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Introduction

Introduction

A travers des ages, I’étre humain a su exploiter diverses plantes trouvées dans
son environnement pour leurs qualités gustatives nutritives que leurs qualités
médicinales, ce qui fait une meilleure adaptation du corps humain a un traitement a base
de plantes qu’aux traitements chimiques (Iserin and Vican 1997). Leurs utilisations pour
le traitement des maladies chez 1’homme ont toujours été faites de facgon
empirique(Svoboda, Svoboda et al. 2000).

Aujourd’hui et avec 1’avénement de I’industrie pharmaceutique et la synthése
chimique, 1’usage thérapeutique des plantes a été délaissé, mais en Afrique, en Chine et
en Inde reste la forme de médecine la plus répandue et la plus ancienne (Laurant-
Berthoud 2013).

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé : « La médecine traditionnelle est la
somme totale des connaissances, compétences et pratiques qui reposent, rationnellement
ou non, sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont
utilisées pour maintenir les étres humains en santé ainsi que pour prévenir,
diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales. Dans certains pays,
les appellations médecine parallele/alternative/ douce sont synonymes de médecine
traditionnelle » (Organization 2000). Cette organisation estime que pres de 80 %
habitants qui peuplent la planéte ont essentiellement recours aux médecines
traditionnelles (Moutinho, Matos et al. 2013).

25 % des médicaments prescrits dans le monde proviennent des plantes
(Onyilagha, Bala et al. 2003). Ces derni¢res possédent d’extraordinaires vertus
thérapeutiques. En Afrique, prés de 6377 especes de plantes sont utilisées, dont plus de
400 sont des plantes meédicinales qui contribuent pour 90 % du traitement meédicales.
Jusqu’en 2004, 75 % ont été estimés de la population africaine qui a toujours recours
aux plantes pour se soigner (Kar 2006).

Les recherches scientifiques s’intéressent beaucoup plus aux composés des
plantes qui sont destinés a 1’utilisation dans le domaine phytopharmaceutique. Il existe
beaucoup de plantes riches en composes phénoliques. Ces composés sont le groupe de

métabolites secondaire le plus important pour leurs structures chimiques diversifiées.



Introduction

Les composés phénoliques et spécialement les flavonoides, possédent des propriétés
antioxydantes, anticoagulantes, antimicrobiennes... etc. (Hammoudi 2015).

Les plantes sur lesquelles porté notre choix d’étude sont Salvia officinalis L. et
Ruta graveolens L. Les deux plantes sont connues pour leurs richesses en métabolites
secondaires. Ruta graveolens L. est connue pour des propriétés depuis longtemps, elle
contient de nombreuses substances aromatiques et chimiques qui lui donnent des vertus
médicinales. Salvia officinalis L. est parmi les plantes les plus utilisées comme matiere
premiére en pharmacie et en industrie alimentaire a cause de sa grande teneur en
composes bioactifs (Kivrak, Duru et al. 2009). Aujourd’hui et avec I’avénement de
I’industrie pharmaceutique et la synthése chimique 1’usage thérapeutique des plantes
médicinales a été délaissé, pour cette raison on a pensé de faire une étude sur les plantes
médicinales et leurs activités biologiques. Donc, le but de notre travail est de valoriser
les plantes médicinales qui se trouvent dans la région de Bouira.

Ce mémoire comporte deux parties, la premiére partie est un recueil
bibliographique portant sur [’état de I’art sur les deux plantes étudiées ensuite
I’évaluation des activités biologiques. La deuxiéme partie est la partie expérimentale,
elle comporte le chapitre matériel et méthodes qui consistent a 1’évaluation In vitro de
I’activité antioxydante et antimicrobienne et antifongique des extraits éthanoliques. Les

résultats obtenus sont résumés et discutés dans le chapitre résultats et discussion.
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Chapitre | Etat de I'art

1 Etat de I’art
1.1 Larue (Rutagraveolens L.)

Ruta vient du grec « rhyté » qui signifie sauver, prévenir, ou de «red » qui
signifie qui coule faisant certainement référence & ses vertus emmeénagogues ;
graveolens vient du Latin « gravis » qui signifie fort et du verbe « olere » qui veut dire
sentir, donc odeur forte et désagréable (Doerper 2008).

Cette plante appelée communément rue fétide, rue des jardins, Herbe a la belle-
fille, rue-officinale, rue-puanterue des murailles (Bonnier 1999), rue commune herbe de
grace (Doerper 2008) et encore péganion (Lemoine 2001) cette espéce est appelée
communément Fidjen =% (Abdulbasset and tawab 2008).

La rue est classée comme suit (Wiart 2006) :

Regne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Super division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae
Genre : Ruta

Espeéce : Ruta graveolens L.

e e W) . N - Qe

Figure 01 : Photographie de Ruta graveolens L. (Originale)
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La rue est une espece méditerranéenne, relativement commune dans toute
I’ Algérie septentrionale, au nord-est de 1’ Afrique, au sud de 1I’Europe et au sud-ouest de
1’ Asie(Aissa 1999), Elle est spontanée trés répandue dans les régions semi-arides sur les
sols calcaires (Aissa 1999). La multiplication de la rue se fait par semi ou bouturage
(Doerper 2008).

Cette plante se caractérise par sa forte odeur et son godt acre et amer, dus a son
huile volatile contenue dans les poches schizolysigenes a la surface des feuilles
(Doerper 2008). C’est un sous- arbrisseau de 0,5 a 1 m de haut, trés ramifié et ligneux a
la base, sa tige est dure, ferme, rameuse et verdatre, elle porte des feuilles de couleur
vert glauque terne, semi persistantes, alternes, pennatiséquées (souvent trilobées)(Aissa
1999). Ses fleurs regroupées en corymbe, sont jaunes verdatres, sont composées de 5
pétales, du méme nombre de sépales et de 8-10 étamines (Doerper 2008). Elles donnent
un fruit formé de 5 carpelles, chacune contient 1 ou 2 graines noires, La plante est
hermaphrodite et entomogame(Aissa 1999).

La rue a été utilisée traditionnellement pour ses effets analgésiant et afin de
guérir les problémes liés au systeme génito-urinaire, les affections respiratoires comme
la dyspnée et la pleurésie, les troubles nerveux, les douleurs articulaires comme
I’arthrite et la sciatique, également 1’aménorrhée, les gouttes et les cedémes. Une
décoction de la rue peut soigner la flatulence et la colite (Doerper 2008). En cuisine
cette plante est ajoutée en petite quantité aux boissons alcoolisées pour la fabrication du
vinaigre de rue et comme aromatisant du fromage blanc(Bilderback 2007).

Selon un rapport qui a été fait, la rue est une plante toxique. Elle est toxique par
voie orale au-dela de 59 provoquant des vertiges, migraines, tremblements,
convulsions, hémorragie utérine, vomissements et diarrhées, 1’avortement, des
inflammations  gastro-intestinale  développement de  dyspnée, bradycardie,
dysfonctionnement rénal et d’hyperkaliémie chez une femme de 78 ans (Eickhorst,
DeLeo et al. 2007).

La toxicité est due aux furocoumarines; Les furocoumarines sont
photosensibilisantes et causent de graves dommages cutanés, Certaines associées a des
rayonnements UV, présentent une activité mutagene, voire létale, vis-a-vis de micro-
organismes fongiques ou bactériens. D’autres activent la croissance de certaines cellules
tumorales. Les furocoumarines linéaires sont des inhibiteurs d’enzymes de type

cytochrome P450 (Doerper 2008).
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1.2 Lasauge (Salvia officinalis L.)

La sauge de son propre nom Salvia officinalis L. du latin salvare qui signifie
sauver Elle fait partie du genre salvia de la famille Lamiacea (menthes), regroupant plus
de 900 espéces de plantes vivaces (Aissa 1999).

Cette plante est appelée communément Grand sauge, thé d’Europe, herbe sacrée.
(Teuscher, Anton et al. 2005), En Arabe Souak en nebi, salmia et maramia (Aissa
1999).

La sauge suit la classification suivante (Madi 2010) :

Régne : Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia

Espéce : Salvia officinalis L.

-

Figure 02 : Image illustrant la partie aérienne de Salvia officinalis L. (Originale)

La sauge est une plante originaire de la bordure Méditerranéenne, elle pousse

dans les lieux ensoleillés, elle est cultivée par semis au printemps (Chevallier 1997).
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C’est un arbrisseau persistant a tige quadrangulaire et a feuilles allongées
laineuses gris verdatre ou violacé doté d’une pubescence cotonneuse dans la face
intérieure, la sauge peut atteindre 80 cm de haut (Chevallier 1997).

Cette espece vegétale a été employée traditionnellement pour guérir les maux de
la gorge, la toux, les troubles digestifs, bronchites, asthme, exces de transpiration, elle
est connue pour régulariser le cycle menstruel et pallier les troubles de la ménopause,
elle a une activité tranquillisante (Rami and Zheng Guo 2011), Son huile essentielle a
été utilisée pour traiter les maladies de systéme nerveux, cceur, circulation sanguine,
systeme respiratoire, systeme digestif et dépression, en plus elle amasse de propriétés
antiseptiques, Antispasmodique et propriétés astringentes (Radulescu, Chiliment et al.
2004).

