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RESUME

Ce meémoire propose une exploration approfondie de Ruta montana L., une plante aux
propriétés medicinales prometteuses. Il comprend une étude bibliographique détaillée des
aspects botaniques et de la composition phytochimique de cette espéce, ainsi que de ses
applications traditionnelles. L’analyse quantitative de I’huile essentielle, réalisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM), révele que
les principaux composés chimiques de I’huile essentielle de Ruta montana sont des
monoterpénes oxygénés, principalement deux cétones : I’'undécan-2-one (32,81 %) et le nonan-
2-one (29,54 %), ainsi que le nonanol-2-acétate (18,20 %).Les tests phytochimiques indiquent
une forte présence d’alcaloides, de tanins, de saponines, de mucilages et de flavonoides. De

plus, des études ont démontré une activité antioxydante par la méthode du

DPPH, un effet inhibiteur de I’huile essentielle contre la corrosion, ainsi qu’une activité
biologique notable, notamment une activite antibactérienne élevée contre Bacillus cereus et une

activité antifongique comparable a celle des références standards.

Mot clé: Ruta montana L, DPPH, Bacillus cereus, phytochimiques, alcaloides,

tanins,saponines ,mucilages ,flavonoides, antibactérienne ,huile essentielle.

Abstract

This thesis offers an in-depth exploration of Ruta montana L., a plant with promising
medicinal properties. It includes a detailed bibliographic study of the botanical aspects and
phytochemical composition of this species, as well as its traditional applications. The
quantitative analysis of the essential oil, performed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS), reveals that the main chemical compounds of Ruta montana essential
oil are oxygenated monoterpenes, primarily two ketones: undecane-2-one (32.81%) and
nonane-2-one (29.54%), as well as nonanol-2-acetate (18.20%). Phytochemical tests indicate
a strong presence of alkaloids, tannins, saponins, mucilages, and flavonoids. Additionally,
studies have demonstrated antioxidant activity using the DPPH method, an inhibitory effect of
the essential oil against corrosion, and notable biological activity, including high antibacterial
activity against Bacillus cereus and antifungal activity comparable to standard references.
Keywords: Ruta montana L., DPPH, Bacillus cereus, phytochemicals, alkaloids, tannins,

saponins, mucilages, flavonoids, antibacterial, essential oil.
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Introduction Générale

INTRODUTION GENERALE

Depuis I’antiquité, I’homme a utilisé des plantes médicinales et aromatiques. De nos jours, leurs
utilisation augmente considérablement dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques,
parfumeries et alimentaire. Au moins 35 000 espéces sont utilisées dans le monde car les plantes

sont la principale source de substances actives.[1]

Ces plantes représentent une richesse inestimable pour I’humanité. Elles fonctionnent comme
des laboratoires naturels, générant une variété de composés actifs tels que des alcaloides, des
huiles essentielles, des flavonoides, des tanins, et bien plus encore. Ces ressources sont mises a
la disposition de ’homme, qui peut les utiliser pour préserver sa santé et répondre a ses besoins

essentiels.[2]
En outre, le stress oxydatif est responsable de nombreuses maladies chez ’homme, allant de

L’inflammation au cancer, en passant par les maladies cardiovasculaires et 1’arthrite
rhumatoide. Ainsi, la quéte de substances d’origine végétale dotées de propriétés antioxydantes
se révele extrémement bénéfique pour améliorer la santé humaine, tout en contournant les effets

indésirables des molécules synthétiques[3]

Dans le cadre de notre travail relatif aux plantes médicinales, nous avons réalisé une étude sur
la RUTA MONTANA L, extraction, identification, analyse qualitative de certains groupes

chimiques bioactif, et son activité antioxydante.
Ce manuscrit est structuré en quatre chapitres :

- Le premier chapitre est consacré a une synthése bibliographique sur la RUTA MONTANA L et

présente sa description botaniques et son domaines d’utilisation.
- Le deuxiéme chapitre se focalise sur 1’étude des métabolites secondaires de cette espece.

- Le troisieme chapitre est basé sur 1’étude phytochimique de la plante et de l’activité

antioxydante de son I’huile essentielle.

_ Le quatriéme chapitre est une étude de I’effet inhibiteur de la corrosion de 1’huile essentielle

et de son activité antimicrobienne



CHAPITRE 1
LA PRESENTATION DE LA PLANTE



CHAPITRE1 la présentation de la plante

1 INTRODUTION

Les Rutacées tirent leur nom de la route et comprennent plus de 700 espéces, pour la plupart

arborescentes, que I'on trouve dans les pays tropicaux et tempérés du monde entier.
Il s'agit d'une famille sequentielle qui ne fournit qu'un petit nombre de caractéres constants.

Cependant, Rue est clairement identifiable par son appareil sécrétoire, constitué d'une poche

sécrétoire chez certaines espéces et absent chez d'autres familles dites schizolysigenes.[4]

Ces poches sont toujours trés superficielles et proviennent de I'épiderme, ce qui explique que

méme un léger écrasement des parties molles des Rutacées produit une forte odeur d'essence.
Ils apparaissent trés souvent sur les feuilles et se présentent sous forme de points transparents.

Les fleurs ont un disque nectar intrastaménal, situé a l'intérieur des étamines, ce qui place les

Rutaceae dans l'ordre de la famille des Térébenthine.

Leur formation résulte a la fois du détachement (du clivage de la schiseine verte) et de la
prolifération des cellules délimitant la cavité a l'origine de la poche et de la lyse des cellules les

plus internes de la poche. [5]
Les principaux problémes causés par les Rutacéees sont en réalité de nature dermatologique.

Le contient de grandes quantités de furano coumarines photo sensibilisantes (par exemple
bergaptene), qui peuvent provoquer des phénomenes phototoxiques . Il existe plusieurs

centaines d'espéces de Ruta :

Ruta montana,Ruta graveolens et Ruta chalepensis sont les plus connues et les plus

couramment utilisées.
Les batonnets sont en fait une plante médicinale traditionnelle.

I1s’agit notamment de plantes quelque peu ignorées en phytothérapie moderne, car considérées

a juste titre comme potentiellement trop toxiques.
La Ruta graveolent, quant a elle, est toujours une plante utilisée en homéopathie.

Nous limitons notre étude sur la Ruta montana, une plante herbacée vivace originaire des
montagnes calcaires du Midi, Il n'a pas d'odeur désagréable, rend difficile la croissance des

insectes a proximité et a un effet insecticide élevé. [6]

3



CHAPITRE1

la présentation de la plante

Tableau 1. Classification botanique

Régne

Végétal

Embranchement

Spermaphytes

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Dialypétales

Série Disciflores

Sous série Diplostémones

Ordre Sapindales (RUTALES)
Famille Rutacées

Sous famille RUTOIDEES

Genre RUTA

Espéce RUTA MONTANA L [7]

2 Le nom commun

Francais : Rue des montagne.

Anglais : Mountain Rue.

Italien : Ruta montana.

VvV V. V V V V

Allemand : Bergraute [8]

3 Description botanique

Arabe :Fidjel, Fidjela el djebeli.

Espagnole : Ruda de muntanya, Rudamontesina.

