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RESUME

Ce travail vise I’étude de la composition chimique et de I’activité antibactérienne de I’extrait
éthanolique non volatil et de I’huile essentielle de la rue des montagnes (Rufa montana L).
L’huile essentielle extraite par hydrodistillation a été analysée par chromatographie en phase
gazeuse seule (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM). L’extrait de Ruta montana obtenu par extraction solide/liquide par
Soxhlet a été analysé en termes de dosage des phénols totaux et des flavonoides. L’huile
essentielle de R. montana est constituée essentiellement par la 2-Undecanone (94%) et la 2-
décanone (3.3%). Les résultats relatifs a I’é¢tude de I’activité antimicrobienne sur deux bac-
téries Gram + (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis), deux bactéries Gram —
(Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae) et une levure (Candida albicans) ont
montré une action et un degré de sensibilité variables.

Mots Clés : Huile essentielle, Ruta montana, composition chimique, activité antimicrobienne.

SUMMARY

This work aim to study the chemical composition and the antimicrobial activity of the non-
volatile ethanolic extract and the essential oil of Ruta montana L. The essential oil extracted
by hydrodistillation was analyzed by GC and GC-MS. The extract obtained by liquid-solid
extraction by Soxhlet apparatus was analyzed in terms of total phenols and flavonoids
contents. The essential oil of Ruta Montana is essentially constituted by 2-Undecanone
(94%) and 2-décanone (3.3%). The results relative to antimicrobial activity of two Gram +
bacteria (Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis), two Gram- bacteria (Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae) and one yeast (Candida albicans) showed variable
degrees of sensitivity and efficiency.

Key Words : Essential oil, Ruta montana, chemical composition, antimicrobial activity.
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INTRODUCTION

Un grand nombre de plantes aromatiques
et médicinales posséde des propriétés bio-
logiques trés intéressantes qui trouvent
des applications dans divers domaines
tels que les industries pharmaceutiques, la
médecine, les industries cosmétiques et
I’agroalimentaire.

Ces plantes représentent une nouvelle sour-
ce de composés actifs. En effet, les métabo-
lites secondaires font 1'objet de nombreuses
recherches in vivo et in vitro, notamment la
recherche de nouveaux constituants naturels
tels les composés phénoliques, les saponosi-
des et les huiles essentielles. L’évaluation de
leurs propriétés biologiques comme anti-
oxydants et antimicrobiens demeure une
tache trés intéressante et trés utile.

Les qualités antimicrobiennes des plantes
aromatiques sont connues depuis 1’antiqui-
té. Toutefois, il aura fallu attendre le début
du 20 siecle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. Ces proprié-
tés antimicrobiennes sont principalement
dues a la fraction d’huile essentielle et aux
composés phénoliques contenus dans les
plantes (Richard, 1992 ; Deans et al., 1987 ;
Hazzit et al., 2009).

Ruta montana (Rutaceae) est une plante
médicinale méditerranéenne bien connue
qui pousse a l’état spontané dans les
rocailles et les paturages du Tell. C’est une
espéce commune dans les zones monta-
gneuses jusque sur I’ Atlas saharien. Elle est
connue sous le nom vernaculaire « Fidjela
el djebeli ». C’est une plante vivace, herba-

cée de la famille des rutacées atteignant
environ 1 metre. Les feuilles sont glauques
finement découpées en segments linéaires.
Les capsules sont globuleuses 3,5 x 4 mm a
4 loges obtuses trés brievement pédicel-
l1ées. Fleurs petites 5-6 mm a pétales denti-
culés sur les marges (Quezel et Santa,
1963). Elle a I’inconvénient de dégager une
odeur forte et trés désagréable.

A petite dose, Ruta montanaa des vertus
toniques et stimulantes qui facilitent la
digestion et posseéde des propriétés aborti-
ves. C’est un répulsif pour les insectes,
notamment les pucerons.

Bien que Ruta montana soit reconnue
comme plante vénéneuse, elle est utilisée
en médecine populaire, comme emména-
gogue, antispasmodique, antiépileptique,
vermifuge et sudorifique. Son mode d’utili-
sation en usage interne est I’infusion de la
plante entiere ou des sommités fleuries a
raison de 1 a 2 grammes au maximum par
tasse d’eau bouillante. En usage externe, on
I’emploie comme antirhumatismale et sur-
tout comme antiseptique sur les plaies et
les ulcérations, de méme qu’en bains de
bouche pour soigner les affections gingiva-
les (Alloun et Kaci, 2010).