Cette herbe n’a pas enregistré des cas d’intoxication lors d’une consommation
raisonnable et modérée, en revanche I’administration d’une grande quantité environ plus
de 15 g des feuilles peut induire des effets indésirables, la toxicité est due au contenu
élevé du thuyone, Camphor et cétones ces composés peuvent toucher le feetus et le

nouveau-né (Walch, Ngaba Tinzoh et al. 2011).

1.3 Les composants secondaires majeurs des plantes médicinales
1.3.1 Les polyphénols

Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une large famille de
métabolites secondaires d’origine végétale avec au moins un cycle aromatique et un ou
plusieurs groupes hydroxyles qui se lient & d’autres fonctions tels que : éther, ester,
hétéroside etc. (Figure 03) (Ferrazzano, Amato et al. 2011). Les polyphénols regroupent
un vaste ensemble de plus de 8000 molécules (Hennebelle, Sahpaz et al. 2004).

Les composés phénoliques peuvent aller de molécules simples comme 1’acide
phénolique a des composés complexes comme les tanins. Ils sont subdivisés en phénols
simples, acides phénols et coumarines (Hadj Salem 2009; Benhamou and Fazouane
2013). Ces derniers sont synthétisés par deux grandes voies métaboliques : la voie de
I'acide shikimique (Dewick 1995) et la voie d'acétate malonate (Fennouche, Boualita et
al. 2008).

Généralement les polyphénols sont présents dans les racines, les tiges, les fleurs,

les feuilles et les écorces de bois de tous les végetaux (Boizot and Charpentier 2006).
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Groupe hydroxyle —_— »0OH

b
Novau aromatique — l
/

Groupe phenol

Figure 03 : Structure de base des composés phénoliques (Manallah 2018).

1.3.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules qui ont des structures chimiques variées et
des caractéristiques propres (Tsimogiannis and Oreopoulou 2006). Ce sont les
polyphénols les plus étudiés et diversifiés avec plus de 8000 variants (Beta, Nam et al.
2005). Les membres de cette famille sont constitués de deux noyaux phénols assemblés
en C6-C3-C6 (Ferrazzano, Amato et al. 2011).

Les flavonoides sont considérés comme des pigments presque universels des
végétaux. Ils sont souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et rarement
des feuilles. A I’état naturel ces derniers peuvent se trouver sous forme d’hétérosides et
dans toutes les parties des végétaux supérieurs (Ghestem, Seguin et al. 2001).

La majorité des activités biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir
antioxydant et chélateur (Yadav and Mukundan 2011), En inhibant la croissance de
plusieurs types de carcinome humain comme le cancer des seins, du colon, la leucémie,
prostate, adénocarcinome, le carcinome hépatocellulaire et cancers bronchiques a petites
cellules (Ghorbani and Esmaeilizadeh 2017).

OH

HO O
> OH

OH

Figure 04 : Structure générale des flavonoides (Coste 2015).
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1.3.3 Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variées ayant en
commun la propriété de tanner la peau. Cette propriété est liée a leur attitude de se
combiner aux protéines (Roux and Catier 2007). Leur poids moléculaire est compris
entre 500 et 3000 Da. lls sont trés répondus dans le regne végétal. Ils existent dans
presque toutes les parties de la plante (Hadj Salem 2009).

Les tanins sont divisés en deux groupes les tanins hydrolysables et les tanins
condenseés ou catéchiques : les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et
d'acides phénols (Jean 2009) et les tanins condensés sont des polymeéres flavaniques
constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone
(Jean 2009).

Figure 05 : Structures chimiques (a) d’un tanin hydrolysable et (b) d’un tanin
condensé (Bayart 2019).

1.3.4 Les alcaloides

Les alcaloides représentent les principes actifs de nombreuses plantes
médicinales. Ils sont des molécules organiques hétérocycliques azotées dérivés des
acides aminés (Koudou 2009). Le lieu de synthése des alcaloides est au niveau du
réticulum endoplasmique, puis se concentre dans la vacuole, généralement, ils sont
produits dans les tissus en croissance (Vermerris and Nicholson 2007). Les alcaloides
ont une structure moléculaire complexe, ils constituent un des groupes de métabolites
secondaires contenant plus de 10 000 a 12 000 structures (Stockigt, Sheludko et al.
2002). La plupart des alcaloides sont chez la rue (ruta graveolens L.) ou leur teneur est
estimé de 0,4 a 1,4 % des constituants (Pollio, De Natale et al. 2008), les alcaloides ont

des propriétés anti prolifératif contre les champignons et les bactéries dus a leur effet
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mutageéne et toxique (El Sayed, Al-Said et al. 2000). D’apres le travail de Paulini and
Schimmer (1989), les alcaloides d’un extrait de racines de la rue (ruta graveolens L. )
ont un effet mutagéne chez I’espéce Salmonella typhimurium (Hammiche and Azzouz
2013).

1.3.5 Les coumarines

Les coumarines sont des dérivés phénoliques non volatils, d’odeurs agréables, il
existe de la coumarine qui sert en parfumerie et d’autres qui sont trés toxiques
(Garabeth, Bouaoun et al. 2007). Ces derniers ont (C6-C3) comme structure de base
dérivant des acides orthohydrocinnamiques et les substituants sont dans les positions
C5, C6, C7 et C8 (Cazes 2001; Vermerris and Nicholson 2007).

Les coumarines sont abondantes dans la rue avec plus de 40 coumarines et ses
dérivés (Koudou 2009), Les feuilles renferment 0,36 % de MS et les tiges 0,2 % de MS
(Milesi, Massot et al. 2001). lls présentent une activité mutagene envers des micro-
organismes fongiques ou bactériens. Les furocoumarines sont photosensibilisantes et

causent de graves dommages cutanés (Hammiche and Azzouz 2013).

R

Figure 06 : structure chimique des coumarines (Tomasz Kubrak, Rafat
Podgorski et al. 2017).

1.3.6 Les terpéenes

Les terpenes sont des molécules tres volatiles, tres répondus dans le regne
vegétal (Lamarti, Badoc et al. 1994). Ils sont localisés dans tous les organes végeétaux :
fleurs, feuilles, rhizomes, écorces et fruits ou graines. Ces derniers sont des substances
trés lipophiles et insolubles dans 1’eau (Meddah and Deloum 2007). Les terpénes sont
des composés de 5 atomes de carbone a la formule générale (CsHg) ayant pour base un
isopréne et selon le nombre d’entités isopréne qui sont intégrées dans leurs structures,

les terpénes sont classés en sept classes : les hémiterpenes, les monoterpénesses, les
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quiterpénes, les diterpenes, les triterpénes, les tétraterpénes et polyterpénes (Rebstein
and Soerensen 2011). Le Manool, carnosol et I’acide ursolique sont des terpénes avec

une activité anti-inflammatoire (Morel 2008).

CHa
1
] ZC/(:\C//CHz
° A

Figure (07) : Structure chimique de I’isopréne (Zeinali, Altarawneh et al. 2016).

1.4 La Composition chimique en bioactifs secondaires de la rue et la sauge

La répartition géographique, le stade de développement, le climat ainsi I’apport
en eau et l’altitude des plants agissent sur la composition chimique des plantes.
(Maksimovi¢, Vidic et al. 2007; Baranauskiene, Dambrauskiene et al. 2011; Lakusi¢,
Risti¢ et al. 2013)

Les composes proéminents de la sauge sont des composés polyphénoliques tels
I’acide rosmarinique, 1'acide carnosique et le carnosol (Lu and Foo 1999), Tandis que
les alcaloides et les fucoumarines sont les éléments marquants dans la plupart des
activités biologiques et la toxicité de la rue (Hammiche and Azzouz 2013).

En effet plus de 100 composés ont été identifiés chez la rue, Il a été reporté que
2-nonyl acétate, 2-Undecanone, 2-nonanone sont les constituants majeurs de son huile
essentiel (Yaacob, Abdullah et al. 1989). Cependant I’huile essentielle des parties
aériennes de la sauge peut contenir plus de 120 constituants avec des feuilles riches en
bornyl acetate, camphene, camphor, humulene, limonene et thuyone (Ghorbani and
Esmaeilizadeh 2017).

1.5 Les activités biologiques de la rue et la sauge

Les deux plantes la rue et la sauge ont démontré diverses activités d’apres des

études cliniques et des recherches, on cite quelques activités dans les tableaux suivants :

10
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Tableau 01 : Quelques activités biologiques de Ruta graveolens L.

Activités In vitro In vivo Références
Antioxydante DDPH / (Pandey, Mehta et al. 2011)
Anticancéreuse Exclusion au bleu Souris  (Preethi, Kuttan et al. 2006)
de trypan
Antimicrobienne Diffusion sur / (Ivanova, Mikhova et al.
disque et 2005)
Arthemia salina
Anti-inflammatoire / Rats (Ratheesh and Helen 2007)
Anti hyperglycémie / Rats (Liao, Yin et al. 2000)
Effets anti - hyperlipidémie / Souris  (Park, Sim et al. 2010)

Les activités biologiques de la sauge mentionnées dans les recherches scientifiques
figurent dans le tableau 2 ;
Tableau 02 : Les activités biologiques de salvia officinalis L. In vitro et In vivo

signalées dans la littérature.