La rue est une plante herbacée vivace glabre qui ressemble a un arbuste. [9]

Le dessous de la tige est ligneux. figurel



CHAPITRE1 la présentation de la plante

Figure 1 : Ruta montana L

Les feuilles : bleu-vert sont alternes et profondément divisées en trois parties en forme de

spatule ou oblongues, chacune mesurant 15 mm de long. figure 2 [10]

Figure 2: Les feuilles

Les fleurs : vert-jaune sont disposées en panicules ou encorymbes apicaux.[11]

Les feuilles et les fleurs sont trés plates figure 3



CHAPITRE1 la présentation de la plante

Figure 3: Les fleurs

Les plantes matures mesurent environ 60 cm de largeur et 40 a 100 cm de hauteur figure 4[12]

Figure 4: La hauteur de la plante

La rue dégage un aréme treés fort, plutét désagréable, et le golt de ses feuilles est trés amer et
piquant. En Europe, la floraison a lieu en mai-juin et la fructification a lieu a la fin de I'été. Il
existe deux cultivars : Divaricata, qui a des feuilles jaune-vert brillantes, et VVariegata, quia des

feuilles panachées.[13].
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4 Caractéristiques

4.1 Organes reproducteurs

Type d'inflorescence : raceme de racémes
Reépartition des sexes : hermaphrodite
Type de pollinisation : entomogame

Période de floraison : Mai a Aodt [14]
4.2 Graine

Type de fruit : capsule

Mode de dissémination : barochore [15]

4.1 Habitat et répartition

Habitat type : garrigues mediterranéennes occidentales
Aire de répartition :  européen méridional [16]

5 Culture

5.1 Conditions propices

Dans son aire de répartition naturelle, cette avenue se trouve dans des zones protégées de sols

secs, caillouteux et calcaires.
Cependant, la rue poussera dans les sols humides et secs a condition qu'ils soient bien drainés.

Le Roux se conserve mieux dans les sols pauvres et secs et ne craint pas le froid que dans les

sols tres fertiles.[17]

6 Composition chimique de ruta montana |
Le ruta montana | est une plante médicinale qui contient plus de 120 composés répartis dans
différentes parties de la plante (racines, feuilles, fleurs), dont des alcaloides, des coumarines,

des huiles essentielles, des flavonoides, des floquinolées, des glucides et certains tanins.

Beaucoup de ces composés sont biologiquement actifs.
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Les exemples incluent les huiles essentielles qui repoussent les insectes et la coumarine, un

alcaloide qui posséde des proprietés antiseptiques. [18]

7 La Toxicité de ruta montana |

Les furanocoumarines et I’huile essentielle de Ruta montana peuvent causer de graves

problémes.
Les furanocoumarines (psoralénes) sont phototoxiques.

Le contact avec des feuilles endommageées et I'exposition ultérieure au soleil provoquent une

dermatite aigué, qui ressemble a une brdlure du premier ou du deuxieéme degré.
Deuxiémement, la peau restera hyperpigmentée, ce qui peut durer un certain temps.
Cette réponse phototoxique est renforcee par I'humidité [19]

Pire encore, une fois digérées, ces coumarines peuvent altérer les acides nucléiques et

endommager le géenome, les rendant toxiques pour les reins et le foie, voire cancérigenes.

Les huiles essentielles provoquent des contractions des muscles utérins et des saignements

utérins.

Les signes d'intoxication routiere commencent par des troubles gastro-intestinaux (douleurs,
vomissements, salivation excessive), qui s'accompagnent bientét de symptémes de choc

(hypotension artérielle, maladie cardiaque) voire de convulsions.
Des saignements des organes génitaux sont également observés en méme temps.

Selon la gravité de l'intoxication, une insuffisance rénale et hépatique peut survenir plus tard,

entrainant la mort.[19]

Il n’existe pas d’antidote aux intoxications routiéres (Ruta montana,Ruta graveolens,Ruta

chalepensis).
L'empoisonnement de rue vise généralement a provoquer un avortement.
Il convient de rappeler qu’en Amérique du Sud, I’avortement est presque toujours interdit.

Les femmes enceintes devraient éviter de consommer méme de petites quantités d'extrait de
ruta montana | , car des études animales ont montré que l'extrait de rue peut provoquer des

malformations feetales [19]
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8 Utilisations

8.1 Effet pesticide de Ruta montana |

La Ruta montana | est utilisée pour lutter contre les parasites en raison de son ardme fort et de

Ses Composeés puissants.
Repoussez les scarabées japonais (un ravageur introuvable au Québec).

Efficace contre les insectes tels que le doryphore de la pomme de terre, la mouche tanaisie, la

mouche des étables, la mouche domestique et les puces.

Les extraits éthérés des graines sont également efficaces contre le puceron de la feve (Aphis

craccivora) [20]

L'extrait aqueux-aceto-éthanolique de roux a des propriétés antibactériennes mais ne reagit pas

avec les levures antifongiques.

Cependant, il est particulierement efficace contre les maladies des plantes telles que la tumeur
du collet (Agrobacterium tumefaciens), la pourriture molle (Erwiniacarotovora), la pustule

bactérienne (Xanthomonas phaseoli) et la tache bactérienne (Pseudomonas syringae)[20]

La Ruta montana | est un attractif trés puissant pour [laleurode des serres
(Trialeurodesvaporariorum), selon Doug Walker, chercheur a I'Université de Californie a

Davis.

Il peut étre mis a profit en placant une ou plusieurs plantes de rue dans une serre pour détecter

les aleurodes.
S’ils se trouvent dans la serre, vous les trouverez d’abord dans la rue.

Si nécessaire, relachez les guépes parasites (Encarsiaformosa).[20]
8.2 Culinaires

Au Moyen-Orient, le roux est utilisé pour fabriquer des produits a base de beurre de chévre et

de mouton et a une durée de conservation de quatre mois. [21]
Les Italiens utilisent le roux pour aromatiser un vin appelé grappa con ruta.

En Afrique du Nord, les graines sont également utilisées pour fabriquer un vin de palme appelé

lagmi.
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En Angleterre, les feuilles étaient parfois bouillies avec de la mélasse pour une conservation a

long terme.

La Ruta montana | est I'un des ingrédients du célébre reméde a base de plantes Four

ThievesVinegar. 1l est également utilisé pour se gargariser.

Méme en petites quantités, les feuilles fraiches ou séchées sont utilisées pour aromatiser le

fromage, la viande, la volaille, les jus de légumes, les rago(ts et le vin .[22]
8.3 Effet thérapeutique

On sait depuis longtemps que la seve ou séve des feuilles de rue agit comme un antidote contre
les morsures de serpents, les piqlres d'insectes et les allergies aux plantes, et possede des

propriétés antispasmodiques.
Les Arabes disent que macher les feuilles peut soulager les troubles nerveux.

Les feuilles fraichement écrasées peuvent étre appliquées en externe pour soulager les

symptémes de la sciatique.
Traditionnellement, la rue était utilisée pour I'épilepsie.

Roux a des propriétés anthelminthiques et antiamibes, et convient également au renforcement
des os et des dents.[23]
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1 Introduction

Les métabolites secondaires sont des composes phytochimiques qui ne sont pas directement,
impliqués parmi les procédure fondamentaux ( croissance, partage cellulaire ,respiration
,photosynthese ,reproduction )[24],le conte que abondamment de ces composés ne se
rencontrent pas comme toutes les somme apparat qu'ils n'la-dedans lequel pas parmi le
métabolisme générale (primaire),ce sont des métabolites secondaires ,qui n'exercent aucune
terrain piéce au étiage des activités fondamentales de I'bureau végétale strictement peuvent
voler bancals charges comme la rémanence du végétale lui — méme, action de défense, action
de résistance [25] sont aisément synthétisés parmi une division de la herbe et stocké parmi un
autre ,ils ont de temps en temps des structures chimiques complexes extrémement variables
suivant les somme et s’accumulent aisément en petites quantités .ces molécules bioactives sont

produites parmi divergentes parties de la cellule [26].

2 Classification

2 .1 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires ,d un poids moléculaire élevé .ils
sont largement distribués dans le regne végétal [27] .ce sont des composés dont 1’élément
structurel principal est la présences caractéristique d’au moins un noyau benzénique,
directement lié a au moins un groupement hydroxyle libre ou participant a une autre
fonction(éther, ester, hétéroside ) [28].peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes
trés polymérisées ) , ensuite par le degré de modifications de squelette (degré d’oxydation ,
d’hydroxylation, ...) .Tout les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre
de structures différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles

sur le squelette de base [29].