Dans le but de contribuer a la valorisation
de la flore Algérienne en vue d’identifier de
nouvelles substances potentiellement inté-
ressantes sur les plans biologique et théra-
peutique, nous avons procédé a 1’étude in
vitro de I’effet de 1’extrait éthanolique non
volatil et des huiles essentielles de la rue
des montagnes (Ruta montana L) sur un
ensemble de bactéries pathogénes.
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MATERIELS ET METHODES

1 Matériel végétal

La plante Ruta montana est récoltée dans la
région de Tablat (W. Médéa). La cueillette
des fleurs, tiges et feuilles a été effectuée
au mois de Juin 2012.

2 Protocole expérimental

2.1 Extraction de I’huile essentielle
L’extraction de I’huile essentielle a partir
des parties aériennes de la plante a été réali-
sée par hydrodistillation au moyen d’un
appareil de type Clevenger. La durée de
distillation est de trois heures. L’enlévement
de I'eau de Il'huile essentielle est effectué
par ajout du sulfate de sodium anhydre.
Enfin, I'huile obtenue est stockée a 4 °C
dans I’obscurité.

2.2/ Souches testées

Les bactéries retenues pour cette étude sont :
Staphylococcus aureus (ATCC : 6538),
Bacillus subtilis (ATCC : 9372),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC : 9027),
Klebsiella pneumoniae  (ATCC : 4352) et
Candida albicans (ATCC : 24433).

3 Méthodes analytiques

3.1 Chromatographie en Phase Gazeuse
Trois analyses chromatographiques ont été
réalisées sur un chromatographe en phase
gazeuse a régulation électronique de pres-
sion de type Hewlett-Packard (série HP
6890), équipé d’une colonne capillaire en
silice fondue de type HP5-MS de 30 m de
longueur, 0,25 mm de diamétre et 0,25 mm
d’épaisseur de film. Il est aussi équipé d’un
détecteur a ionisation de flamme (FID)

réglé a 260°C et alimenté par un mélange
de gaz H2/air et d’un injecteur split-split-
less réglé a 250°C. Le mode d’injection est
Split (rapport de fuite : 1/20). Le gaz vec-
teur utilisé est 1’azote avec un débit de
0,5mL/min. La température de la colonne est
programmée a 60°C pendant 8 min. puis
augmentée jusqu’a 280°C a raison de
2°C/min. L’appareil est piloté par un systéme
informatique de type HP "ChemStation",
gérant le fonctionnement de ’appareil et
permettant de suivre I’évolution des analy-
ses chromatographiques.

3.2 Chromatographie en Phase Gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM)

L’huile essentielle a été¢ analysée sur un
chromatographe en phase gazeuse de type
Hewlett-Packard (série HP 6980) couplé
avec un spectrométre de masse (série HP
5973A). La fragmentation est effectuée par
impact électronique sous un champ de 70
eV. La température de la colonne est iden-
tique a celle utilisée pour la CPG, et est
programmée avec les mémes conditions
citées précédemment pour la chromatogra-
phie seule. Le gaz vecteur est I’hélium avec
un débit de 0,5 ml/min. Le mode d’injec-
tion est Split (rapport de fuite : 1/20).
L’appareil est relié a un systéme informa-
tique gérant une bibliothéque de spectres
de masse NIST 2005 et Wiley 7N.

L’identification des constituants a été réali-
sée en se basant sur leurs indices de Kovats
(IK) déterminés par rapport a une série de
n-alcanes Co-C20 et sur leurs spectres de
masse. Les pourcentages des constituants
sont déterminés par rapport aux surfaces
des pics obtenus par la CPG-FID.
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3.3 Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été réalisé
par la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (Singleton et al., 1999)Le réactif
de Folin-Ciocalteu est un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMoi2040). En
milieu basique, le réactif de Folin Ciocalteu
oxyde les groupements oxydables des com-
posés polyphénoliques présents dans 1’¢-
chantillon. Les produits de réduction (oxy-
des métalliques Ws023/Mos023) de couleur
bleue, présentent un maximum d’absorp-
tion a 765 nm dont ’intensité est propor-
tionnelle a la quantité de phénols présents
dans 1’échantillon. Une courbe étalon a été
réalisée avec 1’acide gallique dans les
mémes conditions que 1’échantillon. Le
résultat est exprimé en mg équivalent acide
gallique par gramme de matiére séche (mg
EAG/g matiére).