Activités In In vivo Référence
vitro
/ Souris (Grzegorczyk, Matkowski et al. 2007;
Anti oxydant Xavier, Lima et al. 2009)
Anti cancéreux / (DLA) (Lima, Andrade et al. 2005; Privitera,
et Napoli et al. 2014)
(EAC)
Anti microbien Diffusion sur disque / (Hayouni, Chraief et al. 2008)
et la microdilution en
bouillon
Anti / Souris  (Khayate-Nouri, Namvaran-Abbasabad
spasmodique etal. 2013)
Anti convulsif / Souris (Khan, ur Rehman et al. 2011)
Anti / Souris (Mansourabadi, Sadeghi et al. 2016)

inflammatoire

DLA : ascite lymphocytaire de dalton, EAC : Le carcinome ascitique d'Ehrlich.

11
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1.6 Etude sur Pactivité antioxydante

Le déséquilibre entre les oxydants et anti oxydants dans 1’organisme aérobie en
faveur des oxydants définie le stress oxydatif, il est impliqué dans 1’apparition de
beaucoup de maladies telles le cancer, ’athérosclérose, Alzheimer et la déficience du
systéeme immunitaire (Aruoma 1998).

C’est a cause des espéces réactives de 1'oxygeéne (ERO) comme 1’ion superoxyde
(02), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), et le radical hydroxyle (HO") qui cherchent a se
stabiliser en acquérant 1’¢lectron qui leur manque. Elles sont le produit du métabolisme
oxydatif mitochondrial et de la réponse cellulaire a des agressions xenobiotiques
(McCord 2000), I’interaction de ces especes avec les cellules évoque la peroxydation
des lipides qui cause une destruction de la membrane cellulaire par le changement de la
pression osmotique conduisant a la mort cellulaire, les ERO font appel a des médiateurs

d’inflammation qui ajoute au dommage des tissus cellulaires (Halliwell 1995).

Tableau 03 : les sources de la provenance des espéces réactives d’oxygene.

Sources d’ERO Endogenes Sources d’ERO Exogenes
NADPH oxydase, Chaine respiratoire Polluants, Radiations (X, UV),
mitochondriale, Peroxysome, Xénobiotiques pro-oxydants, Cytokines
Cycloxygénase, Lipoxygénase, Xanthine pro-inflammatoires.

oxydase, Cytochrome P-450

Les organismes vivants ont développe des mécanismes pour se protéger et
contrer le stress oxydatif (Halliwell 1995), il existe des molécules antioxydantes

enzymatique et non enzymatique.

Tableau 04 : les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.

Antioxydants enzymatiques Non enzymatiques
Superoxyde dismutase, Glutathion, Glutathion, Ubiquinol, Vitamines E,
peroxydase, Catalase. Vitamines C, Caroténoides,

Polyphénols alimentaires.

12
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Le stress oxydatif peut étre déséquilibré dans des conditions de mauvaise
alimentation d’ou vient I’importance d’une alimentation riche en antioxydant naturel
tells les polyphénols (Rolland 2004). Les deux plantes de ce travail doivent une grande
partie de la capacité antioxydante aux polyphénols, I’effet scavenger de ces composés se
manifeste dans la prévention des dommages causés par les radicaux libres en les
inactivant ou les inhibant par leur capacité a les piéger. Leur action de régulation de
stress oxydatif se fait par capture directe des radicaux (Koudou 2009).

Les flavonoides sont oxydés par les radicaux donnant naissance a des formes
plus stables et moins réactives(Korkina and Afanas' Ev 1996), leur groupement
hydroxyle stabilise et inactive les radicaux suivant I’équation (1) (Korkina and Afanas'
Ev 1996).

Flavonoide (OH) + R — flavonoide (O¢) + RH

N @),

R Free radical H—Q ‘o
1 4 ( '
A \ & PN
0ol == | | ==
s Ph;f;ol

Figure 08 : la stabilisation d’un radical libre par les polyphénols(Rungratanawanich,
Memo et al. 2018).

La chélation des métaux de transition comme le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu*) fait
I’'une des fonctions des composés polyphénoliques, le peroxyde d’hydrogéne présente
un danger éminent a des concentration ¢élevées dans 1’organisme il détruit la structure de
la cellule (Halliwell and Gutteridge, 1999), durant les conditions de stress oxydatif la
formation de radical hydroxyle (OH") est renforcé par la présence de fer(Thomas,
Mackey et al. 2009)

Selon la réaction de Fenton (2,3) (Thomas, Mackey et al. 2009).

Fe?* + H,0, — Fe3" + [Hy0,] + OH + OH’
02+F62+—>02_.+e_—>H20

13
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La complexation des polyphénols avec les métaux fait décroitre cette réaction
dans I’organisme.

Une autre maniere de prévention de 1’oxydation est I’inhibition de I’activité de
certaines enzymes responsables de la production des espéces réactives de 1’oxygéne
(ERO) (Hadj Salem 2009). Les flavonoides inhibent 1’enzyme xanthine oxydase, une
enzyme qui catalyse 1’oxydation d’hypoxanthine et xanthine a I’acide urique, la
réoxydation de cette enzyme implique 1’oxygéne comme donneur d’électron. La
réaction produit le radical super oxyde et le peroxyde hydrogene, deux ERO qui entrent
dans beaucoup de pathologies(Cos, Ying et al. 1998), les deux équations (4,5) de la

catalyse sont comme suit(Cos, Ying et al. 1998).

Xanthine + 20, + H,O — acide urique + 20, ™ + 2H"

Xanthine + O, + H,O — acide urique + H,0,

Saieed, Reza et al. (2006) ont trouvé que I’extrait de la rue et ses flavonoides
majoritaires inhibent Aldéhyde oxydase, une enzyme qui libére des radicaux libres en
conséquence avec son rble de la métabolisation des xénobiotiques , cette action fait

participer I’oxygéne comme accepteur d’électrons (Saieed, Reza et al. 2006).

1.7 Etude sur P’activité antibactérienne

En raison de la résistance des bactéries face aux antibiotiques standards, les
principes actifs antibactériens trouvés dans les plantes médicinales sont devenus un
sujet éventuel d’étude pour ressortir des alternatives.

Differentes recherches accordent une capacité inhibitrice des espeéces
microbiennes a la sauge et la rue, par leurs extraits éthanolique, méthanoique... etc.
(Velickovi¢, Randelovié et al. 2003; Bayoud, Djilani et al. 2007).

La résistance des bactéries aux antibiotiques se fait selon plusieurs manieres,
c’est un caractére que la bactérie 1’acquiert ou dont il fait partie de ces mécanismes
innés. (Doyle, Busta et al. 2006; Springman, Lacher et al. 2009)

L’un de ces mécanismes est la libération des enzymes qui inhibent 1’action des
antibiotiques par leur modification ou dégradation, alors que d’autres bactéries
exportent les antibiotiques de I’intérieur de leur cellule et les éjectent par les pompes

efflux en dehors des cellules (Li and Nikaido 2009). La bactérie peut méme modifier

14
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I’affinité de ses protéines de liaison aux antibiotiques spécifiques ce changement de
structure est signalé par le code génétique qui joue un réle primordial dans la résistance
des bactéries par exemple Escherichia coli porte une mutation du gene gyra qui lui
confere une forte résistance (Hooper 2001). L’hypermutation de micro-organismes
pathogene telles que Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Helicobater pylori. leur a conféré la résistance aux
antibiotiques (Dzidi¢, Suskovi¢ et al. 2008).

Les plantes agissent sur la pathogénicité des espéces bactériennes par
I’accumulation de leurs composés phénoliques dans la couche phospholipidique. Cela
perturbe la couche membranaire et dérégule les échanges intercellulaires de
biosynthéses indispensables (Cox, Mann et al. 2001), il a été rapporté que les composés
phénoliques le thymol, le carvacrol et I’eugénol diminuent le taux d’acide gras insaturé
responsable de la fluidité membranaire (Di Pasqua, Betts et al. 2007), de plus cette
dérégulation de la couche externe affecte le processus de la chaine respiratoire par la

diminution du taux d’ATP intracellulaire (Turgis, Han et al. 2009).

1.8 Etude sur ’Activité antifongique

Les infections provoquées par les champignons ou les levures posent un
probléme majeur a cause de 1’acquisition de ses espéces fongiques la résistance face aux
traitements usuels.

L’utilisation des extraits de la sauge et la rue pour combler ce probléme et méme
de conserver les produits alimentaires sera tres probable, des recherches rigoureuses
sont en bonne voie pour identifier les métabolites spécifiques sur I’action antifongique
vu la complexité des métabolites et I’ambiguité de leurs fonctions exactes.

La résistance est due a I’augmentation de la pression antifongique, la carence en
traitements antifongiques ainsi que la croissance des patients infectés, entre autres C.
glabrata, C. parapsilosis, C. krusei sont des espéces intrinsequement résistantes,
d’autres sujets acquiérent cette capacité (Prigent 2016).

Les propriétes antifongiques des métabolites secondaires peuvent aller de
I’inhibition de la formation des unités fondamentales de la membrane cellulaire b-
glucans et chitin (Griffin 1996; Mc Clanahan 2009; Walker, White et al. 2017), a la
dégradation des membranes externes, 1’absence d’unités signifie I'inhibition des
membranes fongiques cela freine la progression d’une infection potentiel, il est a noté

qu’une membrane perforée suite a 1’action de dégradation perd ses fonctionnalités

15
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physiologiques (Ghannoum and Rice 1999), ses constituants et la capacité de
production de I'énergie intracellulaire ou la synthése des composants de structure
(Oussalah, Caillet et al. 2007).

