthode repose sur le pouvoir migraioire des extrait sur un milieu solide & Iintéricur
d’une hoite de Pétri, elle nous permet de mettre en évidence Ieffet antibactérien de | extrait
sur les inocula, ainsi que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries
vis-a-vis de cer extrait. (Gachkaret al, 2006)

La technique consiste & :

- déposer a 'aide d’une pince stérile des disques imbibés de 10ul de la gamme de
concentration d'extrait (10mg, 50mg, 100mg; 150mg, 200mg. 250mg)/m| du méthanol a la
surface de la gelose ensemencée par les souches sur boite de Pétri (fig. 11). Par la suite les
mettre au réfrigérateur durant 2h, puis incuber [8 4 24h & 37°C. Durant cette période, Jes
substances diffusent dans la gélose a partir des disques selon un gradient de concentration
Jusqu’a une limite ol sa concentration est la plus faible, déterminant ainsi des zones
dinhibition. (Hamidi, 2013)
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Figure 11 : Application des disques d’extraits sur boites.

L’effer du produit antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure d*une zone d’inhibition

el en fonetion de ce diametre |a souche sera qualifiée de sensible, trés sensible, extrémenent

sensible ou résistante : (Hamidi, 2013)

»  Non sensible (-) ou résistante - diaméire < 8mm.
¢ Sensible (+) : diamétre compris entre 93 |4mm.
e Tréssensible (++) : diamétre compris entre 153 19mm.
¢ Fxirémemeni sensible (111) “diamétre > 20min,

NB : cette technique st réalisée en triplicata.
3.7. Technigue de dilution en milien liquide

A partir de la poudre stérile des extraits végélaux, on a préparé une gamme de
concentration allant de 10 mg/ml 4 250 mg/ml. Ensuite 50pL. de chagque concentration est
introduit dans un duplicata de tube & essai stérile contenant 4ml de bouillon nutritif et 20pL
de suspension bactérienne, le témoin comprend la méme composition, hormis exirait et
sa place on a additionné 30ul. du méthanol dilué. (fig. 12)

Les tubes sont ensuite incubés a 37°C pendant 24h.
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20pL de suspension 0,5 Mc Farland + 4m] de BN

ol bl

Témoin 10mg/ml  50mg/ml  100mg/ml  150mg/ml 200mg/ml 250mg/m]

ALY

50pL méthanol S0uL. extrait

Figure 12 : Technique de dilution en miliea liquide,

3.7.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La Concentration Miniimale Inbibitrice (CMI) est délinie comme “ant la plus Faible
concentration d’un agent antibactéricn capable d*inhiber toute croissance visible apres un
temps d’incubation de 18 4 24 heures.

Sa détermination s'effeciuait & partir de Ja mesure de la turbidité induite par la croissance
des germes étudiés. La CMI correspondra done & la plus petite concentration pour laquelle
il y a absence de turbidité. (fig.13.a) (Moroh et al., 2008)

3.7.2. Concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB), est la conceniration de [‘agent
antibactérien qui laisse au plus 0.01% de germes survivants (fig.13.b). Pour sa
détermination, des boites de gélase nutritive sont ensemencées par le contenu des tubes ayant
une concentration > CMI dans la série de dilution précédente. La CMB est déterminée aprés
une incubation de 24 heures 4 37°C. Cest la plus petite concentration qui inhibe totalement

la crojssance. (Biyiti et af, 2004)
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(a)
T z 4 5 6
Témoin |10mg/ml  50mg/ml  100mg/ml 150mg/ml 200mg/ml 250mg/ml
Culot bactérien k CMI j
(b)

Ensemencement sur gélose MH et incubation 3 37°C, 24h.

Figure 13 : Schéma représentant la CMI et [a CMB.
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3.7.3. Le pourcentage d’inhibition
Le pourcentage d’inhibition réalisée par la mesure du diamétre d’inhibition est issu de la
réponse bactérienne par rapport au diamétre de la boite est présenté dans le Tableau 12.

Ce dernier est calculé selon la formule suivante :

% Inhibition = (D tesr /D conwrat) x 100
Tel que :
D test : diamétre de la zone d'inhibition.
D contral - diamétre de la boite de Pétri.
3.7.4. Analyse de la variance :

L analyse de la variance 4 un seul facteur a été réalisée par le logiciel statistique (origing

version 6), avec un seuil de 5%,
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Résultats et Discussion

1. Résultats de I’étude phytochimique
1.1. Tests préliminaires de la compasition chimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur le matériel végétal broyé de Ruta
chalepensis et de Béta vulgaris, en urilisamt des réactifs spécifiques de révélation.
Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des réactions de précipitation, apparition de la mousse, un
changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiére ultaviolette, les résultats

sont exprimés dans le tabieau suivant :

Tablean 03 : Sereening phytochimique de deux plantes,

Test
Plante Alealoides | Saponosides | Tanins | Flavonoides | Mucilages | Coumarines
Ruta chalepensis
+ + + - + +
Béla vulgariy
> + + + + +

(+) présence, (-) absence

Figure 14 : Test d’identification des Figure 15 : Test d"identification des
alcaloides. saponosides.
(R ¢ Ruta chalepensis, B : Béla vulgaris)

ﬁ
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= 1 = =

Figure 16 : Test d’identification des tanins.