Ils participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques ( agents pathogénes,
blessures ,symbiose) ou abiotiques (lumiere, rayonnements UV , faible température,
carences) .les polyphénols contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des
végetaux (couleur, astringence, arome, amertume)[30].contribuant aux couleurs des plantes.ils
sont présents dans tous les organes de la plante et constituent donc un partie intégrante de
I’alimentation humaine.les composés phénoliques sont des constituants répandus des aliments

végeétaux (fruits, légumes, céréales, olive, légumineuses, chocolat, etc.) Et boissons (thé, café,
12
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biére, vin, etc.),et partiellement responsable des propriétés organoleptiques globales des
aliments végétaux.par exemples, les composés phénoliques contribuent a I’amertume et
I’astringence des fruits et jus de fruits ,du fait de D’interaction entre les composés

phénoliques,[31]

2 .2 Les flavonoides

Les flavonoides sont les molécules les plus représentatives des composés phénoliques, parce
qu’ils sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des fonctions phénols
libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du noyau flavane de base,
sont donc des polyphénols complexes, leur structure chimique comprend 15 atomes de carbone
de type c6-c3-c6 constituée de deux noyaux aromatiques (noyaux a et b) et d’un hétérocycle
oxygené (cycle c) [32],[33]sont des pigments vegétaux qui sont synthétisés a partir de la
phénylalanine et affichent généralement les couleurs brillantes connues des pétales de
fleurs.[34].cette classe de molécules est retrouveés dans les fruits, les Iégumes les graines, le thé

ou encore le vin rouge [35]. Figureb.

Co

= N O

1,3-diphénylpropane

Figure 5: Structure de flavonoide

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végétaux, on
trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les
anthocyanes et les flavonols ont eu une large distribution dans les fruits et les légumes, tandis

que les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs.

2.3 Tanin

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques, hydrosolubles, de masse moléculaire

comprise entre 500 et 3000, a saveur astringente, ayant en commun la propriété de précipiter
13
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les protéines, en s’y liant [36] les tanins sont utilisés dans ’industrie des colorants commun la
propriété de précipiter les caustiques pour colorants cationiques(colorants ,tannins ),et aussi
dans la production de encres(encre de gallate de fer ).dans 1’industrie alimentaire ,des tanins

sont utilisés pour clarifier le vin, la biere et les jus de fruits.

Autres utilisations industrielles des tanins comprennent des colorants textiles, comme
antioxydants dans le fruit les industries du jus, de la biere et du vin, et comme coagulants dans

le caoutchouc production [37].

Le terme tanin vient de la source de tanins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en cuir.
Dans ce processus, les molécules de tanins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux

attaques fongiques et bactériennes. figure6

H
© OH

HO
OH

Figure 6: Structure des tanins

2. 4 Les Coumarines

La coumarine est un composé chimique organique appartenant a la famille des benzopyrones,

dont le nom selon 'TUPAC est 2H-1-benzopyrones -2-one.

Dans son état normal (standard), elle est caractérisée par une structure cristalline et incolore.
Différents résidus peuvent étre ajoutés a ce squelette formant la famille des coumarines. Les

coumarines sont considérées comme un groupe de métabolites secondaires des plantes [38].

Ce sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2- pyrone.[39],

possedent une ou plusieurs fonctions phénoliques

possedent, éthérifiées ou non (2 I’exception de la coumarine proprement dite) ; c’est pourquoi

on les rattache souvent aux polyphénols [40]. figure7

14
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7

coumarine

Figure 7: Structure de coumarine

2.5 Les alcaloides

Est un composé organique d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azoté, plus ou moins
basique [41]. Leur atome d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique [42] de structure
complexe, qui se trouvent dans nombreuses plantes comme produits de dechets du
métabolisme.les alcaloides apparaissent liés aux acides organiques dans le cytoplasme des
tissus extérieurs. Ils sont toxiques, leur utilisation ne peut avoir lieu que sous contréle medicale.
Ils ont une action plus ou moins énergique sur le systéeme nerveux centrale et végétatif. [43],ils
sont solubles dans I’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools, tant qu’ils sont
placés en milieu acide (sels d’alcaloides) ils sont solubles aussi dans les solvants organiques
peu polaire comme le dichlorométhane, le chloroforme, etc....)en milieu alcalin (alcaloides

sous forme de base)[44].

Alcaloides sont souvent toxiques pour I’homme et beaucoup ont des activités physiologiques

dramatiques ;

Par conséquent enmédecine.ils sont généralement incolores, souvent optiquement substances
actives ; la plupart sont cristallines, mais quelque sont liquides a température ambiante .pour

les alcaloides dans les feuilles ou les fruits est le gout amer qu’ils donnent souvent a la langue

[45]. figure8
iR

N O
N\
/N CH,
CH; o
Figure 8: Structure des alcaloides
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2. 6 Les Terpénoides
Les terpenes sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouvert,
leur formule brute est (C s H x) n dont le x est variable en fonction du degré d’instauration de

molécule et n peut prendre des valeurs (1-8), [46].

Le terme de Terpénoides est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’'un monomere a 5 carbones appelé isopréne (2-methylbuta-1,3-diéne) ces composés
sont majoritairement d’origine végétale [47] ils sont d’arome et des parfums, des antibiotiques,
des hormones végétales et animales, des lipides membranaires, des attracteurs d’insectes, des
anti-alimentaires et des médiateurs des processus essentiels de transport d’électrons [48].

Figure9

RN

2-methylbuta-1,3-diéne
Figure 9: Unité isoprene

2. 7 Les mucilages

Les mucilages sont des substances végétales composées d’un composé gélatineux composé de
polysaccharides qui gonflent a I’ecau en prenant une consistance visqueuse, parfois collante,
similaire a la gélatine, d’ou leur surnom de morve de mer. Le terme peut également étre utilisé

pour décrire une préparation complexe composée de mucilage or d’un liquide visqueux créé en

dissolvant une gomme végétale dans de 1’eau [49].

2. 8 Les saponines

Les saponines ou saponosides sont d’hétérosides composé de deux parties : une soluble dans
I’eau chaine glucidique et généralement triterpénique ou structure liposoluble stéroidique Les
saponines sont classées par majorité des auteurs en deux groupes selon la nature de leur
aglycone saponosides avec stéroidiques aglycone, saponosides triterpéniques aglycone. Les

aglycones stéroidesreprésenté dans ont un ensemble squelette avec 27 atomes de carbone.
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Ces molécules proviennent d’une intramoléculaire cetalisation qui intervient aprés oxydation
en C16, C22 et C26 précurseur cholestanique en tenant comptes piro-nature de C22 ; cet
hexacyclique,[50].

La saponine appartient a un groupe de glucosides huileux naturels qui moussent abondamment

lorsqu’on les agite dans une solution.

Les saponines sont des glycosides stéroides ou triterpénoides, nommées pour leurs propriétés
savonneuses [51]. Figure 10

! \‘\\\\

\iﬁ\

HO

Tomatidine

Figure 10: Tomatidine

2. 9 Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges des composés lipophiles, souvent volatiles et liquides,
fabriqués et stockés dans certains tissus végétaux spécialisés. C’est un extraites des plantes par
distillation comptent parmi les principes actifs des plantes le plus utilisées en parfumerie elles
sont responsables de I’odeur caractéristique de la plante [52],[53]. Ce sont des complexes
naturels de molécules volatiles, synthétisées par les cellules sécrétrices des plantes aromatiques.
Celles-ci les conservent dans des poches au niveau de certains organes [54]. Il a des propriétés
telles qu’il est volatil a température normale, qui dégagent une odeur aromatique agréable
[55].Soluble dans tous les solvants organiques, elle sont trés peut solubles dans I’eau, leur
densité est inférieure a celle de 1’eau et sont constituées environ de300 molécules différentes

terpéniques (monoterpenes, sesquiterpenes , diterpenes [56].
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2 .9.1 Intérét biologique d’huiles essentielles
Les huiles essentielles ont beaucoup d’actions biologiques. Dans les préparations

pharmaceutiques, sont souvent employés comme antiseptiques, antibactériens, et antifongique

% Dans le domaine phytosanitaires et agro-alimentaires : les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employé comme agents de protection contre
les champignons phytopathogenes et les microorganismes envahissant les d’entrées
alimentaires.