La destruction du matériel génétique et I’inhibition de synthése d’ARN et
d’ADN conduisent & la mort des espéces fongiques, les composées des plantes ayant la
capacité antifongique interférent avec I’ARN qui cause la perturbation de la
transcription d’ADN, en outre 1’inhibition de la synthése de la protéine est aussi une

cible des antifongiques (Walker, White et al. 2017).
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2 Matériel et méthodes

Ce présent travail a pour but d’étudier D’activité antioxydante, 1’activité
antimicrobienne et I’activité antifongique de Salvia officinalis L. et Ruta graveolens L.
La partie expérimentale de notre étude a été réalisée au sein du laboratoire de biochimie
du département de biologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des
Sciences de la Terre, Université de Bouira. Elle s’est déroulée entre Avril et mai 2021.

Les etapes expirementals sont schématisées dans la figure suivante :

Matériel végétal (feuilles)

Extraction par ultrasons

Etude des activités biologiques

(/n vitro)

Activité antioxydante Activité antimicrobienne Activité antifongique
(Méthode de diffusion sur (Méthode de disque)
gélose)

Test PARF Test ATT
Test de
décoloration de
I’ABTS

Figure (09) : Schema récapitulatif des protocoles expérimentaux. PRF (pouvoir
réducteur ferrique), AAT (Activité antioxydante totale), et test de décoloration de

radical d’ABTS.
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2.1 Produits chimiques et I’appareillage

2.1.1 L’appareillage

L’appareillage utilisé durant les expériences est représenté dans le tableau ci-

dessous :

Tableau (05) : L appareillage utilisé afin de réaliser la partie expérimentale.

Appareils

Références

Lyophilisateur
Ultrasons
Bain-marie
Centrifugeuse
Vortex
Etuve
Balance électronique
Réfrigérateur
Autoclave
Broyeur électrique

Agitateur
magnétique

Spectrophotometre
UV-visible

pH métre

CHRIST Alpha 1-2 LD PLUS, 22645, Germany
JP SELECTA S A, 611898, Spain
MEMMERT WNB22, L519.0937, Germany
Sigma 3-16L, 172577, Germany
Nahita, C84181, 50681500
MEMMERT, B319.0656, Germany
OHAUS, px85, B937268868, USA
Christ, D-37520, 22645, Germany
WiseClave, Wac-80, S/N.0400930108R001, Korea
Moulinex, AR110510, France

Stuart, SB162, R600002574, PRC

Optima, SP-3000nano, 5T5701-143132-00, Japan

Mettler toledo, Five Easy F20, B615331415, Switzerland
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2.1.2  Produits chimiques

Différents réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans les expériences. Le

tableau ci-dessous représente ses derniers :

Tableau 06 : les réactifs chimiques et solvants utilises durant les expériences et

leurs formules chimiques.

Réactifs chimiques et solvants

Formule chimique

Ethanol 64 %
ABTS
Potassium persulfate
Phosphate de sodium monobasique monohydraté
Phosphate de sodium dibasique dodecahydraté
Ferricyanure de potassium
Acide trichloroacétique
Chlorure de fer
L’acide sulfurique
Phosphate de sodium

Molybdate d’ammonium tetrahydraté

C,HsOH
CisH1sN,O6S,
KS,04
NaH,PO4.H,0O
Na,HPO,4.12H,0
CsNsFeK,
C,HC;:0,
FeCl,
H,SO,
Nas;PO,
(NH,)sMo0,0,,+4H,0
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2.2 Matériel végétal

L’étude a été réalisée sur la partie aérienne de Salvia officinalis L. et de Ruta

graveolens L. (figure 10).

A

Figure 10 : Photographie représente la partie supérieure des plantes étudiées ; Ruta
graveolens L. (A) et de Salvia officinalis L. (B). (Originale)

2.2.1 Récolte et origine géographique

La rue et la sauge ont été recueillies a Ain bessem, wilaya de Bouira en Auvril
2021. La récolte a été faite durant la période de floraison, dans son habitat naturel. La
situation géographique de la région de la récolte est tracée dans la carte géographique

ci-dessous.
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Bouira

Latitude: 36.325295
Longitude: 3.674675
Altitude: 650 m

|

v

Figure 11 : la Carte géographique qui représente la région de la récolte de la rue et la
sauge.

2.2.2 Lavage et Séchage

Apres la récolte, les échantillons ont été bien nettoyés avec 1’eau courante dans le
but d’¢liminer toute poussiere et impuretés. Apres elles étaient lavées avec 1’eau
distillée, puis séchées a une température de 40 °C a I’étuve. Apres séchage, les deux
plantes séchées étaient conservées dans un endroit sec et loin de la lumiere. Le séchage
avait plusieurs buts ; I’arrét des réactions chimiques afin d’éviter la dégradation et
I’oxydation des composés bioactifs, 1’obtention d’un meilleur broyage, 1’obtention
d’une meilleure extraction, uniformisation des taux d’humidité résiduelle des

échantillons, la conservation des échantillons par 1’élimination d’eau.

2.2.3 Broyage et tamisage

Le matériel végétal séché a été broyé a I’aide d’un broyeur électrique (Moulinex,
AR110510, France) en poudre fine pour permettre une meilleure extraction. Apres les
poudres obtenues par broyage sont tamisées par un tamis (la taille des particules
200 pm). Ces dernieres ont été ensuite conservées dans des flacons en verre couvertes
avec du papier aluminium a I’abri de la lumicre afin d’éviter la photo oxydation des

substances actives des plantes. Les flacons étaient étiquetés par des étiquettes ou le nom

20



Chapitre 11 Matériel et méthodes

scientifique des plantes, la date de récolte, le lieu de récolte et le diametre étaient

mentionné.
2.3 Meéthodes

2.3.1 Extraction assistée par ultrason (UAE)

La méthode d’extraction effectuée était une extraction assistée par ultrason
(UAE). Ce mode d’extraction a pour but d’extraire le maximum de molécules
chimiques des feuilles de Salvia officinalis L. et la partie aérienne de Ruta graveolens

L., en utilisant un solvant hydro alcoolique ; eau-éthanol 64%.

2.3.1.1 Principe

L’extraction assistée par ultrasons est une technique qui utilise les ondes
ultrasonores. Les ondes ultrasonores sont des ondes mécaniques a une fréquence
supérieure au seuil de 1’audition humaine 16 KHZ (Pic6 2013). Les ultrasons peuvent se
propager dans les liquides, les solides et les gaz (Esclapez, Garcia-Pérez et al. 2011). Le
milieu de propagation de ces derniers est soumis a une succession de compression et de
décompressions. Ces deux phases provoquent la formation des bulles. Les ultrasons
entrainent des modifications de la température ainsi la pression a I’intérieur des bulles
au moment ou la dimension critique est atteinte les bulles implosent. Ce processus est
appelé ; cavitation (Mason, Paniwnyk et al. 1996).

Ce processus est appliqué dans 1’extraction des substances phytochimiques. |l
peut étre décrit en quatre étapes ; dans la premiére étape, la génération des bulles de
cavitations prés de la surface de la matrice végétale lors de D’application d’ondes
ultrasonores. Dans la deuxieme étape, les bulles sont effondrés en libérant des microjets
avec pression et température vers la surface. Dans la troisiéme étape, la rupture de la
surface de matrice et 1’établissement d’un contact direct entre les composants actifs a
I’intérieur de la cellule et le solvant. Dans la quatriéme étape, la libération des

composants actifs dans le milieu liquide (Panja 2018).

2.3.1.2 Les Parametres qui influencent sur la cavitation

Pour cette technique d’extraction, il est nécessaire de prendre en considération
I’influence de certains paramétres tels que, le solvant, la température et le temps

d’extraction.
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2.3.1.2.1 Le solvant

La nature du solvant joue un réle tres important pour pouvoir extraire les
molécules d’intérét. Ce dernier doit avoir deux points essentiels : une affinité importante
pour les molécules ciblées et grande capacité de dissolution(Chemat, Rombaut et al.
2017). Le choix du solvant est déterminé par la solubilité des métabolites cibles, mais
aussi par des parametres physiques tels que la viscosité, la tension interraciale et la
tension de vapeur (Chemat, Rombaut et al. 2017). Le choix de solvant se base sur
I’obtention d’une grande affinité moléculaire entre le solvant et le soluté. De préférence,
il faut toujours utiliser des solvants ininflammables, non toxiques et non explosifs
(Yilmaz and Toledo 2006).

Afin de dissoudre les composés phénoliques antioxydants polaires, 1’eau est
souvent utilisée comme un solvant pour les extraire a partir des sources vegétales car il
est trés polaire. Pour les antioxydants peu polaires, des solvants plus hydrophobes sont
utilisés. Le méthanol, 1’éthanol, le propanol, I’acétone, I’acétate d’éthyle ainsi que leur
mélange avec 1’eau sont des solvants trés utilisés pour extraire les composés
phénoliques (Pinelo, Del Fabbro et al. 2005; Yilmaz and Toledo 2006; Penchev,
Angelov et al. 2010). L’eau et I’éthanol, sont les solvants les plus utilisés pour

I’obtention d’extraits d’antioxydants phénoliques (Wang and Weller 2006).