3.4 Dosage des flavonoides

La méthode au trichlorure d’aluminium a été
employée pour la détermination de la teneur
totale en flavonoides (Lamaison et Carnet,
1990).Une courbe étalon a été réalisée avec
la quercetine dans les mémes conditions que
I’¢chantillon. Le résultat est exprimé en mg
équivalent quercetine par gramme de mati¢-
re seche (mg EQ/g matiere).

3.5 Evaluation de I’activité antimicro-
bienne

L'activité antimicrobienne de 1’huile essen-
tielle et de 1’extrait éthanolique a été testée
par la méthode de diffusion sur milieu gélo-
s¢ en utilisant des disques stériles en cellu-
lose appelés aromatogrammes. Le principe
de la méthode est tiré a partir du titrage des

antibiogrammes «Pharmacopée Européenne,
2002 ». Le mode opératoire quant a lui, a
été approuvé par la directrice du laboratoire
de microbiologie du CRD-SAIDAL. La
méthode de diffusion sur milieu gélosé a
été utilisée par plusieurs chercheurs (Chao
et al., 2000; Ozcan et al., 2003). La métho-
de des aromatogrammes consiste a déposer
un disque stérile en cellulose (dans notre
cas: disque de 9 mm de diametre) imprégné
d’une quantité bien définie de I'huile essen-
tielle ou de I’extrait a tester, a la surface
d'une gélose préalablement coulée dans une
boite de Pétri et ensemencée avec le micro-
organisme testé. Apres incubation, la lectu-
re des résultats se fait par la mesure du dia-
metre (en mm) de la zone claire autour du
disque, appelée: zone d'inhibition.

3.5.1 Préparation de la premiére couche
de milieu

On fait fondre les milieux Mueller-Hinton
(MH) et Sabouraud (SAB) dans un bain
marie a 95°C, puis on verse aseptiquement
une premiere couche des deux milieux dans
des boites Petri de 90 mm de diamétre a rai-
son de 15 ml par boite, on laisse refroidir et
solidifier sur paillasse.

3.5.2 Préparation de l'inoculum

A partir d'une culture jeune de 18h pour les
bactéries et de 48h pour les levures, on
réalise des suspensions troubles en préle-
vant 8 a 10 colonies bien isolées et iden-
tiques, qu'on dépose dans 5 ml d'eau
physiologique stérile puis on agite au vor-
tex. On réalise une premicre lecture de la
concentration de la suspension a 1'aide d'un
spectrophotométre en estimant la transmit-
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tance qui doit étre comprise entre 22% et
32% pour les bactéries et entre 2% et 3%
pour les levures et cela a une longueur
d'onde de 620 nm.

3.5.3 Préparation de la deuxiéme couche
du milieu

On fait fondre les deux milieux MH et
SAB, on les laisse refroidir jusqu'a une
température de 45°C et on transvase 50 ml
de chaque milieu dans des flacons stériles.
On ensemence les milieux avec 200 pl de
chaque suspension et on agite manuelle-
ment; puis on dépose rapidement 4 ml de
chaque milieu ensemencé sur la surface de
la premicre couche (couche support) de
gélose solidifiée. On étale immédiatement
la couche en faisant pivoter la boite sur
elle-méme pour avoir une surface uniforme
et on laisse solidifier sur la paillasse.

3.5.4 Les huiles essentielles et les extraits
végétaux utilisés

Pour I’étude de I’activité antimicrobienne,
les huiles essentielles utilisées sont a 1’état
pur, alors que les extraits secs sont dilués
pour obtenir des extraits liquides qu’on
peut utiliser dans la technique de 1’aroma-
togramme. La préparation de I’extrait dilué
se fait en prélevant 1g d’extrait sec et en le
complétant jusqu'a 5g avec de I’éthanol
absolu; puis on agite jusqu'a homogénéisa-
tion totale de la solution.

3.5.5 Dépot des disques

A I’'aide d’une micropipette, et en utilisant
des cones stériles, on préleve 20 pl d’huile
essentielle pure ou d’extrait dilué, puis on
dépose chaque quantité prélevée sur le
disque posé préalablement a l'aide d'une

pince stérile sur la surface de la gélose
ensemenceée.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats obtenus montrent que le ren-
dement en huile essentielle est de 0,8%
(ml/100g). Par contre, selon Kambouche et
al., ( 2008), I’hydrodistillation des parties
aériennes de cette plante, provenant de la
région d'Oran, a donné un rendement en
huile essentielle de 1,63%. Par ailleurs, un
rendement faible de l'ordre de 0.4%a été
obtenu par Soleimani et al., (2009) en utili-
sant Ruta graveolens L. et en utilisant la
méme technique d’extraction. Enfin, Dob
et al., (2008), le rendement en huile essen-
tielle des parties aériennes de Ruta chele-
pensis était de 0,27%. Par conséquent,
notre échantillon a fourni un rendement
intermédiaire par rapport a ceux de la litté-
rature. Les conditions édaphoclimatiques,
la période de récolte (floraison ou état
végétatif) ainsi que les conditions d'entre-
posage sont souvent considérées comme
responsables des variations de ces rende-
ments en huiles essentielles.