.

% Egalement utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies inflammatoires elles

que les rhumatismes, les allergies ou I’arthrite [57].

3 Méthodes d’extraction des métabolites secondaires

3.1 Extraction par solvant solide-liquide

% Extraction par Macération : C’est une méthode d’extraction solde-liquide. Elle
consiste en mise en contact du matériel végetal avec le solvant, pour extraire certains
principes actifs [58].

% Extraction par Infusion : Operation consistant a laisser infuser plus ou moins
longtemps des substances dans un liquide afin d’en extraire les principes solubles [59].

% Extraction par Décoction : Procédé consistant a faire bouillir dans un liquide une
substance médicamenteuse, généralement végétale, afin d’en extraire le principe actif

[60]. Figure 11

papier-filtre
entonnoir —— =
—
salade «— Support
verte
—erlenmeyer
\ ] bécher — i

s , :
broyage macération filtration
dans un mortier dans |'alcool et recueil du filtrat

Figure 11: Extraction par solvant solide-liquide
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3.2 Extraction par distillation
C’est la méthode la plus simple, elle consiste a vaporiser I’eau ou un solvant organique qui

entrainera avec lui les substances volatiles, qui vont étre par suite condensées puis récupérées.

3. 2.1 Hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
¢ventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau port¢ a 1’ébullition. Les vapeurs
hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence

de densité [61].

Cette méthode est généralement utilisée en cas des huiles essentielles dont les constituants

chimiques sont thermorésistants. Figure 12

Figure 12: Montage d'extraction par hydrodistillation

3.2.2 La distillation par entrainement a la vapeur

Consiste a distiller un composé par entrainement a la vapeur d’eau est un procédé tres ancien
permettant de séparer des substances d’une mixture liquide [62].qui consiste a immerger la
matiere premiere dans un bain d’eau I’ensemble est porté a ébullition et I"opération est
généralement conduite a pression atmosphérique, la chaleur permet ’éclatement et libération
des molécules volatiles contenues dans les cellules végétales. Les constituants se vaporisent
selon leur température d’ébullition respective. Un condenseur permet de refroidir ces vapeurs
de mélange afin de récupérer ces substances dans des récipients appropriés, puis séparé en une

phase aqueuse et une phase organique qui constitue I’huile essentielle [63].
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Figure 13: La distillation par entrainement a la vapeur

3.2.3 Extraction au CO2 supercritique
L’extraction au CO> supercritique consiste a traiter une matiere premiére aromatique végetale
et naturelle avec du CO; supercritique. Dans cet état le CO; a la viscosité d’un gaz et la densité

d’un liquide, ce qui fait de lui un bon solvant.

Le CO: supercritique entraine les molécules odorantes dans un séparateur. La pression est
ensuite abaissée afin de séparer le CO de I’extrait. Le CO2 devient alors gazeux et réticule
jusqu’a I’extraction totale de la matiére premicre aromatique. Les molécules odorantes, elles
précipitent au fond du séparateur avant étre recueilles [64]. Le CO2 possede des propriétés
intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui en fait une bonne capacité
d’extraction. Qui plus est, facilement modulable en jouent sur les conditions de température et
de pression. Cette technique présente d’avantages. Tout d’abord, le dioxyde de carbone le fluide
le plus utilisé. Il est peu couteux, non toxique, accessibles sont compatibles avec les composés
thermiquement instables, De plus, il s’élimine facilement de I’extrait sans laisser de
résidus [65].
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Figure 14: Montage d’extraction au CO; supercritique

3.2.4 Extraction par Soxhlet

Un extracteur Soxhlet est une méthode d’extraction utilisée en chimie analytique et en chimie
organique qui permet de faire 1’extraction continue d’un solide par un solvant (figurel5), il se
compose d’un corps en verre dans lequel est placé une cartouche en papier filtre épais, d’un
tube siphon et d’un tube d’adduction. Le corps de I’extracteur est placé sur un ballon contenant
le solvant d’extraction, Les résidus a extraire sont placés dans I’extracteur surmonté d’un

réfrigérant [66]

Figure 15: Montage d'extraction par soxhlet
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1 Introduction

De nos jours, les produits naturels sont une source importante pour la recherche de nouveaux
composés actifs contre de nombreuses maladies. La plupart des espéces végétales dans le
monde possedent des vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui
réagissent directement sur 1’organisme. L’évaluation médicinale de ces pratiques passe par
I’isolement et 1’identification de nouvelles substances. [67] Dans le but de ce recherche de
différentes classes des métabolites secondaires dans 1’extraits de ruta montana, nous avons
effectué un screening phytochimique en établissant une série de réactions de caractérisation de
divers composés chimiques a savoir (les flavonoides, les saponines, les tanins, les

alcaloides...).

2 Etude phytochimique

Le test de caractérisation chimique permet une analyse qualitative fondée sur les réactions. de
coloration et/ou de précipitation au moyen de réactifs spécifiques ; Ce screening a été réalisé
sur la poudre de RUTA MONTANA , par les méthodes d’extraction de I’infusion, décoction et

maceration nous avons utilisé des techniques analytiques.[68]

Ces tests fournissent des informations sur la composition phytochimique. Les résultats sont

classés selon :

% Réaction franchement positive : ++++
% Réaction positive : +++
% Réaction moyennement positive : ++
% Réaction non déterminée : +

% Réaction négatif : 0

«» Réaction non effectué : -

Macération : Opération qui consiste a laisser séjourner un corps solide dans un liquide ou dans
un milieu humide, pour extraire certains principes actifs ou nutritifs de ce corps ou pour obtenir
une modification de celui-ci ; état d’un corps soumis a cette action. Il est certain que la

macération et la coction
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Détachent nettement les muscles des parties dures, ce qui ne peut avoir lieu que par la

dissolution de leur moyen d’un ion.

Infusion : Opération consistant a laisser infuser plus ou moins longtemps des substances dans

un liquide afin d’en extraire les principes solubles.

Décoction : Procédé consistant a faire bouillir dans un liquide une substance médicamenteuse,

généralement végétale, afin d’en extraire le principe actif.
3 Materiel et méthodes

3.1 Matériel végetale

La plante choisie dans cette étude est le RUTA MONTANA récolté dans la région de sonacter ,

Mostaganem (Algérie) en février 2024

Figure 16: la matiére végétale

3.2 Méthodes d’extraction
Le matériel végétal est constitué de feuilles et tige de plante RUTA MONTANA sont lavées puis

laisser sécher a ’'ombre et a température ambiante dans un endroit aéré. Les feuilles séches ont
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été broyées et conserver a température ambiante, dans un endroit sec et a I’abri de I’humidité et

de la lumiére.

L’extraction des plantes médicinales est trés importante pour avoir un extrait de bonne qualité

et de grande quantité.

3.3 Préparation du macérat
Un extrait sulfurique est préparé a partir de 10 g de poudre médicinale et de 50 ml d’acide
sulfurique concentré dilué 10 % dans un erlenmeyer de 250 ml aprés une macération de 24 H.

la macéré ainsi obtenu est ensuite complété a 50 ml avec de I’eau distillée.