—

(To : Tube initial, T1 : Caractérisation par le chlorure ferrigue, T2 : Tanins Catéchiques,

[ T3 : Tanins Galligues).

| R B

!

|
w L
;
h

Figure 17 : Test d’identification des flavonoides.
(To: Tube initial, T1 : Coloration en milieu alealin, T2 : Coloration par perchlorure de fer

] (feCls)).
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Figure 18 : Test d’identification des mncilages.
(Tu : Tube initial, R : Ruta chalepensis, B : Béta vulgaris)

Figure 19 ; Test d’identification des conmarines.

(R ¢ Ruta chalepensis, B : Béta vulgaris).

Notre éiude nous a permis en premiec lieu d*identifier les principaux groupes chimiques
présents dans Béta vulgaris et Ruta chalepensis.
Le screeriing phytochimique montre la présence des groupes chimigues suivants ; les
Saponosides, les Tanins, les flavonoides, les Mucilages et les Coumarines dans les deus
plantes. On note aussi la présence des Alcaloides chez Ruta chalepensis, tandis que I'absence

de ce composé chez Béra vulgaris.
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De fagon général, les familles chimigues détectées dans notre étude viennent confirmer les
travaux de Hnatyszynet af., (1974) ; Mohr et al,, (1982) Ulubelen et Teremen (1988) et
aussi Mansour et al,,(1990) sur Ruia chalepensis et de Bolkent et al., (2000); Kugler et
al., (2004) ; Gao et al., 2009) sur Béta vulgaris.

D’aprés ces résultats, on déduit que les deux plantes Béte vilgaris et Rura chalepensis sont
riches en divers métabolites secondaires ce qui explique I"intérét et I*attention particuliére
portée par les chercheurs a travers les études scientifiques sur ces deux plantes. (Naghibi et
al., 2005)

1.2, Rendement de I’extraction

L opération de |’extraction & partir de 250g du matériel végétal 4 "aide du méthanol et
aprés lyophilisation a permis d"obtenir un résidu sec d’extrait méthanolique gue y est
mentionnée dans le tableau suivant :

Tableau 04 : Rendement de extraction.

Béla vulgaris Ruta chalepensis
Rendement (g) 3:55 21.41
Rendement o 22 8.65
Rendement
25 9 :
|
"a
20 . L
L a = Béta vulgaris
s
5. B Ruta chalepensis
10 - :
| |
, 5 |
l Rendement (g} Rendement %

Figure 20 : Le rendement des deux extraits.
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P Les résultats obtenus montrent que le rendement en extrait méthanolique est variable

selon les espéces des deux plantes. Cependant, le rendement le plus important est enregistré
dans Ruta chalepensis (8,65 %) contre (2,22 %) de Béta vulgaris.

rendement en extrait méthanolique de la partie aérienne entigre est de 3.75%. Rendement

1 selon une étude mener par Mansouret al.,(1990) sur la méme espéce Ruta chalepensis, le
F . nettement inférieure 4 celui obtenn dans notre étude.Cela est peut &tre di 4 |'utilisation de

soxhlet ol la température élevée pendant plusieurs heures qui peut dégrader certains

’ constituants sensibles (tels les polyphénols...) (Andersen et Markham, 2006), ce qui n’est
- pas le cas dans notre étude ol I'extraction est réalisée 4 froid par simple macération.
| 1.3. Analyse phytochimigue des extraits méthanoliques

1.3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Figure 21 : Chromatographie sur couche mince des deux extraits méthanoliques
[Prise personnelle).

(R : Ruta chalepensis, G ; acide gallique, Q : Quercétine, A : alanine, B : Béfa vulgaris)
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Apres révélation de la plaque CCM par le biais d’une solution Ninhydrinique, le
chromatogramme est représenté dans la figure précédente
La plaque obtenue présente une bonne migration par conséquent une bonne séparation qui

permet I'analyse qualitative des composée flavonoiques. Alors les rapports frontaux sont
P yse g q PP

caleulés selon I’équation suivante :