D'autre part, le tableaul résume quelques
caractéristiques physiques.

Tableau 1 : Caractéristiques physiques de I’huile
essentielle de Ruta montana.

Paramétre Caractéristique

Aspect : Liquide mobile

Couleur : Jaune pale

Odeur : Désagréable et prononcée
Densité : 0,8042g/ml

Indice de réfraction : 1,4306
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L'analyse par CPG seule et CPG/SM de
I'huile essentielle de Rutamontanaa abouti
a I’identification et a la quantification de 13

composés représentant 99.9% de la totalité

des pics avec la 2-undécanone (94%)

comme composé principal (tableau 2). Les
cétones (98.8%) constituent la classe de
composés la plus dominante. La figure 1
représente le chromatogramme des consti-

tuants de I’huile analysée.

Tableau 2 : Composition chimique (%) de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation
a partir des parties aériennes de Ruta montana.

Ne 'Composés IK %

1 a-Pinene 939 t

2 Camphene 951 t

3 2-Nonanone 1102 0.1

4 Nonanal 1105 0.2

5 Camphor 1145 t

6 Nortricyclene 1178 t

7 1-Nonanol 1215 t

8 2-Decanone 1192 33

9 2-Undecanone 1296 94

10 2-Dodecanol 1305 0.9

1 6-Dodecanone 1336 0.2

12 2-Dodecanone 1383 1.0

13 2-tridecanone 1502 0.2
Composés identifiés (%) 99.9
Hydrocarbures monoterpéniques t
Aldéhydes 0.2
Cétones 98.8
Alcools 0.9

"Composés classés par ordre d’¢lution sur la colonne non polaire HPSMS ;
? Indices de rétention relatifs aux n-alcanes C9-Cis ; t : trace (<0.05%).
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En outre, a titre de comparaison, le tableau | et de quelques espéces du méme genre
3 donne les teneurs en composés majoritai- | (Ruta sp).
res d’un autre échantillon de Ruta montana

Tableau 3 : Comparaison entre les teneurs (en %) des composés majoritaires de I’huile
essentielle de Ruta montana et de quelques espeéces du méme genre.

R. R. R. R. R.
montana graveolens chalepensis corsica montana
(Kambouche  (Soleimani (Dob (Oussalah (Espéce
et al., et al., et al., et al., étudice,
2008) 2009) 2008) 2010) Tablat)
2-Undecanone 32.8 1.3 437 - 94.0
2-Decanone - - 1.96 0.5 33
2-Dodecanone — 0.2 0.93 - 1.0
-1 (£0.1%).
Abundanc & F ]
aQ oo Timaes FEDE A0 60 Lf0D food PR OO Liobe (O ] BT
BSO0000 w0
=l =] ]2
ST DT 4 1l 1%
N fll - —y I l S W— o

Figure 1 : Chromatogramme (GC-MS) de I’huile essentielle de Ruta montana.
Le chromatogramme a été agrandi pour faire apparaitre tous les principaux pics du tableau 2.

Le chromatogramme total est représenté en médaillon.
Les chiffres sur les pics correspondent a ceux des numéros d’ordre des composés du tableau 2
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Selon Kambouche et al., (2008), la 2-
Undecanone reste le composé prédominant
dans I’huile essentielle de Ruta montana
provenant de la région d’Oran avec une
teneur de 32.8% et également dans 1’huile
essentielle de 1’espéce Ruta chalepensis
(43.7%) alors qu’il ne représente que 1.3%
chez D’espéce Ruta graveolens et n’est
retrouvé que sous forme de traces chez
Ruta corsica. On peut aussi noter la présen-
ce du 2-decanone comme deuxiéme com-
posé majoritaire de notre huile avec une
teneur de 3.3%. Ce constituent représente
1.96% chez Ruta chalepensis et est quasi-
ment absent chez les autres espéces. La
teneur en 2-Dodecanone (1%) de notre
¢échantillon est relativement équivalente a
celle de Ruta chalepensis (0.93%) mais
reste élevée par rapport a celle de Ruta gra-
veolens (0.2%).