3.4 Préparation de I’infusion
Sg de poudre végétale est versé dans 100 ml de I’eau bouillante apreés 15 min nous avons filtré

la solution pour obtenir I’infusé a 5 %.

3.5 Recherche des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérises a partir de test : le test de Mayer

Introduire 1ml de la macéré dans un tube a essai., ajouter 5 gouttes de réactif de Mayer,

I’apparition de précipités indique la présence d’alcaoides
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Le précipité indique la présence

D’alcaloides

Figure 17: Test des alcaloides

4 Recherche des substances polyphénoliques
La solution a analyser est un infusé aqueux a 5% obtenu en versant 5 g de poudre médicinale
dans 100ml d’eau distillée bouillante. Filtrer apreés 15min et rincer avec un peu d’eau chaude

de maniére a obtenir 100ml de filtrat

4.1 Les tanins
A 5ml d’infusé a 5%, ajouter 1ml de perchlorure ferrique a 1%. En présence de tanins il se

développe une coloration verdatre ou bleu noiratre
La différenciation entre les tanins galliques et les tanins catéchiques se fait par la réaction de

Stiasny :
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Figure 18: Présence des tanins

4.2 Les flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction de cyanidine. A 5 ml de I’infusé on ajoute 5
ml d’alcool chlorhydrique (éthanol, eau distillée et I’acide chlorhydrique concentré en parties
¢gales en volume). ensuitelml d’alcool iso-amylique puis ajouter quelques copeaux de

magnésium, L apparition d’une coloration :
> Rose orangée indique la présence des flavones.
» Rose violacée indique la présence de flavanones.
» Rouge indique la présence des flavonols, flavanonols.

Cette coloration a confirmé la présence de flavonoides.
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Figure 19:la présence des flavones

4.3 Recherche des saponines

Pour rechercher les saponosides, nous avons porté 0.5 g drogue pulvérisée a ébullition pendant
5 min dans 10 ml d’eau distillée nous laissons jusqu’a ce qu’il refroidisse puis versé¢ dans un
tube a essais a bouchon de I’extrait et agiter pendant 1 min puis laissé au repos durant quelque
min, la formation d’une mousse d’une hauteur supérieure a Icm indique la présence des

saponines.

4.4 Mucilages

A 1 ml de la solution a analyser ajouter 5 ml d’éthanol absolu. L’apparition d’un précipité

floconneux indique la présence de mucilages.
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N = “.

Figure 20:la présence de mucilages

Les résultats

Les tests utilisent des réactions qualitatives de caractérisation pour identifier les différents
composeés chimiques présents dans RUTA MONTANA L. Ces réactions dependent des
phénomenes de précipitation ou de coloration de réactifs particuliers. Ces derniers permettent

de déterminer s’il y a ou non des métabolismes secondaires.

Les recherches phytochimiques effectuée ont donné les résultats regroupés dans le tableau 02.

Tableau 2: Résultats des test phytochimiques

Les composés Résultats
Alcaloides +++
Flavonoides +++
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Tanins F++
Saponines ++
Mucilages +++

Les analyses montrent une forte présence des tanins d’alcaloides, des flavonoides, des
mucilages des Saponines est une faible présence des Coumarines
5 Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation

5.1 Extraction

L’essence a été obtenue en utilisant le montage d’hydrodistillation. Une quantité de 300 g de
matériel végétal est introduite dans un ballon contenant 2000 ml de I’eau distillée. Le mélange
est porté a 1’ébullition durant 3 heures. Les vapeurs d’eau chargées d’huile essentielle sont

condensees dans le réfrigérant et récupérées.
On ajoute du dichlorométhane et du sel au distillat. On sépare entre les deux phases a I’aide

D’une ampoule a décanter. Apres cela, la phase organique huileuse est traitée avec MgSO4 pour

¢liminer toutes traces d’eau, puis filtrée.

Ensuite, le filtrat obtenu doit étre évaporé a sec pour éliminer le dichlorométhane et récupérer

notre 1’huile essentielle.

Pour éviter toute dégradation de I’essence, I’huile est conservée dans des flacons

hermétiquement fermés a ’obscurité et a basse température.

6 Calcul de rendement

==2%100
100

R=1.7%
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7 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG/SM)

La combinaison entre ces deux techniques d’analyses CPG/SM permet de séparer les
composants de I’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse

compléte aussi bien qualitative que quantitative du produit a analyser.

La chromatographie en phase gazeuse sépare des fractions moléculaires composant
I’échantillon en se basant sur la vitesse de déplacement et le temps de rétention mis pour

parcourir une colonne remplie d’une phase stationnaire.

La spectroscopie de masse utilise des sources énergétiques pour ioniser, fragmenter et enfin

séparer les groupements moléculaires selon le rapport masse sur / charge électrique (m/q)

Tableau 3:la composition du I'huile essentielle de ruta montana | par la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM)

Peak Kovats Compound )
Nombre Index

1 936 a-Pinene 0.05
2 983 3-Octanone 0.10
3 987 B-Myrcene 0.18
4 1.017 o- Carene 1.23
5 1.026 p-Cymene 0.76
6 1.030 Limonene 0.94
7 1.089 Nonan-2-one 29.54
8 1.098 Nonanal 0.92
9 1.135 Octanol- acetate 0.41
10 1.139 B-Tujone 0.18
11 1.146 4-Terpineol 0.84
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12 1.189 Decan-2-one 141
13 1.230 2-Nonanol acetate 18.20
14 1.291 Kentone s-undecan-2-one 32.81
15 1.330 Decyl-2-acetate 0.19
16 1.363 Dodecan-2-one 0.64
17 1.426 2-Undecanol acetate 4.02
18 1.493 Tridecan-2-one 0.50
19 1.819 Diisooctylester 3.56
20 2.099 Psoralen 3.52

8 Résultats et discussions

L’identification des produits a été faite en comparant leurs indices de rétention et spectre de
masse avec ceux des composeés de référence de la littérature emmagasinée dans le logiciel de

I’appareil.

L’analyse chromatographique de I’huile essentielle par CG/MS a permis d’identifier la
composition chimique de Ruta montana L. L’analyse quantitative montre la présence de vingt

produits : sont regroupés dans le tableau. 1.

Les principaux composés sont constitués de monoterpenes oxygenés, caractérisés par la forte
prévalence de deux cétones-undécan-2-one (32,81 %), Nonan-2-one (29,54 %). Nonanol-2-
acétate (18,20 %), acétate de 2-Undécanol. (4,02 %) et Psoraléne (3,52 %) ...

9 Le radical stable DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur violacée
qui absorbe dans I’'UV-visible a la longueur d’onde de 517nm. Il fut I'un des premiers radicaux
libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques.
Il possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote Du fait de cette délocalisation,

les molécules du radical ne forment pas des dimeres. Le radical

DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire.
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[ )
N—N NO,

Figure 21 :structure chimique du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1,1-picrylhydrazyle )
10 Principe de la méthode

10 .1 Réaction entre le radical libre DPPH et I’antioxydant

La réduction du radical libore DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie
UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence des
extraits. Le DPPH est initialement violé, se décolore lorsque I’¢lectron célibataire s’apparie.
Cette decoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres

indépendamment de toutes activités enzymatiques.

Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule antioxydante,
se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) jaune, avec perte de son
absorbance caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante dans le
méthanol ou éthanol (cas des huiles essentielles), qui permet une bonne solubilisation de la

plupart des antioxydants. Ce test est trés utilisé, car il est rapide, facile et non couteux.

RH
\anﬁoxydant

Qo [V Qo
. H
N—N@Noz > N—N@NOZ
@ O2N \Ro @ OaN

Figure 22: (Réduction du radical DPPH) Piégeage de DPPH par les flavonoides
(ph:noyau phénolique)

11 Test du piégeage du radical libre DPPH

Dans des tubes a essai, on introduit 1 ml de chaque extrait avec 1 ml de la solution
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méthanolique de DPPH (2,4 mg/ 100 ml). Aprés agitation, les tubes sont placés a 1’obscurité a
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture a été effectuée par la mesure de

I’absorbance a 517 nm.