Le front de solvant = 10¢m

Distance parcourue par la quercétine = 9,3cm

Rfo=093
Distance parcourue par 'acide gallique =9.1 cm
Rfa=0.91
Distance parcourue par 1’acide aminé alanine =3.8 cm
Rf =038
o Ruta chalepensis o Béfa vulgaris
Distance parcourue par la 1€ tache =2.8 Distance parcourue par la 19 tache=2.3
cm cm
Rf 1¢re tache=0.28 RY \rmvacke= 0,23
Distance parcourue par la 2™ tache—9. 1 Distance parcourue par la 2°™ tache=5.6
cm cm
Rf s6me acne=0.91 Rf 2eme tache =0.56
Distance parcourue par la 3 tache= Distance parcourue par la 3% tache=9. |
9.3em cm
R femetache = 0,93 Rf 3ime tache=0.91
Disiance parcourue par la 45 tache=
93cm

Rf e tache = 0,93

La chromatographie sur couche mince que nous avons etectué sur fes deux extrails, nous a
permis de de confirmer la présence de I"acide gallique ¢t la qirercétine dans les deux extraits
méthanoligues R et B.

1.3.2. Dosage des polyphénols totaux et des Mavonoides

Le résultat de dosage des polyphénols (otaux et des flavonoides sont exprimés dans le

Tablean 05.
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Tableau 05 : Teneur des polyphénols totaux et des flavonoides dans 'EMBYV et
PEMRC.

Teoeur en polyphénols Teneur en flavonoides
(mg EAG /g extraif) (mg EQ/g extrait)
Béta vulgaris «var. ciclay 18.66 6.8
Ruta chalepensis 23.33 | 17

La méthode modifiée de Folin-ciocalteu s’est avérée efficace pour le dosage des
polyphénols totaux dans les deux extraits méthanoliques. Cette méthode a été choisie car
elle satisfait aux critéres de reproductibilité et de faisabilité. L évaluation quantitative de ces
COMpOSEs phéno‘lique‘s montre gue la quantité de polyphénols dans I"extrait méthanoique de
Ruta chalepensis (23.33 mg EAG/g extrait) est plus importante que celle de Béra vulgaris
(18.66 mg EAG/g extrait). 1 a été rapporté que la quantité de composés phénoliques totaux
dans la variété rutacea est plus élevée que dans d’autres familles. En effet, les quantités de
composés phénoliques totaux dans les extraits de plantes que nous avons testé ont é1é élevées
par rapport @ ce qui a é1¢ rapporté dans d'autres plantes. (Kaur et Kapoor, 2002) Ces
plantes mais aussi 4 la différence dans les conditions climatiques (température, I'exposition

solaire, la sécheresse et Ja saison de croissance).

En conclusion. tous ces résultats ont montré la richesse de ces plantes en composés

phénolique permettant d'étudier leurs activités biologiques potentielles.

IT est intéressant de déterminer la quantité de flavonoides dans les extraits méthanoligues
afin de mieux les caraciériser. Le dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure

d*aluminium révele (6.8mg EQ/g extrait) pour Béra vulgaris contre (17mg EQ/g extrait)

pour Ruta chalepensis, |a quantité des flavonoides de Rura Chalepensis est supérieur a celle

rewouveé dans les travaux de Daycemetal,(2013) qui &ait de (12,78 £ 0,08), i cela du
probablementa I"utilisation d "une extraction au soxhlet pendant 48h a 65°C qui peut détruite
les flavonoides.

Selon Djeridane et al, (2006), les flavonoides représentent un groupe important de

composés phénoliques chez le genre Ruta.
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1.3.3. L’évaluation de I’activité antioxydante (DPPH)

L'évaluation de Tactivité antioxydante des exiraits méthanoliques de deux plantes Rura
chalepensis et Béla vulgaris a éé fajit en comparaison avec 'antioxydant : |'acide
ascorbique.

L activité antiradicalaire in vitro des flavonoides est évaluée par la diminution du taux de DPPH®
dosé aprés I"addition des flavonoides & différesites concentrations.

Le pouvoir antiradicalaire le plus élevé (65,811%) est observé pour Ruta chalepensis contre
(58,68%) pour Béta valgaris, pouvoir inférieur i celui gu*exerce I"acide ascorbique (95.72%).
Ce tesl nous a permis de déwrminer la concentration inhibitrice piégeant 50% du radical
DPPH®(ICs0) qui était de (1,5 mg/ml) pour "EMRC et (1,74 mg/ml) pour "TEMBV contre (0,12
mg/ml) pour I'acide ascorbique (fig. 22)

120 -
100 - 3
il f—
. —
_-5 80 - T
= | =
] #
= f
o 40 - /
/ ~d—Ruta
20 47 =l=Rét
i “sAcide ascobique
0 ; - .
0 0,5 1 1,5 2 25
Concentration de l'extrait méthanolique ( mg/ml)

Figure 22 : Effet antiradicalaire de YEMBYV et PEMRC sur le radical
DFPH®.

Le modéle de balayage le radical DPPH instable est une méthode largement utilisée pour
evaluer les activités antioxydantes dans relativement pen de temps par rapport 4 d'autres
méthades. DPPH est un radical libre instable et accepte un électron ou un radical hydrogéne

pour devenir une diamagnétique stable molécule.