2.3.1.2.2 Latempérature

La température a un impact important sur les propriétés du solvant.
L’augmentation de la température a plusieurs effets ; la diminution de la solubilité et la
diffusivité dans la solution et la réduction de viscosité, elle produit moins d'énergie de
cavitation due a la diminution de la tension superficielle et a 1’augmentation de la
pression de vapeur, elle peut également affecter la stabilité de certains composés
phénoliques (Fischer, Carle et al. 2013).

Alors il est important de choisir une température d'extraction en fonction du
compos¢ cible de D’extraction et la controler afin d’empécher la dégradation des

composés thermolabiles (Chemat, Rombaut et al. 2017; Wen, Zhang et al. 2018).
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2.3.1.2.3 Le temps d’extraction

Ce parametre est étroitement lié¢ a la cinétique d’extraction. La connaissance de
cette derniere permettre d’arréter 1’extraction lorsque le rendement souhaité est atteint et

de ne pas continuer I’opération au-dela (Wen, Zhang et al. 2018).

2.3.1.3 Les Avantages d’extraction assistée par ultrasons

Ce mode d’extraction présente de multiples avantages; C’est un moyen
écologique et efficace, il nécessite moins de solvant, il préserve Les molécules
thermolabiles, il peut étre utilisé avec des échantillons solides ou liquides et pour
extraire des composés organiques ou inorganiques (Ajila, Brar et al. 2011), rendement
d’extraction important avec un temps d’extraction réduit, et une méthode peu codteuse
(Panja 2018).

2.3.1.4 Protocole expérimental

Pour cette partie du travail, les poudres obtenues des deux plantes ont été mises a
extraction par ultrasons (JP SELECTA SA) ; 1 g de poudre a été mélangé avec 20 ml du
solvant, le solvant utilisé a été eau-éthanol a 64 %, la température d’extraction a été
régulée a 60 °C pendant 25 minutes Les deux extraits hydro-alcooliques eétaient
récupérés dans un premier temps par la suite filtrés avec un papier Watman (N° 02). Le
solvant a été ensuite éliminé du filtrat par évaporation dans 1’étuve (MEMMERT) a
40 °C afin d’éliminer 1’éthanol et le reste de I’extrait a été congelé a une température
basse (-20 °C) toute la nuit. Le lendemain, le mélange était lyophilisé dans un
lyophilisateur (CHRIST Alpha 1-2 LD PLUS) au cours de 3 étapes. D’abord, un
préchauffage durant 20 minutes Ensuite, la dessiccation primaire durant 30 minutes
Enfin, la dessiccation secondaire durant 7 heures Aprés 7 heures, des poudres de
différentes couleurs des extraits de R. graveolens L. et Salvia officinalis L. ont été
récupérées dans des eppendorfs et conservées dans le réfrigérateur (Christ) jusqu’a

I’utilisation.
2.4 Evaluation de I’activité antioxydante In vitro de la rue et de la sauge

Afin d’évaluer I’activité antioxydante de Salvia officinalis L. et Ruta graveolens
L., différents tests ont été développés ; test de AAT, test de PARF test d’ABTS.
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2.4.1 Test de I’activité antioxydante totale (phosphomolybdate d’ammonium)

L’activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium est réalisée

selon le protocole de Prieto, Pineda et al. (1999).

2.4.1.1 Principe

C’est un test antioxydant important basé sur la réduction de molybdéne Mo (VI)
présent sous la forme d'ions molybdate MoO42- a molybdene Mo (V) MoO2+ en
présence de l'extrait ou d’un agent antioxydant. Cette réduction se manifeste par la
formation d’un complexe verdatre (phosphate/Mo (V) a un pH acide(Prieto, Pineda et
al. 1999) dont I’absorption maximale est 695 nm (Nagavani, Madhavi et al. 2010).

Ce test présente une différence par rapport aux autres tests, il permet de
quantifier I’apport de I’activité antioxydante d’autres composés antioxydants comme les
vitamines C, E etc. (Prieto, Pineda et al. 1999).

2.4.1.2 Mode opératoire

Pour cela une gamme de concentration est réalisée (1 mg/ml, 0,8 mg/ml,
0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml). Aprés une solution réactionnelle a été
préparée par 1’acide sulfurique (0,6 m), phosphate de sodium (28 mm), et de molybdate
d’ammonium (4 mm), dont 2ml est mélangé avec 200 pL de chacune des
concentrations précédentes. Le mélange est incubé a 95 °C pendant 90 min dans un bain
marie (MEMMERT WNB22). L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 695
Nm, apres refroidissement a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Le blanc
était un mélange de 2 ml de la solution réactionnelle préparée et 200 uL d’éthanol. Pour

ce test, I’acide ascorbique a ¢té utilis¢é comme molécule de référence.

2.4.2 Test de réduction du Fer (PARF) par la sauge et la rue

Le test de réduction du Fer est réalisé selon le protocole de (Bhatti, Ali et al.
2015).

2.4.2.1 Principe
Le test de réduction du Fer est un test qui a pour but de mesurer la capacité des
extraits a réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe KsFe(CN)g

(ferricyanure de potassium) en fer ferreux (Fe2+). Le fer ferrique initialement jaune, se

réduit et devient bleu ou vert en présence d’un atome d’électron. Le changement de la
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coloration de jaune a bleu ou vert est proportionnel a I’activité antioxydante des plantes
(Habibou, Idrissa et al. 2019). L’absorbance du milicu réactionnel est déterminée a 700
nm. Le pouvoir réducteur des extraits testés s’augmente si 1’absorbance augmente
(Hubert 2006).
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Figure 12 : Mécanisme réactionnel qui intervient lors du test PARF entre le complexe
ferricyanide ferrique Fe (I11) et un antioxydant AH (Laraba, Serrat et al. 2016).

2.4.2.2 Mode opératoire

Pour cela, une gamme de concentrations est réalisée (1 mg/ml, 0,8 mg/ml,
0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml) & chaque concentration 0,5ml d’une
solution tampon phosphate a 0,2 m (pH : 6.6) et 0,5 ml d’une solution de ferricyanure
de potassium K3Fe (CN) a 1% ont été ajoutés. Ensuite, le tout est incubé a 50 °C
pendant 20 minutes dans un bain marie, puis refroidi a la température ambiante. 0,5 ml
d’acide trichloracétique (TCA) a 10 % sont ajoutés au milieu réactionnel précédent afin
d’arréter la réaction. Le mélange est centrifugé a 3 000 rpm pendant 10 minutes. 0,5 ml
du surnageant sont ajoutés a 0,5 ml d’cau distillée et 0,1 ml d’une solution de chlorure
du fer (FeClI3, 6H20) a 0.1 %. Les tubes sont laissés durant 10 minutes a la température
ambiante .La lecture des absorbance se fait par un spectrométre (Optima) contre un
blanc a 700 Nm.

2.4.3 Test de décoloration de ’ABTS* par les antioxydants de la sauge et de la
rue.

Le test d’ABTS™* est réalisé selon le protocole de Dahmoune, Spigno et al. (2014)
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2.4.3.1 Principe

C’est un test basé sur la réduction du radical-cation coloré connu sous le nom
ABTS™ de coloration bleu-verte en ABTS" incolore. Le développement de sa
concentration est suivi @ 734 Nm au cours de sa réaction avec les antioxydants (Marc et
al. 2004). Ce radical est utilisé pour plusieurs raisons; évolutions du pouvoir
antioxydant de fluides biologiques, de mélanges complexes ou de composés purs. |l
peut réagir avec des antioxydants classiques de type phénols et thiols, mais aussi avec
tout composé donneur d’hydrogeéne ou d’¢lectron (Rice-Evans and Miller 1994).
Lorsqu’un antioxydant est additionné a une solution de ce radical cation, il y aura la
réduction de ce dernier et une diminution de I’absorbance a 734 Nm. Cette diminution
dépend de I’activité antioxydante du composé testé mais souvent aussi du temps et de la

concentration(Re, Pellegrini et al. 1999).
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Figure 13 : Réaction de I’ABTS* avec des composés antioxydants (Boligon, Machado
et al. 2014).

2.4.3.2 Mode opératoire

Une gamme de concentrations des extraits des plantes (1 mg/ml, 0,8 mg/ml,
0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml) a été réalisée, la solution d’ABTS a été
préparée comme suit: ABTS* a 7mm + persulfate de potassium a 2,45 mm puis
incubée a I’abri de la lumiére pendant 12 a 16 heures avant 1’utilisation, Cette solution a
ensuite été diluée avec de 1’éthanol jusqu’a une absorbance de 0.705 £ 0.02 a 734 Nm

75 pL des extraits a des différentes concentrations ont été mélangés avec 1425uL

de la solution diluée d’ABTS*, le mélange a été mélangé au vortex et incubé pendant 6
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minutes a I’obscurité et a température ambiante, La lecture est réalisée a I’aide d’un
spectrophotometre (Optima) & 734 Nm contre de I'éthanol a 64 %.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule
suivante :
Abs (blanc) - Abs (extrait)

Pourcentaage d'inhhibition (%) = Abs (controle) x 100

Abs (blanc) : 1425 uL d’ABTS + 75 uL d’éthanol, Abs (Extrait) : 1425 uL d’ABTS +
75 uL d’éthanol, Abs (contr6le) : absorbance de solution d’ABTS.