Comme antioxydant des références, nous avons utilisé I’acide ascorbique et la quercetine.
Le pourcentage de piégeage du radical DPPH est calculé selon I’équation suivante :

% d’inhibition = [(Ao— A) / Ag] x 100

Ao : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

A : absorbance en présence d’extrait.

Pour chaque extrait quatre tests.

12 Calcul de ’'IC50
Le parametre IC50 (Efficient concentration 50 de DPPH perdu) aussi appelée 1C50

(Concentration inhibitrice équivalente a 50%), est défini comme étant la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de ’activité de DPPH. Le pouvoir antioxydant est déterminé
de fagon a ce qu’une quantité de ’extrait d’une concentration bien déterminée neutralise 50%
du radical. Les résultats exprimés en 1C50 qui sont calculés a partir des courbes de la variation
du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut

rappeler que plus la valeur de IC50 est petite, plus I’activité antioxydante de I’extrait est grande.

Tableau 4: Pourcentage d'inhibition de I'extrait méthanoligue de RUTA MONTANA L

Concentration 2.5 55 10 13 20
(mg/ml)

(%) 5.5 141 25.33 33.45 59.2
D’inhibition
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Figure 23: Courbe de correélation entre I'extrait méthanolique du Ruta montana L et le

pourcentage d'inhibition

Nous remarquons que ’extrait méthanolique du Ruta montana L reduit la concentration de ce
radical et le rapport entre ’activité anti radicalaire et la concentration en éxtrait méthanolique

du Ruta montana L est positive et significative (R 2 =0.991) figure 21
Le IC50 calculé a partir du graphe

IC50 = 17.65 mg/ml
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|I. Etude de I’inhibition de la corrosion

1 Introduction

La corrosion du fer par un acide est un phénomene chimique commun qui a des implications
importantes dans de nombreux domaines, allant de I'ingénierie a la conservation du patrimoine.
Ce processus se produit lorsque le métal réagit avec un acide, entrainant une détérioration
progressive du matériau. La corrosion est une oxydation du métal, souvent catalysée par la

présence d'acides, qui accélérent la formation de produits de corrosion comme la rouille.[69]

La vitesse de corrosion dépend de plusieurs facteurs, dont la concentration de l'acide, la
température, la présence d'oxygeéne et d'autres contaminants. La corrosion par acides peut étre
particulierement rapide et sévere, entrainant une perte de masse importante du métal et une

diminution de ses propriétés mécaniques.[70]

Comprendre les mécanismes de la corrosion est crucial pour developper des stratégies de
protection du métal, comme l'utilisation de revétements protecteurs, d'inhibiteurs de corrosion
ou la conception de structures résistantes a la corrosion. Par ailleurs, la corrosion a des
implications économiques considérables, car elle peut entrainer des colts élevés de

maintenance et de remplacement des infrastructures métalliques.[71]

Ainsi, I'étude de la corrosion du métal par les acides n'est pas seulement une question théorique,
mais une nécessité pratique pour assurer la durabilité et la sécurité des structures métalliques

dans divers environnements.[72]

L'évaluation gravimétrique est une méthode couramment utilisée pour étudier I'efficacité des
inhibiteurs de corrosion. Cette technique repose sur la mesure de la perte de masse d'un
échantillon métallique aprés exposition a un milieu corrosif, avec ou sans inhibiteur. Voici un
apercu détaillé de cette méthode et de son application dans I'étude des inhibiteurs de corrosion
[73]

2 Principe de I'évaluation gravimetrique
Préparation des Echantillons : Des échantillons de métal, souvent des coupons de fer ou
d'acier, sont soigneusement nettoyés pour éeliminer toute impureté ou couche oxydée

préexistante. Leur masse initiale est mesurée avec précision a l'aide d'une balance analytique.
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3 Exposition au milieu corrosif

Les échantillons sont immergés dans une solution corrosive (par exemple, une solution d'acide)
avec et sans la présence d'un inhibiteur de corrosion. Les conditions d'exposition (concentration
de l'acide, température, durée) sont contrblées et maintenues constantes pour assurer des

résultats comparables.

4 Retrait et nettoyage des échantillons

Aprés une péeriode d'exposition déterminée, les échantillons sont retirés de la solution, rinces
pour enlever les résidus de la solution corrosive, puis nettoyés pour enlever les produits de
corrosion. Ceci est souvent effectué en utilisant des solutions de nettoyage spécifiques pour

assurer que seule la corrosion est enlevée, sans altérer le métal de base.

5 Mesure de la perte de masse
Les échantillons sont séchés et leur masse finale est mesurée. La différence entre la masse

initiale et la masse finale donne la perte de masse due a la corrosion.
Avantages et Limitations

6 Avantages

Simplicite et Fiabilité : La méthode gravimétrique est simple a mettre en ceuvre et fournit des

résultats fiables.
Directe : Elle donne une mesure directe de la perte de métal due a la corrosion.

Economique : Cette méthode ne nécessite pas d'équipements sophistiqués, rendant les codts

d'analyse relativement bas.
Limitations

Temps : La méthode peut étre chronophage, nécessitant plusieurs jours d'exposition pour

obtenir des résultats significatifs.

Sensibilité : Les pertes de masse tres faibles peuvent étre difficiles & mesurer avec précision,

limitant la sensibilité de la méthode pour des inhibiteurs tres efficaces.

Etat de Surface : Les résultats peuvent étre influencés par les conditions de surface initiales

des échantillons.

Calcul de I'Inhibition de la Corrosion
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La vitesse de corrosion est évaluée en comparant la perte de masse des échantillons avant et

apres le test a l'aide de la formule suivante :
V = (Mo=My) / S.t (mg.ht.cm?)

V=AM /S.t (mg.h.cm?)

AM = Mo—M; (mg)

AM : la perte de masse due a la corrosion. La différence entre la masse initiale et la masse

finale.

Mo: la masse de I'échantillon initiale avant le test (mg).
M. : la masse de I'échantillon finale aprés le test (mg).
S : la surface de I'échantillon (cm?).

t : le temps (24h).

7 Composition chimique du matériau

e La composition chimique du matériau analysé avec FRX et les concentrations en

élements sont exprimées comme suit :

Fe 88,1 %, Na 6,39 %, Si 1,27 %, Al 1,27 % , Zn 0,845 % , Pb 0,564 % , Cl 0,510 % , Ca
0,423 %, S 0,196 % , K 0,183 %, Mg 0,181 %, Cu 510 PPM , As 282 PPM , Cr 217 PPM ,
Ni 84,6 PPM

Quant a l'efficacité inhibitrice (E w%), elle a été calculee a l'aide de I'équation ci-dessous :

Vcor —Vceor(inh)
Ew %= X 100
Vecor

oU V cor €t V cor(inn) SONt respectivement les vitesses de corrosion sans inhibiteur et en présence

d’inhibiteur.