L’évaluation de "eifet de deux plantes contre le stress oxydant est un objectif principal dans

notre étude, raison pour laguelle il érit indispensable de 1'étudier in vitro avant de passer &
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I'émde in vivo. Pour cela on a réalisé le test de DPPH qui montre une concentration
inhibitrice (ICs0) de 1,74mg/ml pour le Béta vulgaris Cette valeur et inférieure a I'étude de
Pyo et al., (2004) etde 1.5mg/ml pour le Ruta chalepensis, cette valeur et inférieur a |"étude
mengé par Daycem et al., (2013) sur I’activé anti radicalaire DPPH de la méme espéce.

2. Résultats de I’activité antibactérienne
2.1, Test du méthanol (test négatif)

Lo test méthanol & différentes concentrations, réalisé sur les souches de référence
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Staphylococeus aurens

montre gue ce solvant n’a aucun pouvoir antibactérien sur ces micro-organisme. (fig. 23)

Figure 23 : Activité du méthanol sur les 4 souehes de références
(S 2 8. aureus ATCC 43300, B 1 B. cereus ATCC 11178, P : P. aeruginosa ATCC 27853,
E : B coli ATCC 25922).
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2.2, Antibiogramme

La mise en contact des différentes souches avec les antibiotiques a permis de réaliser un
antibiogramme afin de déterminer le diaméte d’inhibition et par conséquent voire la
sensibilité ou la résistance baciérienne vis-a-vis de ces derniers. Les résultats de
I'antibiogramme sont présentés dans la Figure 24 et Ie Tableau 06, on remarque que la série
d’ATB tesids a un effet variable sur les souches cibles, ils ont un effet inhibiteur sur certaines
et sont soumis a une résistance avec d’autres.

Pour le Chloramphénicol, toutes les souches se sont manifesiées sensibles dont le

diamétre est > 23 a I'exception la souche P, aeruginosa.
En ce qui concerve la pénicilline et "érythromycine, toutes les souches testées sont révélées
résistantes vis-a-vis ces deux antibiotigues, 4 I'exception de ['espéce B, cereus qui se montre
sensible & "égard de I"érythromycine. Pour la rifampicine seule I"espéce B. cereus se montre
sensible.

La résistance de la souche vis-a-vis les Béta lactamines ne peut étre expliquée que par
une diminution de I"affinité de la liaison d"ATB (PBP : Penicillium Binding Proteins) suite
& une mutation de celles-ci ou & une diminution du nombre de PBP, la réduction d*affinité
est documentée chez les G, Tes deus mécanismes sont renconirés chez les G*.

Pour I'érythromycine, c’estun bactériostatique des coques et bacilles G, coques G~ mais
inactil sur les Enlérobactéries et P. aeruginosa..

Pour les phénicolés c¢’est un inhibiteur a large spectre, la résistance du genre P.
aeruginosa est liée probablement aux pompes membranaires, responsable de la résistance

croisée. (Ban Bamkeke et al., 2008)
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Figure 24 : Aspect macroscopique de Ja réponse bactérienne anx différents
antibiotiques festés
(8: 8 auwrens ATCC 43300, B : B. cereus ATCC 11178, P : P. aeruginosa ATCC 27853,
E: E coli ATCC 25922, RIF 30 : Rifampicine Spg, C 30 : Chloramphénicol 30ug, P 10 :
Pénicilline 10pg, E 15 : Erythromycine 15pg).

Tablean 06 : Les dinmétres d’inhibition des souches testées vis-a-vis des antibiotiques.

Les diamétres d'inhibition (mm)

~._ATB Chloramphénicol | Erythromycine | Rifampicine Pénicilline
\ 30pg 15ug Spg 10pg

Souche _ _
8. aureus ATCC 35 0 13 0
43300 7
B. cereus ATCC 30 30 20 10
11178 7
P. aeruginosa 12 0 0 0
ATCC 27853
E. eoli ATCC 40 0 15 0
25922
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Test de I'activité antibactérienne des extraits de Ruta chalepensis et Béta vulgaris

sur les souches testées

2.2.1. Effet antibactérien des extraits sur Sraphylococeus aureus ATCC 25923
€ Méthode de dilution en milieu solide (aromatogramme)
La méthode des disques nous a permis de metire en évidence le pouvoir antibactérien des
extraits méthanoliques vis-a-vis des souches testées. Les zones d’inhibition sont indiquées

dans le Tableau 07.

Tableau 07 : Les diamétres d’inhibition de la souche S. agreus ATCC 25923.