2.5 Etude de I’activité antimicrobienne In vitro de la sauge et de la rue

C’est la technique de base utilisée pour ¢tudier la capacité d’une substance a
exercer un effet anti microbien. L’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de Salvia
officinalis L. et Ruta graveolens L. a été réalisée selon le protocole de Bolou, Attioua et

al. (2011) par la méthode de diffusion sur un milieu gélosé par puits.

2.5.1 Souches bactériennes

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de Salvia
officinalis L. et Ruta graveolens L., six souches ont été utilisées. (Voir le tableau 07)

Ces souches proviennent du laboratoire de microbiologie du département de
biologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre,

Université de Bouira.

Tableau 07 : Caractéristiques générales des souches bactériennes testées.

Nom de la souche Réference Gram
Escherichia coli ATCC 25922 Négatif
Bacillus cereus ATCC 10876 Positif
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Négatif
Enterococcus faecalis ATCC 49542 Négatif
Listeria innocua CLIP 74915 Positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positif
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2.5.2 Milieux de cultures utilisés

Selon les souches bactériennes deux milieux de cultures ont été utilisés : Mueller

Hinton (MH), gélose nutritive (voir annexe I).

2.5.3 Mode opératoire

Les six souches bactériennes testées ont été revivifiées sur gélose nutritive en
boites de Pétri par I’utilisation d’une méthode appelée méthode des stries, puis elles ont
été incubées a 37 °C pendant 24 heures pour I’obtention des colonies qui seront par la
suite utilisées afin de préparer les suspensions.

Apres la revivification, les colonies obtenues ont été prélevées & ’aide d’une
anse de platine, ensuite homogénéisées avec 9 ml d’eau physiologique stérile dans un
tube a essai. Aprées des dilutions ont été préparées dans la méme solution jusqu’a
I'obtention d’une densité microbienne de108UFC/mI et une densité optique a 620 Nm
comprise entre 0.08 - 0.1. Cette concentration a subi par la suite une autre dilution
décimale jusqu'a I’obtention d’une concentration de 107 UFC/ml.

Le milieu gélosé de Muller Hinton stérile et liquéfié a été coulé dans des boites
de pétri vides et stériles. Apreés séchage des boites et solidification, 5 puits ont été faites
a I’aide des embouts stériles : 4 puits de ces derniers ont été remplis avec 40 pL des
extraits éthanoliques avec une concentration de 2 mg/ml et 1 puits a été rempli avec
40 pL d’éthanol a 64 % comme témoin.

Par I'utilisation des écouvillons stériles, chargés de la suspension bactérienne
déja préparée I’ensemencement par étalement a été fait. Les boites ont été par la suite
incubées en premier lieu a 4 °C pendant 17-18 heures pour assurer la diffusion des

extraits, puis incubés dans 1I’é¢tuve a 37 °C pendant 24 heures.

2.6 Evaluation de ’activité antifongique In vitro de la sauge et de la rue

L’étude de I’activité antifongique de 1’extrait aqueux de Salvia officinalis L. et
Ruta graveolens L a été réalisée selon le protocole de Bhutia, Zhimo et al. (2016) par la
méthode de diffusion sur un milieu gélosé par puits.
2.6.1 Milieux de cultures utilisés

Selon les micro-organismes testés deux milieux de culture ont été utilises :

Milieu PDA (voir annexe 1).
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2.6.2 Micro-Organismes testés

L’activité antifongique a été évaluée sur les souches présentées dans la figure
(14), Ces souches ont été obtenues au niveau du laboratoire de microbiologie du
département de biologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des

Sciences de la terre, Université de Bouira.

Figure 14 : Photographie represente les souches testées : A : fusarium verticillioides,
B : penicillium, C : aspergillus flavus, D : aspergillus fumigatus, E : aspergillus niger.

(Originale)
2.6.3 Mode opératoire

Les cing souches fongiques ont été repiquées sur gélose PDA a base de pomme
de terre sur des boites de pétri, pour obtenir des cultures de champignons jeunes les
boites ont été incubées a 30 °C pendant 4-5 jours.

Dans des tubes a essai stériles qui contiennent 1 ml des extraits éthanoliques de
Salvia officinalis L et Ruta graveolens L avec une concentration de 10 mg/ml, 9 ml de
PDA en surfusion ont été introduites. Aprés I’homogénéisation de milieu, ce dernier été
coulé rapidement dans des boites de Pétri vides et stériles. Pour le tube témoin, 1 ml

d’éthanol a 64 % a été ajouté et les 9 ml de PDA ont été ajoutées d’une maniére
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identique par rapport aux deux extraits précédents. Puis placées a I’entour de la zone
stérile des becs benzéne.

Sur les boites pétries qui contiennent les souches fongiques repiquées, des petits
disques de ces derniéres ont été prelevés a 1’aide des embouts stériles et ils ont été
rajoutés au centre des boites de Pétri deja préparés a base des extraits a condition la
facette qui contient les souches fongiques sera coller directement sur le milieu des
boites précédentes.

Les boites ont été ensuite incubées a 30°C pendant une semaine dans 1’étuve
(MEMMERT). L’effet antifongique sera déterminé par la mesure des taux d’inhibition
des croissances diamétrales des souches fongiques.
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3 Reésultats et Discussion

3.1 Evaluation de I’activité antioxydante In vitro des extraits hydro-
alcoolique de la sauge et de la rue

3.1.1 Test de décoloration de radical ABTS*

Dans cet essai le cation radical stable d’ABTS est oxyd¢ par 1’ajout de potassium
persulfate qui lui donne une coloration bleu vert, la présence des antioxydants neutralise
le radical et provoque une décoloration du milieu, par I’apport d’hydrogéne ou
d’électron au radical (Brand-Williams, Cuvelier et al. 1995; Re, Pellegrini et al. 1999).

La figure (15) suivante présente le pourcentage d’inhibition par les extraits des

plantes, la sauge et la rue, ainsi que les ICsq respectives de chaque plante fig. (15).

IC 50 pour Salvia officinalis = 0,1368 = 0,0036 mg/mL

IC 50 pour Ruta graveolens = 0,9879 + 0,007 mg/mL

E Salvia officinalis
e Ruta graveolens

Pourcentage d'inhibition (%)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentration de l'extrait (mg/mL)

Figure 15 : Courbe représentant le pourcentage d’inhibition radicalaire des extraits de
la sauge et la rue.

D’aprés les résultats observés dans le graph, on déduit une variation du
pourcentage d’inhibition des deux extraits des plantes sur le radical ABTS*, une forte
activité est apercue chez la sauge qui s’augmente en fonction de la concentration et puis

s’installe relativement a une concentration de 0,4 mg/ml, par contre le graphe
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appartenant a la rue dévoile une courbe graduelle qui s’augmente avec 1’augmentation
de la concentration.

D’autre part 1’l1Cso de la sauge touche 0,1 368 £ 0,0036 mg/ml lui accordant une
activité antioxydante plus forte que ceux de la rue qui est de 0.9 879 + 0,007 mg/ml.

3.1.2 Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium des extraits étudiés PARF

L’essai de PARF a été développé pour déterminer I’aptitude de réduction de fer
ferreux en ferricyanure des solutions biologiques, comme une mesure de leur capacité
antioxydante (Oyaizu 1986).

Les polyphénols sont des réducteurs des oxydants en interrogeant avec ceux-ci,
ces composés cédent un électron aux fe** causant son réduction en fe?* & la couleur bleu
(Benzie and Strain 1996; Wong, Leong et al. 2006).

Les deux extraits éthanoliques de la sauge et la rue ont été soumis a cet essai
suivant le Protocole Bhatti, Ali et al (2015), la courbe suivante montre la densité
optique des 2 extraits et 1’acide ascorbique pour leur comparer en fonction de la

concentration.

3.0,

o Ruta graveolens
D Salvia officinalis

& Acide ascorbique
\

2.51

2 2.01

1.5]

Densité opti

-

0.51

0. s : ; . : . . :
01 02 03 04 05 06 0.7 08 0.9

Concentration de I'extrait (mg/ml.)

Figure 16 : graphe représentant le pouvoir réducteur des deux extraits de la sauge et de
la rue et de I’acide ascorbique
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La courbe montre que les extraits de la sauge et la rue ont exercé un pouvoir
réducteur important en fonction de la dose, a une concentration de 0,4 mg/ml, la sauge
touche une densité optique de (0,711 + 0,01 mg/ml) et la Rue de (0.149 + 0,005 mg/ml)
et celle de I’acide ascorbique de (2,382 £ 0,0172 mg/ml).

L’extrait méthanolique de la rue a démontré un effet réducteur qui dépend de la
concentration (Kataki, Kakoti et al. 2014), ses feuilles ont été la partie avec la meilleure
activité antioxydante, une absorbance de 0.93 a une concentration de 4 mg/ml a été
soulignée par Diwan, Shinde et al. (2012).