Le milieu acide H.SO4 0.5 M utilisé dans cette étude a été préparé en diluant la qualité
analytique initiale de H.SO4 avec une eau bidistillée. Des échantillons d'acier cylindriques d'une
surface de 2 cm? ont d'abord été polis a l'aide de différents papiers émeri (abrasif), puis
soigneusement lavé avec de I’eau bidistillé , dégraissée a l'acétone puis séchée a température
ambiante 25°C. Chaque échantillon utilisé pour les mesures gravimétriques a été immergé dans

une solution d’un mélange de 100ml d’acide sulfurique 0.5M et une concentration de I’huile
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essentielle de notre plante. Le temps d'immersion pour la perte de poids était de 24 h, a 298 K.
Apres le test de corrosion, les échantillons ont été lavés dans une eau bidistillée, séchées puis
pesées. Des expériences en triple ont été réalisees dans chaque cas. Les valeurs moyennes des
pertes de poids permettant de calculer les valeurs moyennes du taux de corrosion sont

regroupées dans le tableau

Tableau 5:les valeurs moyennes du taux de corrosion

Concentration AM pH pH Vcor (moy) Ew Log(conc)
Inhib (mg/ml) |  (mg) t=0 t=24h | (Mg/h.cm?) (%)
0
0.67 0.75 0.79 13.95 / /
10
0.15 0.70 0.95 3.15 77.5 -4
103
0.14 0.68 0.89 2.94 79.3 -3
5.10°
0.13 0.67 0.81 2.75 80.5 -2.1
10
0.03 0.66 0.80 0.65 95.5 -2
5.10%
0.1 0.65 0.79 2.1 86 -1.4
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Figure 24 : vitesse de corrosion (mgh .cm?) en fonction de log (concentration)(mg/ml)

8 Conclusion

L’efficacité d'inhibition augmente avec 1'augmentation de la concentration en inhibiteur

pour atteindre une valeur égale a 95,5 %, a 0.01 mg/ml a température constante 295k.

L'évaluation gravimétrique est une methode éprouvée pour étudier I'efficacité des
inhibiteurs de corrosion. En mesurant la perte de masse des échantillons métalliques avant et
apres exposition a un milieu corrosif, cette technique permet de quantifier I'effet protecteur des
inhibiteurs. Bien que simple, cette méthode nécessite un contrdle rigoureux des conditions

expérimentales pour garantir des résultats précis et reproductibles.
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I1 étude de Pactivité antimicrobienne

1 Introduction
L'étude des propriétés antibactériennes de I'huile essentielle de Ruta montana L est un domaine
de recherche prometteur, surtout en raison de l'intérét croissant pour les alternatives naturelles

aux antibiotiques synthétiques.

2 Méthode de détermination de ’activité antimicrobienne

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HE a une grande influence
sur les résultats. A I’heure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre
mise en évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide

qu’en milieu liquide [74]

2. 1 méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion sur disque, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de
I’aromatogramme ou technique de I’antibioaromatogramme [75] est mise au point par
Schroeder et Messing en 1949.Cet examen se fait de la méme maniere qu'un antibiogramme ou
les antibiotiques sont remplacés par des essences aromatiques, préalablement sélectionnées et

reconnues [76].

Cette technique inspirée de celle des antibiogrammes, a été généralisée aux huiles essentielles
[77]

Elle consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé convenable, déja solidifié
et inoculé de la souche microbienne testée. Un disque stérile de papier filtre de 6 mm de
diamétre imprégné d’une quantité connue d’huile essentielle est déposeé sur le milieu gélosé
préalablement ensemencé avec une culture microbienne. La dilution des HE se fait toujours
dans un solvant tel que 1’éthyléne glycol 1[78], I’acétone [79], I’éthanol a 95%][80]. Le principe
de cette méthode est toujours la migration de I’HE par diffusion dans la gélose. Apres
incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diameétres des zones d’inhibition en
millimetres [81]. La sensibilité aux différentes huiles essentielles est mesurée en fonction des
diamétres des zones d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour le diamétre moins sensible
de 6 mm ; sensible (+) pour un diametre entre 9-14 mm ; trés sensible (+ +) pour un diamétre

entre 15-19 mm et extrémement sensible (+++) pour le diamétre plus que 20 mm [82]
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Doite de péi

Ensemencement de la géose

en nappe par 1ml de Finocuhen Gelose Mucller Hinton

Depol aseplique d'un chsque
mmbibe de Mile essenticlle

Z: zone d'mhibition

Croissmce microbienne

Figure 25:illustration de la méthode d'aromatogramme sur boite de pétri

4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, I’observation de la gamme
permet d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance de 90% de la population

microbienne [83]
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1 Réactivation de souches pathogénes

1.1 Les souches pathogénes utilisées

Les germes pathogénes, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 33862, p. aeruginosa ATCC
27853, B. cereus ATCC 10876, et C. albicans ATCC10231 ont été réactivées en bouillon BHIB,

et incubées a 37 °C pendant 24 H pour s’assurer de leurs pureté ainsi que les réactiver.

1.2 Le renouvellement et ’enrichissement des souches pathogénes

Le renouvellement et ’enrichissement est effectu¢ par ensemencement des souches pathogenes
dans un bouillon BHIB a 37°C pendant 24 heures d’incubation avant chaque test d’antagonisme

pour obtenir une culture jeune [84]

2 LA méthode de Vincent

La méthode de diffusion sur disque, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de
I’aromatogramme ou technique de I’antibioaromatogramme, est mise au point par Schroeder et
Messing en 1949.Cet examen se fait de la méme maniere qu'un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par des essences aromatiques, préalablement sélectionnées et
reconnues. Cette technique inspirée de celle des antibiogrammes, a été généralisée aux huiles

essentielles.

Elle consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé convenable, déja solidifié
et inoculé de la souche microbienne testée. Un disque stérile de papier filtre de 6 mm de
diameétre imprégné d’une quantité connue d’huile essenticlle est déposé sur le milieu gélosé
préalablement ensemencé avec une culture microbienne. La dilution des HE se fait toujours
dans un solvant tel que 1’éthyleéne glycol 1, I’acétone, 1’éthanol a 95%. Le principe de cette

méthode est toujours la migration de I’HE par diffusion dans la gélose.

Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diamétres des zones d’inhibition
en millimétres. La sensibilité aux différentes huiles essentielles est mesurée en fonction des
diamétres des zones d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour le diamétre moins sensible
de 6 mm ; sensible (+) pour un diametre entre 9-14 mm ; trés sensible (+ +) pour un diamétre

entre 15-19 mm et extrémement sensible (+++) pour le diametre plus que 20 mm
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Figure 26: I'étapes de méthode de diffusion sur disque
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3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI )
Geénéralement la concentration minimale inhibitrice (CMI) est considérée comme étant la plus
faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la croissance visible d’un

microorganisme donné aprés un temps d’incubation de 24h [85]

La détermination de la CMI a été réalisée par la Méthode de micro dilution sur milieu liquide
selon CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

Dans cette technique, des microplaques a fond rond (96 puits) sont utilisées pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice, dans chaque ligne de la microplaque on dépose 100 pl du
bouillon nutritif BHIB.

En prépare un solution mer de 100 pl de I’huile essentielle dans 1 ml de DMSO

Ensuite, 200 pl de la solution a tester sont introduits dans le premier puits. Apres avoir bien
mélangé le contenu du premier puits, 100 ul est prélevé, puis déposée dans le 2¢me puits, et on
continu ainsi de suite jusqu’au 11eme puits ou 100 pl restants sont €éliminés. Par conséquent,
nous obtenons une dilution 12 entre chaque puits. Le dernier puit représente le témoin négatif

- le puit N°12 contient uniquement le bouillon nutritif.

Enfin, ajoutée 10 ul de I’inoculum et 90 ul de BHIB dans chaque puits. Les microplaques sont

scellées et incubées a 37 °C pendant 24h.

L’huile éssentielle

Ruta 200 pl de la solution a tester sont

montana | + DMSO introduits dans le premier puits.
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Figure 27:1'étapes pour détermine la concentration minimal d'inhibitrice

Remarque

Dans le puits 12 j’ai fait tout I’étape mais son solution mer (I’huile essentielle RM + DMSO)
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4 LES RESULTATS

Pourvoir de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle Ruta montana |
Nous avons étudie in vitro le pouvoir antimicrobienne de la solution mer (huile essentielle Ruta
montana 1) par la méthode de Vincent sur un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton, c'est le

milieu le plus utilisé pour faire ces tests d'antagonisme.