Les diamétres d’inhibition (mm)

10mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/ml | 250mg/mi

Extrait R 0 9,33 13,66 13 14 12,33

Extrait B 0 0 0 0 0 0

D’apres les résultats qu”on a obtenu, il 0’y a eu aucun effet de Pextrait Béla vulgaris sur
la souche, ceci refléte sa résistance vis-a-vis de I'extrait. Tandis que. I'extrait Ruta
chalepensis présente des diamétres d’inhibition qui varient entre 9.33 et 14mm relatifs aux
concentrations 50, 100, 150 et 200mg/ml, ce qui nous permet de dire que la souche est
sensible. En revanche la concentration 10mg/ml du méthanol ne montre aucun effet. (fig. 25

et 26)
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Figure 25 : Aspect macroscopigue de In réponse de Pespéce S. aureus ATCC 25923

aux extraits testés
(R : Rutu chalepensiy, B+ Béa vulgarts),

Diamétre d'inhibition (rrm)
oy o0

S N A

14
iz
10
H R
WB
e X - g
10 50 100 150 200 250

Concentration des extraits {mg/ml)

Figure 26 : Présentation graphique de I'aromatogramme de ’espéce 5. qureus ATCC

25923
(R : Ruta chalepensis, B : Bétavulgaris).
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% Méthode de dilution en milieu liquide
A la suite de cetie épreuve de dilution en milien liquide, on a pu déterminer que la
concentration minimale inhibitrice (CMI) de nos extraits est équivalente & [00mg/ml pour

Textrait R et indéterming pour "extrait B. (fig. 27)

Figure 27 : La série de dilution en milicu liguide de la souche §. aureus ATCC 25923
(R : Ruta chalepensis, B : Béta vulgaris).
22.2. Effet antibaciérien des extraits sur Stapliylococcus aureus ATCC 43300
% Méthode de dilution en miliev solide (aromatogramme)

Les résultats de ’aromatogramme (fig. 28) montrent I'effet négatif de la plante Béta
vulgaris par rapport a [“extrail de la plante Rule chalepensis, ce dernier 3 différentes
concentrations choisies inhibe la croissance de la souche méme & de faibles concentrations
(Fig. 29), notons toutefois, un effet plus important (diamétre > 20mm) avec la concentration
150mg/ml. (tab. 08)
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Figure 28 : Aspect macroscopique de la réponse de I’espéee S. aureus ATCC 43300

aux extraifs festés

(R : Ruta chalepensis, B 1 Béta vuigaris).

Tablean 08': Les diamétres d’inhibition de la souche S. aureus ATCC 43300,

Les diamétres d’inhibifion (mm)

10mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | Z00mg/ml | 250mg/ml
Extrait R 10,66 14.66 15,33 20.66 13,33 17
Extrait B 0 0 0 0 0 0
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Figure 29 : Présentation graphique de ’aromatogramme de I"espéce S. aureus ATCC
43300
(R : Ruta chalepensis, B ¢ Béta vulgaris).

< Méthode de dilution en milien liquide
Les résultats-démontrent que [a concentration minimale inhibitrice (CMI) de nos extraits

est de |0mg/ml concernant )'extrait Ruta chalepensis et encore indéterniinée pour |extrait

Béta vulgaris.

Figure 30 : La série de dilntion en milien liguide de la souche S. aureus ATCC 43300
(R : Ruta chaiepéﬂsisl B : Béta vulgaris).
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2.2.3. Effet antibactéricn des extraits sur Bacillus cereus ATCC 11178

< Méthodes de dilution en milieu solide (aromatogramme)

Les résultats obtenus montrent que la gamme de concentration de |'extrait Ru/a

chalepensis 4 une aclion positive sur la souche B. cereus 3 'exeption de la concentration

10mg/ml qui donne un diamétre de 7mm < 8mm (tab. 9), considérant ainsi la bactérie non

sensible.

De maniére générale, les concentrations varient de 50 a 250mg/ml donne le méme effet

permettent de classer la bactérie dans la catégorie sensible.

Congernal I’ extrait de la plante Béra vulgaris, on n'observe aucun effet sur la souche cible.

(fig. 31 et 32)

Tableaun 9 : Les diameétres d’inhibition de la souche B. cereus ATCC 11178.

Les diamétres d’inhibition (mm)

10mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/ml | 250mg/ml
Lxtrait R 7 | 10,66 12 13,33 14,66 13,66
Extrait B 0 0 0 0 0 0
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Figure 31 : Aspect macroscopique de Ia réponse de PPespéce B. cerens ATCC 11178

‘aux extraits testés

(R : Ruta chalepensis, B v Béta vulgaris).

Diamétre d'inhibition {mm)

14 -
12 B V |
10 -
B R
8 - _
6 - mB
4 4
2 F
O _{.-" : i : ‘ -‘ I"'F
10 50 100 150 200 250

Concentration des exiraits (mg/ml)

Figure 32 : Présentation graphique de Paromatogramme de I’espéce B. cereus ATCC

11178 (R : Ruta chalepensis, B : Béra vulgaris).
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% Méthode de dilution en milien liguide

A partir de la série de dilution en milieu liquide contenant la gamme de concentration
allant de 10 a 250mg/ml de I'extrait Ruta chalepensis, la concentration S0mg/ml a permis

Pobtention d*un tube claire raduisant ainsi 'inhibition de la croissance bactérienne.