3.1.3 Test de ’activité antioxydante totale par le phosphomolybdate
d’ammonium des extraits étudiées
La méthode du phosphomolybdate permet la détection de 1’activité totale
antioxydante par ’apparition de la couleur verte, il est basé sur la réduction de Mo*® a
Mo* (Baig et al. 2011), le protocole suivi est de Prieto et al (1999), nos résultats sont
décrits dans la figure (17).

400
e Ruta graveolens
= B suivia officinatis
< 300
S0
£ 200
g 100
0.0 0.5 1.0

Concentration de I'extrait (mg/mlL)

Figure 17 : Capacité antioxydante exprimée en acide ascorbique des extraits de la rue et
la sauge par le test AAT.
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La figure ci-dessus montre une activité antioxydante plus importante pour la
sauge par rapport a celle de la rue avec une augmentation croissante en fonction de la
concentration des extraits, a une concentration de 1 mg/ml, I’activité touche 378.42 (mg
EAA/Q) pour la sauge et 78.89 (Mg EAA/g) chez la rue.

Grzegorczyk, Matkowski et al. (2007) ont montré que 1’extrait de la sauge avec
le solvant de méthanol a marqué une activité plus forte comparativement a 1’acétone,
néanmoins les deux solvants ont pu révéler une activité intéressante.

Selon Gurudeeban, Satyavani et al. (2012) la rue avait une concentration de 91 g
EAA/umol dans I’essai de TAA.

3.1.4 Discussion des résultats d’activité antioxydante In vitro de la sauge et la rue

Apres 1’observation de nos résultats et des autres recherches, on peut conclure
une concordance dans la capacité antioxydante. La sauge et la rue ont présenté toutes les
deux une activité intéressante, toutefois moins puissante pour la rue. L’activité est
variable selon beaucoup de repéres, Ceci peut étre d0 a la composition chimique,
L’acide caféique qui offre la fonction antioxydante a la sauge (Kamatou, Viljoen et al.
(2010), profite d’un deuxi¢me groupement hydroxyle (Sroka, Cisowski et al. 2003) qui
augmente son activité. Cet acide a plus d’effet antioxydant que 1’acide coumarique
trouvé abondamment dans la rue et pour lequel on attribue le potentiel antiradicalaire
(Rice-Evans, Miller et al. 1996).

La composition et son changement lors des stades de croissance des plantes
influent largement leur potentiel antioxydant, la sauge collectée dans les mois de
floraison qui correspond au juin et juillet a enregistré une forte activité due a
I’accumulation des acides phénoliques (Sz6l116si and Varga 2002; Farhat, Chaouch-
Hamada et al. 2014) ce qui peut expliquer les résultats relativement faibles de nos
échantillons collectés au mois d‘avril.

D’autre part la structure chimique de ces composés est essentielle pour I’activité
anti radicalaire, elle est dépendante au nombre des groupements hydroxyles et 1’effet
stérique (Leja, Mareczek et al. 2007) qui affecte la structure chimique, ainsi que la
position de la fonction hydroxyle et la substitution nucléophile, la stabilisation des

radicaux phénoxyles résultantes influence ce pouvoir (Mathiesen, Malterud et al. 1997).

Des recherches attribuent le role d’activité antioxydante dans des traitements

perspectifs des maladies, I’huile de la sauge a des propriétés anti-XOD (xanthine
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oxidase) anti-AChE (acétylcholinestérase) et anti-5-LOX ( 5-lipoxygenase) In vitro, qui
entre dans la régulation des maladies de systéeme nerveux (EIl Euch, Hassine et al. 2019).

D’apres le travail de Mahmoud, Ahmed et al. (2015) la rue avec ses composes
phénoliques peuvent protéger les reins des dommages induit par I’injection de
diethylnitrosamine a travers sa capacité antioxydante. Une autre expérience de Kataki,
Kakoti et al. (2014) a attribué a I’extrait méthanoique des feuilles de la rue des effets
inhibitoires sur les enzymes de la voie arachidonique, 1’acide arachidonique est libéré et
oxydé suite a une blessure ou irritation par les enzymes de la voie arachidonique pour
I’initiation d’une réponse anti-inflammatoire (Higgins and Lees 1984).

Une haute température a un effet positif sur I’accumulation des produits
phénolique(Toor, Savage et al. 2006), I’augmentation de celle-ci peut-étre di a la
réponse au stress oxydatif par la formation des espéces réactives d’oxygene, un
mécanisme adapté par les plantes pour faire face aux conditions non favorables comme
la salinité, la haute température et la sécheresse (Toor, Savage et al. 2006). Asami,
Hong et al. (2003) ont suggéré qu’une pression pathogénique et le stress abiotique et
biotique pendant une plantation organique sans I’usage de pesticides peut augmenter le
contenu de polyphénols. Le type de solvant utilisé dans I’extraction et la technique elle-
méme sont des variables trés importants sur les molécules bioactifs obtenues (Vieira,
Ferreira et al. 2020).

3.2 Tests microbiologiques
3.2.1 Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de la sauge et de la rue

la propriété antibactérienne de 1’extrait hydro alcoolique de salvia officinalis L.
et ruta graveolens L. a été évaluer vis-a-vis des souches bactériennes gram positifs et
gram négatifs qui sont : Escherichia coli , Bacillus cereus , salmonella thyphimurium ,
staphylococcus aureus, Kklebseilla pneumoniae, pseudomonas aeruginosa, listeria
innocua, enterococcus faecalis par la méthode de diffusion sur gélose, 1’estimation de

cette activité a été mesurée par 1’évaluation des zones d’inhibition (cm).

3.2.1.1 Résultats de ’activité antibactérienne des extraits de la sauge et de la rue

A partir des diamétres des zones d’inhibition qui figurent dans le tableau suivant

(tableau 08) on a pu se renseigner sur I’effet des extraits organiques.
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Tableau 08 : les zones d’inhibitions (cm) des extraits des deux plantes sur les bactéries

gram positifs et gram négatifs

Gram Les souches bactériennes Diameétre de zones d’inhibition (cm)

Salvia officinalis L.  Ruta graveolens L.

Escherichia coli (ATCC 25922) 2,6 2,1
Gram négati (-) Enterococcus faecalis (ATCC49542) 2,74 -
Klebseilla pneumoniae (ATCC 700603) 2,8 -

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) - -

. Listeria innocua (CLIP 74915) 4,7 -
Gram positif (+)

Bacillus cereus (ATCC 10876) - -

(-) : indique une absence d’inhibition (Absence de I’activité antibactérienne)

La sauge a montré une activité antibactérienne plus importante que la rue, elle a
inhibé la plupart des souches utilisées, pendant que la rue a inhibé uniquement 1’espéce

Escherichia coli avec aucune inhibition sur les autres souches.

3.2.1.2 Résultats des Bactéries a Gram negatif :

L’espéce Escherichia coli a été sensible aux deux extraits des deux plantes la
sauge et la rue, par contre Enterococcus faecalis et Klebseilla pneumoniae ont été

seulement sensibles a I’extrait de la sauge.

3.2.1.3 Résultats des Bactéries a Gram positif

Les souches a gram négatif Staphylococcus aureus et Bacillus cereus ont été
résistantes aux deus extraits, alors que la sauge a inhibé une zone de 2.5 cm chez

Listeria innocua.

3.2.1.4 Discussion des résultats de ’activité antibactérienne des extraits de la
sauge et de la rue

L’activité antibactérienne de la grande sauge a été documentée dans plusieurs

recherches scientifiques a 1’occurrence celle de (Miti¢-Culafié, Vukovié-Gacié et al.
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2005; Abdelkader, Ahcen et al. 2014), cette activité implique son huile essentiel et
I’extrait éthanolique (Ghorbani and Esmaeilizadeh 2017), validant ses propriétés et son
utilisation dans le traitement des inflammation de la bouche et comme un bon
alternative aux antibiotiques et pour la conservation des aliments (Hamidpour,
Hamidpour et al. 2014).

La rue de jardin de sa part a figuré dans beaucoup de travaux qui invoquent son
activité antibactérienne (Al-Shuneigat, Al-Tarawneh et al. 2015; Salman, Venkatesh et
al. 2018).

Ces travaux attestent nos résultats bien qu’ils soient 1égérement différents en
fonction des souches, le solvant utilisé et son concentration.

Suivant la méthode la plus utilisé pour mettre en évidence cette activiteé, la
diffusion sur disque qui permette de désigner la zone d’inhibition, les six souches
bactériennes ont été mises en expérimentation utilisant 1’éthanol comme solvant.

On a pu constater que toute les souches a I’exception de S. aureus et b.subtillus,
ont été sensibles a I’extrait éthanolique de la sauge.

Le travail de Bozin, Mimica-Dukic et al. (2007), a indiqué une forte activité
antibactérienne pour les souches gram positif et gram négatif traitées par I’extrait hydro-
alcoolique et I’huile essentiel de la sauge.

D’apres notre expérience sur I’efficacité antibactérienne de la rue, uniquement
I’espéce Escherichia coli a été inhibée, le reste des souches ont tous présenté un résultat
négatif, bien que Amabye (2015) a cité une efficacité sur ’espece Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus.

Les méthodes d’extraction, la concentration et le solvant jouent un role dans
I’activité antibactérienne (Khalil and Li 2011; Amabye 2015). Avec une dilution de 10’
mg/ml de I’extrait de la rue analysé a inhibé une zone de 2.1 cm, pendant que Amabye
(2015) a enregistré une zone de 1.1 cm chez E. coli avec une dilution de 10*° g/ml .