L'activité antimicrobienne de solution a été estimée en terme de diamétre de la zone d'inhibition
autour des puits contenant la solution a tester vis-a-vis de 5 microorganismes testés qui
proviennent de la collection du laboratoire LMBAFS, dont trois (2) bactéries Gram positif (+)
: B. cereus ATCC 10876, et S. aureus ATCC 33862, et deux (2) bactéries Gram négatif (-) P.
aeruginosa ATCC 27853et E. coli ATCC 25922 ainsi qu'un champignon : une levure C.
albicans ATCC10231

Méthode de vincent

C’est la technique de base utilis¢é pour étudier la capacité substance a exercer un effet
antimicrobien. D’aprés Les résultats obtenus, on remarque que les propriétés antimicrobiennes
dans ce test ont montré que la solution mer totalement sur, ,B.cereus ATCC10876 et P.
aeruginosa ATCC 27853 , mais aucune activité antimicrobienne n’a été enregistrée vis-a-vis de

la souche E. coli ATCC 25922¢t C. albicans ATCC10231 et S. aureus ATCC33862

Tableau 6:présentation les valeurs des zones d’inhibition

Souche bactérienne Zone d’inhibition
E. Coli ATCC 25922 R

C. Albicans ATCC10231 R

S. Aureus ATCC33862 R

B. Cereus ATCC10876 26.5 +2.12

P. Aeruginosa ATCC 27853 20.5£0.70
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Figure 28:les zone d'inhibition de Bacillus cereus ATCC 10876 et Pseudomonas
aeruinosa ATCC 27853

« Nous remarquons que le diamétre d’inhibition supérieur (26,5+2.12) a été observé par la
souche Bacillus cereus, tandis que le diamétre d’inhibition inférieur (plus faible)

(00+00mm) était observe par la souche Escherichia coli.

+« Dans I’ensemble des résultats obtenus, il ressort que : Bacillus cereus ATCC10876, sont le

plus sensible vis-a-vis la solution mer (activité antimicrobienne forte)

+ Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, sont moins sensible vis-a-vis la solution mer

(activité antimicrobienne faible)

% Escherichia coli ATCC 25922, staphylococcus aureus ATCC 33862 , Candida albicans

ATCC10231est résistants vis-a-vis de la solution mer (aucune activité antimicrobienne).

Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
La CMI pour une souche pathogéne donnée, représente la plus faible concentration de la
solution mer qui inhibe toute croissance visible aprés 24h d’incubation. La CMI permet de

définir la sensibilité ou la résistance des souches bactériennes vis-a-vis d’un inhibiteur donné

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI en mg/ul de solution mer) des différentes
souches pathogenes testées dans ce travail sont respectivement variables, selon la souche, 6.25

mg/pl a 100 mg/pl .les résultats obtenues sont représentées dans la figure ci- dessous :
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B. cereus ATCC 10876, P. aeruginosa ATCC 27 853, Escherichia coli ATCC 25922
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% Nous remarquons que la CMI la plus faible obtenu par la solution mer & 12.5 mg/ml vis-a -
vis de la souche candida albicans. ATCC 10231

La CMI la plus élevée a été obtenue avec Escherichia coli ATCC 25922 a 100 mg/ml

Le graphique représente les concentration en fonction des
souches pathogenes
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Figure 30:la concentration minimale d'inhibitrice en fontion des souches pathogenes
5 Conclusion

Nous avons réalisé cette expérience pour évaluer la capacité de I'huile essentielle de Ruta
montana | a tuer les bactéries et les champignons, et nous avons obtenu des résultats

remarquables

Les résultats de 1'étude indiquent que I’huile essentielle de Ruta montana | présente une activité
antimicrobienne variable selon les souches de micro-organismes testées. Le diametre
d'inhibition le plus élevé a été observé avec la souche de Bacillus cereus ATCC 10876, ce qui
suggere une forte sensibilité de cette bactérie a la solution mer. De méme, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 a montré une sensibilité notable a la solution mer, comme en témoigne

son diametre d'inhibition significatif.

Cependant, d'autres souches telles que C. albicans ATCC 10231 et Staphylococcus aureus
ATCC 33862 , Escherichia coli ATCC 25922 s'est averé résistant a la solution mer, ce qui

signifie gqu'aucune activité antimicrobienne n'a été observée contre cette bactérie.
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Nos observations démontrent que 1’huile essentielle de RM présente une capacité significative
a inhiber la croissance de divers micro-organismes, tels que Candida albicans ATCC10231,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus
ATCC 33862, Bacillus cereus ATCC 25922

La concentration minimale inhibitrice (CMI) la plus basse, indiquant la plus grande efficacité,
a €té enregistrée a 12,5 mg/ml contre Candida albicans ATCC 10231 . En revanche, la CMI la
plus élevée, traduisant une résistance plus forte, a été observée a 100 mg/ml pour Escherichia
coli ATCC 25922. Ces résultats soulignent la promesse de la solution mer comme agent
antimicrobien potentiel, en particulier contre les infections fongiques telles que celles causées
par Candida albicans ATCC 10231, bien que des concentrations plus élevées puissent étre
nécessaires pour lutter contre certaines souches bactériennes comme Escherichia coli ATCC
25922
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Conclusion Générale

Conclusion générale

L’extraction d’huiles essentielles est aujourd'’hui de plus en plus présente sur le marché des
produits naturels. Les praticiens en aromathérapie les utilisent souvent en complément d'une

thérapie par les huiles essentielles.

La Ruta Montana L et son huile essentielle offrent une combinaison unique de propriétés
médicinales et aromatiques qui les rendent précieuses dans divers contextes. Cependant, leur
utilisation nécessite une connaissance approfondie des précautions et des dosages appropriés
pour garantir une utilisation stire et efficace. L analyse chromatographique de I’huile essentielle
par CG/MS a permis d’identifier la composition chimique de Ruta montana L. L’analyse
quantitative montre la présence de vingt produits, Les principaux composés sont constitués de
monoterpenes oxygeénes, caracterisés par la forte prévalence de deux cétones-undécan-2-one
(32,81 %), Nonan-2-one (29,54 %). Nonanol-2-acétate (18,20 %), acétate de 2-Undécanol.
(4,02 %) et Psoralene (3,52 %) ...

Les tests des phytochimies nous donnent des résultats positifs qui indiquent la présence des

Alcaloides, des tanins, des Flavonoides, des Coumarines, des mucilages et des Saponines.

I1 nous ’avont confirmé par le test d’activité anti-oxydante la capacité de ’huile essentielle RM
a réduire les radicaux libres de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazul) et en a déterminé 1’IC50
(Concentration inhibitrice équivalente a 50%) a partir du graphe et obtenu la valeur de 17.65

mg/ml.

L’huile essentielle RM a prouvé son efficacité comme inhibiteur pour réduire la vitesse de
corrosion du matériau. Comme indiqué dans le graphe (la figure 22), a chaque fois qu’on
augmente la concentration d’inhibiteur, la vitesse de corrosion diminue. Aprés nous avoir fait
le test de I’activité antimicrobienne avec la méthode de Vincent sur les souches C. albicans
ATCC 10231, S. aureus ATCC 33862, B. cereus ATCC 10876, P. aeruginosa ATCC 27 853,
Escherichia coli ATCC 25922, nous savions qu’elle a une résistance contre B. cereus ATCC
10876, p. aeruginosa ATCC 27853. En remarquant ¢a dans la figure 24, a la fin, on a déterminé
la CMI (la concentration minimale inhibitrice) et représenté le résultat se forme de graphe
(figure25) et on a obtenu que la CMI la plus faible est de 12.5 mg/ml vis-a-vis de la souche
candida albicans. ATCC 10231, et la CMI la plus élevée si Escherichia coli ATCC 25922 a 100

mg/ml.
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