La série de dilution de I extrait Bétg vidgaris montre en revanche la résistance de la bactérie.

(Tig. 33)

Figure 33 : La série de dilution en milieu liguide de Ia souche B. cereus ATCC 11178
(R = Ruta chalepensis, B = Réiq vilgaris),
2.2.4. Eifet antibactérien des cxtraits sur Escherichia coli ATCC 25922
» Méthode des disques (aromatogramme)

Les résultats relatifs &4 'aromatogramme de 1a souche E. coli montrént ’absence des
zongs d’inhibition de la bactérie en réponse a la gamme de concentration des extraits des
plantes testés. (tab. 10) et (fig, 34 et 35)

La résistance de cette souche peut étre atiribuée & plusieurs mécanismes plasmidiques ou
chromosomiques tels que : les modifications enzymatiques de la cible, diminution d’affinitg,
des mutations ou méme dans nofre cas les concentrations sont faibles pour exercer un

pouvoir positif sur la souche.

Tableau 10 : Les diamétres d*inhibition de la souche E. coli ATCC 25922.

Les diameétres d*inhibition (mm)

10mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/m! | 250mg/ml
Extrait R 0 0 0 0 0 0
Extrait B 0 0 0 0 0 0
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Figure 34 : Aspeet macroseopique de la réponse d’E.coli ATCC 25922 aux
extraits festés
(R : Ruta chalepensis, B + Béta vulgaris).
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Figure 35 : Présentation graphique de 'aromatogramme de Pespéce E. coli ATCC
25922
(R : Ruta chalepensis, B : Béta vulgaris).

“7—
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% Méthode de dilution en milieu liquide

D’aprés la série de dilution effectuée aucun tube clair n’a pu étre observé (fig. 36),

done la CMI recherchée n'a pu étre déterminée pour les 2 extraits.

Figure 36 : La série de dilution en milieu liquide de la souche L. coli ATCC 25922
(R : Ruta chalepensis. B2 Béia vulgaris),

2.2.5, Effet antibactérien des exiraits sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

< Méthode des disques (aromatogramme)

Les tests des différentes concentrations de |"extrait Rura cha]epensis sur la souche P
aeruginosa montre un effet positif sur cette derniére avec les concentrations allant de [00 a
250mg/m| de méthanol (fig. 37), oir la bactérie s'est manifesié sensiblement (diamétre
compris entre 8 et I4mm) (tab. 11). Par ailleurs les concentrations 10 et 50mg n’ont donné
aucun effet,

En ce qui concerne "extrait méthanolique de la plante Béra vidgaris, on note une résistance

de la souche vis-a-vis des différentes concentrations. (fig. 38)
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Figure 37 ; Aspect macroscopique de la réponse du P. aeruginosa ATCC 27853 aux

extraits festés

(R : Rata chalepensis, B : Béla vulgaris).

Tableau 11 : Les diamétres d inhibition de 1a souche P. geruginosa ATCC 27853.

Diamétre @ inhibition (mm)

10mg/ml | SO0mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/ml | 250mg/ml
| Extrait R 0 0 9,66 9,33 10,66 9
Extrait B 0 0 0 0 0 0
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Figure 38 : Présentation graphique de Paromatogramme de 'espéce P. aeruginosa
ATCC 27853

(R : Ruta chalepensis, B : Béta vulgaris).

% Méthode de dilution en milien liquide
Vour Pextrait Ruta chelepensis la cancenliation niniwale inlibiwice (CMT) 4 pu 8ure
déterminée & partir de la concentration 100mg/ml.
En revanche, dans la série de dilution composée de "extrait Béta vu{g_aris,-aucﬁtm tube clair

n’est observé traduisant ainsi la résistance de la souche vis-a-vis de cette extrait. (ﬁg_. 39)

| cm
Figure 39 : La série de dilution en milieu liquide de la souche P. aeruginosa ATCC

27853
(R ¢ Ruta chalepensis, B : Béta vulgaris).
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Ir % Concentration minimale bactéricide (CMB)

! A partir de la séries des dilutions précédente, oli on a pu déterminer une CMI. des boites
de GN ont été ensemencees puis incubées afin de déterminer la CMB toujours pour [Mextrait
de Ruta chalepensis, les résultats relatifs ne montrent aveune inhibition de la croissance
bactérienne des souches cible, ceci confirme que les coneentrations testés A

) Ruta chalépensis ont un effet bactériostatique et non pas bactéricide, (fig. 40)