L’utilisation du solvant éthanolique peut étre la cause de nos resultats moins
intéressantes, identiqguement a ceux de jalali Moghadam, Honarmand et al. (2012) et
Guarrera (1999) ou aucun effet antibactérien a été signalé. D’aprées Amabye (2015), le
méthanol et le chloroforme ont affiché une meilleure activité que 1’éthanol a des baisses
concentrations, il s’est révélé que le chloroforme qu’il a analysé contient plus de

métabolites secondaires censément étre 1’actif principal de la capacité antibactérienne.
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La différence des résultats peut étre reliee a la complexité des constituants des
plantes, a cause de la variation climatique, le temps de récolte, I’altitude et le sol
(Maksimovi¢, Vidic et al. 2007; Khalil and Li 2011), c’est la synergie de leurs
composés qui leur conférent & la capacité antibactérienne (Mitié-Culafié¢, Vukovié-
Gaci¢ et al. 2005).

L’effet des plantes médicinales contre ces especes microbiennes se trouve plus
proéminent chez les gram positifs que les gram négatifs, comme il a été établi dans les
travaux de Al-Shuneigat, Al-Tarawneh et al. (2015) et Palombo and Semple (2001),
I’extrait organique ou I’huile essentiel pénétrent a travers la membrane ou ils
s’accumulent causant une fuite des composés physiologiques et lui induisant des
dommages et I’inhibition d’enzymes et protéines (Marino, Bersani et al. 2001).

La membrane des bactéries gram négatif est dotée d’une couche en
peptidoglycanes liée a une couche externe difficilement perméable par les particules
hydrophobiques tels les huiles essentielles, présentant une barriére limitant 1’entrée sauf
aux petites particules hydrophiles, ce qui explique les résultats trouvés dans la littérature
concernant 1’efficacité sur les bactéries a gram positifs (Cowan 1999; Kudi, Umoh et al.
1999).

3.2.2 Evaluation de I’activité antifongique des extraits de la sauge et de la rue

Le Protocole de Bhutia, Zhimo et al. (2016) a été suivi pour la mise en évidence
de cette activité, les champignons Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger Aspergillus
flavus, pénicillium sp et fusarium verticillioides, n’ont présenté aucuns résultats aprés

plus de cinq jours.

3.2.2.1 Discussion des résultats de I’activité antifongique

Les plantes médicinales contiennent des métabolites secondaires ayant une
capacité fongicide et fongistatique, pour combattre la recrudescence de la résistance des
infections fongique (Rashidi, Mousavi et al. 2012).

Dans notre expérimentation I’éthanol a été le solvant choisi pour I’extraction,
I’extrait éthanolique avait des résultats positifs et d’autres négatifs selon des recherches

scientifiques (Amabye 2015),
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Les feuilles de la sauge extraite dans de 90 % d’éthanol ont perturbé
significativement la croissance de Saccharomyces cerevisiae (Farcasanu and Oprea
2006)

les extraits méthanoliques, éthanolique, butyle et éthyle de la rue ont tous
démontré une activité inhibitoire sur 1’organisme M.oryzae, bien que la fraction
éthanolique a été la fraction la plus faible en fucoumarines (Arruda, Rodrigues et al.
2017).

Alors méme que nos résultats sont negatifs, la sauge et la rue avaient des recours
évidents dans plusieurs revus scientifiques.

L’huile essenticlle de la rue a plus d’effet inhibitoire par rapport a d’autres
especes de la famille rutacée sur les especes : Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Cladosporium herbarum Fusarium oxysporum et Alternaria
alternaria. (Haddouchi, Chaouche et al. 2013), Les coumarines et les alcaloides trouvés
chez les extraits de la rue ont des pouvoirs mutagénes contre les champignons
(Roelandts 1984).

La sauge a une activité antifongique sur Aspergillus niger, Aspergillus

fumigatus, et Aspergillus flavus selon Rashidi, Mousavi et al. (2012).
Ces résultats peuvent étre dus a plusieurs variables :

v La quantité des composeés varie selon le changement climatique, la période de la
collecte, les conditions de croissance, et I’emplacement dans la plante, certains
composés se répartissent dans différentes parties pendant différentes périodes de

croissance et de saisons (Webster, Taschereau et al. 2008).

v Le processus d’extraction et le solvant utilisé.(Evans 1996) une différence est
observée entre les solvants organiques du méthanol, éthanol, chloroforme et
pétrole (Satish, S., Raghavendra, et al.2009), les solvants organiques offrent plus
de composés polarisés contrairement a I’eau avec moins de composés polaires
(Evans 1996).

v'La non-spécificité de ’extraction qui aboutit a un extrait brut renfermant les
formes active et non active, décroissant par conséquent la manifestation de

I’activité antifongique (Webster, Taschereau et al. 2008).
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v Une longue durée de stockage influe la synergie entre des composés actifs et par
consequent le potentiel anti fongique de celles-ci (Filipowicz, Kaminski et al.
2003).
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Conclusion

Les bénéfices attribués aux plantes médicinales dans les traitements traditionnels
datent de longtemps, elles sont actuellement assujetties & des recherches approfondies
pour ’identification des bioactifs pharmacologiques et ’établissement d’un lien concret
pour leurs effets thérapeutiques.

Dans ce travail et dans I’ordre de la valorisation des plantes algériennes 1’étude a
été menée sur la sauge officinale et la rue du jardin, pour mettre en évidence leurs
activités biologiques surnommées, les deux plantes ont été cultivées dans les régions de
Bouira en Algérie.

Dans un premier lieu I’extraction de leurs métabolites secondaires depuis les
feuilles a été faite a 1’aide d’un solvant eau-éthanol 641 par la technique d’extraction
assistée aux ultrasons, les extraits ont été exploités pour 1’étude des activités
antioxydantes, antibactériennes et antifongiques.

L’évaluation de l’activité antioxydante a été déterminée par trois tests ABTS,
PARF et AAT. Les résultats de ces tests ont révélé une capacité antioxydante variable
entre les extraits éthanoliques des deux plantes, la sauge a montré une activité
antioxydante plus importante que la rue, elle a affiché un ICso de (0.1368 +
0,0036 mg/ml) suivi par la rue avec un ICsq de (0.9 879 £ 0,007 mg/ml),

L’activité antibactérienne a été estimée par la méthode de diffusion sur gelose
par puits. La sauge a inhibé toutes les souches avec des zones d’inhibition qui allait
entre 2.6 a 4,7 cm, a I’exception des souches a Gram négatif Staphylococcus aureus et
Bacillus cereu, la rue a inhibé 1’espéce Escherichia coli seulement, ceci peut étre di a
I’extrait de la rue qui pouvait ne pas contenir une quantité¢ suffisante d’actifs
responsables dans I’effet inhibitoire ou bien I’absence des celles-ci.

L’étude sur I’activité antifongique n’a pas montré des résultats positifs, cette
expeérience reste instructive sur ’effet antifongique de la sauge et la rue pour d’autres

études éventuelles.

En perspectives il est intéressant d’apporter des informations approfondies sur
les activités de la sauge et la rue avant de s’en servir dans la médecine actuelle.

D’autres aspects intéressants a étudier sont :

v" Utilisation d’autres solvants d’extraction.
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v" Exploitation d’autres parties des plantes a des périodes de croissance différentes.

v" Mener des études In vivo et In vitro sur leur toxicité.

v’ Identification et 1’isolement de leurs métabolites secondaires.
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Annexe 01 : Composition des milieux de cultures
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Annexe 02 : résultats de ’activité antimicrobiennes des extraits éthanoliques de

salvia officinalis L et ruta graveolens L.
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Annexe 03 : résultats de P’activité antifongiques des extraits éthanoliques de salvia

officinalis L et ruta graveolens L.

Témoin : éthanol a 64 %
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Résumé

Cette étude a été portée sur 1’évaluation des activités biologiques de deux plantes
médicinale Salvia officinalis L. et Ruta graveolens L., leurs composés bioactifs ont été
extraits par la méthode de 1’extraction assistée par ultrasons. L’activité antioxydante in
vitro a été estimée par le test au radical d’ABTS™, du pouvoir réducteur au ferricyanure
de potassium et avec ’activité antioxydante totale au phosphomolybdate, d’aprés ces
tests ’extrait de la sauge avait une activité antioxydante plus importante que 1’extrait de
la rue, le pourcentage d’inhibition de 1’extrait de la sauge a été 0.1368 + 0,0036 mg/ml
et 0.9 879 + 0,007 mg/ml pour I’extrait de la rue. L’activité antibactérienne a été testée
sur 6 souches bactériennes dont 3 a Gram positif et 3 a Gram négatif, la zone
d’inhibition la plus importante appartient a 1’extrait de la sauge face a Listeria innocua
avec un diamétre d’inhibition de 4,7 cm, ’extrait de la rue n’a inhibé que Escherichia
coli avec un diamétre de 2,1 cm, quant & I’activité antifongique, les extraits n’ont

montré aucuns résultats pour les deux especes.

Les mots clés

Ruta graveolens L. ; Salvia officinalis L. ; Plantes médicinales ; polyphénols ; activité
antioxydante ; activités antimicrobiennes ; radicaux libres.
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