Quant aux teneurs en polyphénols totaux
(38.25 mg EAG/g d’extrait sec) et flavo-

noides (10.0 mg Equivalent Quercétine/g
d’extrait sec), ces derniéres sont, a titre
comparatif, médianes par rapport a ceux
rapportées dans la littérature pour d’autres
especes (tableau 4).

Concernant, 1’activité antimicrobienne, les
résultats obtenus (figure 2) montrent que
I’huile essentielle présente une activité plus
ou moins modérée, sauf dans le cas de
Klebsiella pneumoniae, ou la croissance de
cette derniere est fortement inhibée soit un
diametre des zones d'inhibition de 59.7 mm
(tableau 5). Par contre, Pseudomonas aeru-
ginosa n’a pratiquement aucune sensibilité
vis-a-vis de cette huile soit un diamétre des
zones d'inhibition de 10 mm sachant que
les disques ont un diamétre de 9 mm. La
levure Candida albicans, qui est pathogéne
pour 1'homme, affiche un diamétre de zone
d'inhibition de 14 mm pour 1’origan.

Tableau 4 : Teneur en polyphénols totaux et flavonoides de ’extrait de Ruta montana L. et

d’autres Ruta sp.

Phénols totaux Flavonoides
Echantillons (mg EAG /g d’extrait sec) (mg EQ/g d’extrait sec)
R. montana - (Algérie)" 38.25 10.0
R. Graveolans - (Inde)® 37 0.4-0.8
R. Chalepensis - (Tunisie)®” 67-151 71-87

M Ce travail.
@ Diwan ef al., 2012.
® Fakhfakh et al., 2012.
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Tableau 5 : Sensibilité des souches étudiées a 1’huile essentielle et a 1’extrait non volatil de la
rue des montagnes (Ruta montana L.).

Souches Extrait Huile essentielle
Bacillus subtilis 36.7 £ 1.15* 20.3 £1.52
Staphylococcus aureus 283+ 1.52 17.7 £2.51
Pseudomonas aeruginosa 12.0 £2,00 10.3 £0.57
Klebsiella pneumoniae 13.0 £ 0.50 59.7 £0.57
Candida albicans 12.7 £0.57 14.0 £1.00

*Les valeurs des diffusions en mm sont les moyennes de trois répétitions + écart-type.

R

Bacillus subtilis

Huile essentielle

Staphylococcus aureus
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Huile essentielle

Candida albicans

Figure 2 : Zones d’inhibition de I’huile essentielle et des extraits éthanoliques de R. montana.

Selon Nogueira et al., (2008), les souches
de Candida et de staphylococcus sont inhi-
bées par I’huile essentielle de Ruta graveo-
lens. Quant aux résultats obtenus dans cette
étude, les huiles essentielles de Ruta mon-
tana n’ont montré qu’une faible activité
antimicrobienne vis-a-vis de Candida albi-
cans et une activit¢é modérée pour
Staphylococcus aureus.

Par ailleurs, on constate que 1’extrait non
volatil présente une bonne activité sur
Bacillus subtilis (36,7mm) et
Staphylococcus  aureus  (28,37mm).
Toutefois, son activité est trés faible vis-a-
vis de Klebsiella pneumoniae et Candida
albicans (13 et 12,7 mm, respectivement).
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Enfin, les résultats obtenus dans cette étude
montrent que ’extrait de Ruta montanaa
une faible activité antimicrobienne sur
Pseudomonas aeruginosa et Candida albi-
cans alors qu'une forte inhibition concer-
nant Staphylococcus aureus a été détectée.
Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Nogueira et al., (2008) qui ont
montré que les extraits de Ruta graveolens
sont inactifs sur Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus et Candida albi-
cans. Par contre, Bayoud et al., (2007) ont
montré, que l'extrait éthanolique et les alca-
loides totaux des parties aériennes de Ruta
graveolens et Datura stramonium ont une
bonne activité antimicrobienne contre
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus
et Escherichia coli.

CONCLUSION

Ce travail se présente comme une premiére
contribution a 1’évaluation de I’activité
antimicrobienne de Ruta montana poussant
en Algérie. Les résultats obtenus montrent
une bonne activité antimicrobienne de cette
plante contre trois souches microbiennes
(Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Klebsiella pneumonia). Ces résultats inci-
tent a tester d’autres activités biologiques
de cette plante telles que 1’activité insecti-
cide et I’activité¢ antifongique sur des sou-
ches phytopathogenes.
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