Figure 40 : Photegraphies de la CMB

(P = P. aeruginosa ATCC 27853, 825 : 8. aureus ATCC 25923, 843 : 5. aureus ATCC
43300, B : B. cereus ATCC 11178).
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%
2.3. Pourcentage d’inkibition
Apres le caleul des pourcentages d’inhibition, les résultats sont presentes dans e tablean
suivant ;

Tableau 12 : Pourcentages d’inhibition des souches testées,

Concentration mg/ml méthanol
10 50 100 150 200 250 P
Pourcentages d’inhibition (%) )
S. aureus 0 10,97 1607 | 1529 1647 | 14,50 0,0000
ATTC 25923 ] |
S. aureus 1254 | 1724 | 1803 | 2430 | 15.68 20 | 0,0000
ATCC 43300
B .cereus $.23 12,54 14,11 1568 17,24 16,07 0,0000
ATTC 11178 |
L. coli 0 0 0 0 ] 0 -
ATCC 25922 -
P. aeruginosa 0 0 1136 | 1097 | 1254 10,58 0,0000
ATCC 27853
P [ 0.0000 | 0,000 | 0.0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 -

= S. aureus 25

Diametre d'inhibition en mm

10 - 50 100 150 200 250
Concentration de I'extrait Ruta ciialepensis (mg/ml)

Figure 41 ; Présentation graphique des pourcentages d’inhibition des différentes
souches testées,
(S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300, P. aeruginosa ATCC
27853, E. coli ATCC 25922, B. cereus ATCC 11178).

%

64


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Résultats et Discussion
%
Le caleul des pourcentages d'inhibition de Ia gamme de concentration choisie pour
Pextrait de Ruta chalepensis présenié dans le Tableau 12 et la F igure 41 nous montre que
sur Iensemble des souches testées les especes B. cereus ATCC 11178 et 5. aureus ATCC
43300 se réyélent plus sensibles. Par ailleurs, la souche E coli ATCC 25999 apparait
resistante vis-a-vis des différentes concentrations,

P, aeruginosa ATCC 27853, clle se montre résistante uniquement avec les Faibles
concentrations (10 et 50mg/ml), les zones d’inhibition calculées permettent de classer la
souche dans la catégorie sensible.

Pour la souche 8. gurens ATCC 25923, elle se montre plus résistante par rapport a la
souche S, qureus ATCC 43300 avec la concentration Omg/ml et sensible vis-a-vis du reste.

Donc on peut dire que Tactivité des majorités des souches se change selon les

concentrations.
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D’aprés les zones d’inhibition, générées par I’extrait méthanolique de Rura chalepensis
les bactéries les plus sensibles sont - S. gureus ATCC 43300, 8. gwreus ATCC 25923 et B.
cereus ATCC L1178, tandis que la souche P. aeruginosa ATCC 27853 elle montre des
sensibilités & des concentrations plus élevées. Concernant espéce E. coli ATCC 25922 les

extraits sont inactifs 4 sop égard.

A partir des résultats de I’antibiogramme tirés, on peut dire que "extrait R révéle plus

puissant que les molécules de synthése testés (antibiotiques) sur la majorité des souches.

Selon la littérature, les bactéries 4 Gram positif sont plus sensibles, par rapport aux
bactéries & Gram négatif, Cela peut étre expliqué par la présence de Ja membrane externe
chez les bactéries & Gram négatif, qui est capable de diminuer la perméabilité des composes
hydraphabes.

Nos résuitats sont confirmés par le travail de Attou, (2011), qui montre que la plante
Ruta chalepensis exerce une bonne activité antimicrobicnine vis-a-vis du S. aurens ATCC
25923, 8. aureus ATCC 43300, P.aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 11178, E. coli
ATCC 25922, otiils ont remarqué une grande variation entre les huiles essentielles de cetie

plante par rapport aux différentes stations de cueillette.

Plusieurs études ont montré également I"efficacité des extraits méthanoligues de Ruta sur
d’autres souches microbiennes lels : Pactivitd antifongique (Aspergillus fumigatus.
Aspergillus terreus, Microsporum canis, Paecilomyces lilacinus, Scopulariopsis brevicaulis.
Trichophyton mentagrophytes. Trichophyion rubrum) d’extrait méthanolique de Ruia
démontrée par les travaux de Lauk et al, 2000. D'auires travaux effectués sur I"activité
antimicrobienne d”cxtraits et méme d*huile esseniielles des espéees proches (Ruta montana
et Ruia graveolens) venforcent plus nos résultats (Ivanova et al, 2005 ; Emea, 1999).

Malgré que nous n’ayons pas trouvé dans la littérature des études sur I'zctivité
antibactérienne de I'extrait méthanolique de Rula, le profil des composés qu’il contient selon
des wravaux variés, confirme |'activité qu’il peut I"exercer.

L'analyse des données expérimentales montre qu’il y a une diminution du nombre de

colonies pour la majorité des souches testées.
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Conclusion et Perspectives
“

Les teneurs en polyphéncls totaux, en flavonoides ainsi que leseffets antioxydants et 1 effet

antibactérien des extraits méthanoliques de la partie aériemne de Ruia chalepensis (F idjel) et de

Bétavulgaris « var cicla » (Eselk) ont ét¢ évalués dans le présent travail.

Les résultats montrent que les deux extraits méthanoliques sont riches en composés
polyphénoliques avec la prédominance de ces derniers dans "exirait méthanolique de Rufa
chalepensis.

Par aillewrs, les deux extraits possédent une activité antioxydante importante in vitro. Ils
montrent une inhibition trés importante vis-a-vis du radical DPPH.

En outre, senl Iexirait méthanolique de Rurta chalepensis a moniré une activité
antibactérienne relativement importante vis-a-vis S awreus ATCC 43300, 5. gureus ATCC
25923, B. cereus, faible vis-a-vis P. aeruginosa tandis que 'extrait méthanolique de Béra

valgaris « var. ciclay ne posséde ancun effet antibactérien vis-a-vis des souches testées,

Ruta chalepensis et Béta vulgaris sont des sources prometteuses d’agents antioxydants mais
Ruta chalepensis est de fort agents antibactériens ce qui est expliqué par la nature des composés
présents dans cette plante par contre I'effet antibactérien de Béra vulgaris reste non cornfirmé,
Pour cela d’autres études concernant ["identification des molécules bioactives, la confirmation
de la capacité antioxydante de la Rue et de Bleties par des tests i vivo ainsi que ’évaluation de
Panfivitd antihartdrienne dits oxtraits 2 des huiles esseuticlles dv ves deus plantes vis & viy

d*autres souches bactériennes sont nécessaires,
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Annexe

“

Annexe 1

1. Matériel et Produits utilisés
1.1. Les produits Chimigues et les réactifs :
s H>Sos, FeCls, Hel, NHyOH, Reactif de Fehling, Ethanol.
 Réactif de Folin, Carbonate de sodium. acide gallique, AICl;, Quercétine, acide
ascorbique.
e Acétate d’éthyle, eau distillée, ninhydrine. Méthanol, L eau physiologique, BaCla.
»  Gélose Nutritive, Gélose Mueller Hinton, Bouillon Nutritit

1.2. Les équipements :

o e rot a vapeur R-215 (Biichi).

e Lyophilisateur.

» Spectrophotométre (JENWAY 6305).
= Cuve de chromatographie.

s Balance (BB310) et (Sartorius):
e Balance de précision (Explorer® Pro),
s Verrerie.

¢ Eppendorl.

= Tubes capillaires,
@ Vortex (snijders 34524).

» Autoclave.

» Four Pasteur.

= Etuve.

» Réfrigérateur.
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Annexe

Annexe 2
2. Solutions préparées

» Préparation de la solution 0.5 MacFarland
Cette solution représente le mélange d”une solution de BaCls & 1% et de 1'acide sulfurique 4

1%.

=~ Solufion de BaClx 4 1%
lg de BaCl, —5 100ml d’eau distillée

- Solution d* H2S01 3 1%
Prélever {ml d’acide sulfurique et compléter le volume jusqu’au 100ml par i*eau distilide.

Prélever 0,5ml de la solution de BaCl et le déposer dans une fiole ou une éprouvette.

Compléter le volume jusqu’ & 100 ml avee la solution de 1*acide sulfurique

Mesurer I"abserbance de mélange, elle doit éire comprise entre 0,08 a 0.1 lue (longueur

i ondo 625nm).
Conserver cette solution dans un flacon ombré a température ordinaire.

= L’eau physiologique

~-I"eau physiologique est une solution 2 9%.

9g de NaCl pour llitre de 'eau distillée.

Aprés préparation stériliser cette solution et la conserver 4 4°C jusqu’a leur utilisation
3. Préparation des milieux de cultures

¢ Gélose Nutritive
Dissoudre 39g dans un litre d’eau distillée, autoclaver 15 minutes 4 121°C. Ensuite

conserver dans un endroit frais en absence d hunudité.

# 'Gélose de Muller Hinton
Gélose Muller Hinton (38 g) plus 11, d'eau distillée. Porté & ébullition avec agjtations
Jusgu’a la dissolution compléte de [a poudre. La solution a ensuite éié siérilisée a "autoclave

4 121°C pendant 30 min.
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o Bouillon Nutritif
Metire 20g du milieu nutritif déshydraté dans 1litre d”eau distillée ou déminéralisée. Agiter
lentement jusqu'a dissolution compléte. Répartir en tube ou en flacons, stériliser a

I"autoclave.

Concerver au réfrigerateur pour un usage ultérieur.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu



