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Résumé

Les plantes médicinales offrent une grande quantité de molécules bioactives, qui ont de nom-
breuses propriétés. Dans cette optique, notre etude a été réalisée afin d'évaluer I'efficacité anti-
bactérienne et bio insecticide de trois extraits méthanoliques, aqueux et éthanoliques d'une
plante comestible et médicinale récoltée de la région de Guelma : Rubus fruticosus. Les tests
phytochimiques sur la poudre et les différents extraits de la plante ainsi que le test de DPPH ont
révélé un potentiel antioxydant prometteur de la plante avec la présence de plusieurs principes
actifs dont la quantité des polyphénols totaux, flavonoides et tanins est relativement satisfai-
sante. L’évaluation de I’activité antibactérienne de trois doses (2,5mg/ml, Smg/ml et 10mg/ml)
des trois différents extraits testés vis-a-vis des trois souches référenciées E. coli, P. aeruginosa
et S. aureus montent que tous les extraits présenteraient une efficacité contre ces bactéries a
Gram positif et a Gram négatif a I’exception de 1’extrait aqueux qui semble n’avoir aucune
action vis-a-vis de P aeruginosa. Ces extraits auraient une action bactériostatique vis-a-vis de
ces souches bactériennes. L’évaluation de 1'effet bio -pesticide de la plante vis-a-vis d’un in-
secte ravageur des denrées stockées Tribolioum castaneum a révélé une efficacité dose- dépen-
dant de tous les extraits utilisés et spécialement de 1’extrait méthanolique qui augmente avec le
temps d’exposition.

Les mots clés : Rubus fruticosus, principes actifs, activité antioxydante, activité antibac-
térienne, bio insecticides, Tribolium castaneum.



Abstract

Medicinal plants offer a large number of bioactive molecules, which have many properties. In
this perspective, our study was carried out to evaluate the antibacterial and bio-insecticide effi-
cacy of three methanolic, aqueous and ethanolic extracts of an edible and medicinal plant har-
vested from the Guelma region: Rubus fruticosus. Phytochemical tests on the powder and the
various extracts of the plant as well as the DPPH test revealed a promising antioxidant potential
of the plant with the presence of several active principles including the number of total poly-
phenols, flavonoids and tannins is relatively satisfactory. The evaluation of the antibacterial
activity of three doses (2,5mg/ml, 5mg/ml and 10mg/ml) of the three different extracts tested
against the three referenced strains E. coli, P. aeruginosa and S. aureus show that all extracts
are effective against these Gram-positive and Gram-negative bacteria with the exception of the
aqueous extract which seems to have no action against P aeruginosa. These extracts have a
bacteriostatic action vis-a-vis these bacterial strains. The evaluation of the bio-pesticide effect
of the plant vis-a-vis an insect pest of the stored foodstuffs Tribolioum castaneum revealed a
dose-dependent efficiency of all the extracts used and especially of the methanolic extract
which increases with the time of exposure.

Keywords: Rubus fruticosus, active ingredients, antioxidant activity, antibacterial activ-
ity, bio insecticides, Tribolium castaneum.
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Introduction

Deux points sont essentiels dans la vie des étres vivants notamment les étres humains,
leurs besoins nutritionnels en denrées de bases : riz, blé, mais etc et leur santé (Gonzlez et al.,
2023).

La farine de blé constitue une source fondamentale de denrées alimentaires. Cependant,
certaines conditions de stockage peuvent favoriser son infestation par des insectes ravageurs
tels que Tribolium castaneum et engendrer des pertes économiques. L utilisation des insecti-
cides de synthese constitueraient un danger pour la santé humaine et animale. Ces molécules
synthétiques sont considérées comme une source de pollution de I’environnement et donc une

cause principale de déséquilibre écologique (Aoues, 2018 ; Cherrou, 2023).

L’utilisation des médicaments tels que les antibiotiques est remise en question en raison
des risques toxiques potentiels de ces substances, sans oublier la résistance croissante des bac-
téries due a la mauvaise utilisation de ces molécules. En effet, les maladies nosocomiales dues
principalement a cette résistance bactérienne sont considérées comme un probleme majeur de
santé publique. 1l s’ajoute a ceux-la le cout relativement élevé des médicaments et antibiotiques
pour une certaine catégorie défavorisée de la population (Bougandoura et Bendimerad, 2013
; Chevance et al., 2020).

Tous ces problémes ont poussé et orienté la recherche vers ’identification de nouvelles
biomolécules moins agressives pour la santé et I’environnement qui possederaient aussi bien

une activité antibactérienne qu’une activité insecticide (Karahacane, 2015).

Les plantes et leurs composés, essentiellement antioxydants sont tres étudiées et fréquem-
ment employés dans le domaine de la médecine traditionnelle et de 1’agroalimentaire comme
conservateurs naturels, en raison de leurs différents potentiels : antibactérien, antifongique,
anti-inflammatoire, anticancéreux, insecticide etc (Bouyahya et al., 2017 ; Pacbme Serge
Gouegoui et al., 2018).

L’Algérie et grace sa richesse et diversité floristique, détient un énorme réservoir phylo-
génétique avec plus de 3000 espéces végétales appartenant a plusieurs familles botaniques ce
qui pousse I’homme a profiter de cette richesse en ayant recours a la médecine empirique (Bou-
zid et al., 2016 ; Tabti, 2024).
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Dans ce contexte et dans le but de la valorisation de la flore algérienne, nous nous sommes
intéressés a 1’étude et 1’évaluation du potentiel antioxydant, de 1’effet antibactérien et insecti-
cide d’une plante trés répandue dans la région de Guelma : le mdre sauvage ou Rubus fruticosus
L, qui est couramment employée par la population locale. C’est une plante vivace appartenant
a la famille des rosaceae qui renferme de nombreux métabolites bioactifs et antioxydants, lui
attribuant un potentiel thérapeutique et des bienfaits agroalimentaires (Afif Chaouche et al.,
2015).

Notre travail s’articule autour de deux parties :

La premiere partie de 1’é¢tude renferme une synthése bibliographique qui inclut quatre

chapitres.
v' Le premier chapitre est consacré a un rappel sur les plantes médicinales et la plante
étudiée.
v Le deuxiéme est dédié au stress oxydant.
v’ Le troisieme est dédié aux bactéries utilisées dans 1’étude
v Le quatriéeme est dédié a I’insecte utilisé (Tribolium castaneum).

La deuxieme partie est consacrée a la méthodologie utilisée, qui est subdivisée en deux

volets :
Le premier portant sur :
e Un screening phytochimique effectué sur la poudre et les extraits de plante.
e Un dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés.

e Une ¢étude de I’activité antioxydante des extraits de cette plante par la méthode de
DPPH.

e Une étude de I’activité antibactérienne et insecticide de différentes doses des dif-

férents extraits (aqueux, éthanoliques et méthanoliques) de la plante étudiée.

Le dernier chapitre sera consacré aux résultats obtenus de 1’¢tude et a leur discus-

sion qui se terminera par une conclusion et perspectives.
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Etude bibliographique
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1. La phytothérapie
1.1. Définition

Le terme phytothérapie tire son origine de deux racines grecques : phyton et therapeia
qui font référence respectivement a la « plante » et au « traitement ». La phytothérapie est ainsi
une médecine allopathique qui a pour objectif de prévenir et de traiter certains problemes fonc-
tionnels et/ou états pathologiques en utilisant des plantes, de parties de plantes ou de prépara-
tions a base de plantes qu’elles soient consommees ou utilisées en voie externe (Wichti et
Auton, 2003).

Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie qui quant
aelle, désigne I’ensemble des substances utilisées pour traiter les plantes, a savoir les pesticides,

fongicides, herbicides, ou encore insecticides (Prescrire, 2007).
1.2. La phytothérapie en Algérie

En Algérie, les plantes sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Au cours des
années, la phytothérapie a connu une grande popularité ; des herboristes sont présents partout
et sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique. Ils prescrivent des médica-
ments utilisent des plantes et des mélanges pour traiter toutes les maladies : diabéte, rhuma-
tisme, minceur et méme les maladies incurables. Des chiffres recueillis auprés du centre natio-
nal du registre de commerce, montrent qu’a la fin 2009, 1’ Algérie comptait 1926 vendeurs spé-
cialisés dans la vente d’herbes médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. La capitale
en abritait, a elle seule, le plus grand nombre avec 199 magasins, suivi de la wilaya de Sétif
(107), Bechar (100) et el oued avec 60 magasins (Boumediou et al., 2017).

2. Les plantes médicinales
2.1. Définition

D’apres la définition donnée par I’OMS, une plante médicinale est une plante ou un de
ses organes qui contient des substances qui peuvent étre employées pour un but thérapeutique
ou qui sont des précurseurs pour la synthése d’autres drogues utiles et dont les propriétés thé-
rapeutiques sont prouvées scientifiquement ou de maniére empirique par I’emploi en médecine

traditionnelle (Amini, 2010).
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2.2. L’origine des plantes médicinales

Deux origines distinguent les plantes médicinales : les plantes spontanées appelées

« sauvages » ou « cueillies » et les plantes cultivées (Chabrier, 2010).

2.2.1. Les plantes spontanées

Plusieurs raisons justifient I’exploitation des plantes sauvages, les peuplements « sponta-
nés » peuvent suffire a une demande pharmaceutique modeste et sont méme capables de com-
bler des exigences supérieures quand ils existent en abondance a cela s’ajoutent parfois des

difficultés ou impossibilités de culture (Derfallou et ghadri, 2017)

2.2.2. Les plantes cultivées

Les plantes cultivées assurent une matiére premiere en quantité suffisante pour répondre
aux besoins et les drogues recueillies sont homogenes de par leur aspect et leur composition

chimique (Jean-yves, 2010)
2.3. Les principes actifs des plantes médicinales

La plante est le siege d’une intense activité aboutissant a la synthése des substances les
plus diverses, ce sont les principes actifs. Ces substances sont issues du métabolisme secon-
daire, appartenant a plusieurs familles, dont les principales sont utilisées en phytothérapie (Ba-
chelet, 2013)

Il'y a un certain temps ou la proportion de substances actives pour les plantes médicinales
est élevée ; c’est le moment le plus approprié pour collecter des plantes médicinales. 1l y a des
plantes qui sont conseillées pour collecter leurs parties effaces au petit matin, dans lequel la
concentration de leurs substances actives est élevée, contrairement a la période du soir ainsi que

selon les saisons de 1’année (Hashemyounisatee, 2020).

Parmi les principes actifs nous pouvons citer :

2.3.1. Les alcaloides

Les alcaloides sont une catégorie de substances organiques qui contiennent des bases azo-
tées. Ils sont principalement fabriqués en tant que métabolites secondaires dans les plantes et
les champignons, et ils possédent une variété d'activités biologiques. lls sont parmi les subs-
tances vegétales les plus variées, les plus efficaces et les plus importantes sur le plan thérapeu-

tique. (Casciaro et al., 2020)
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2.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides présents dans la plupart des plantes, sont des pigments poly phénoliques
qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc. Ils ont un
important champ d’action et possédent de nombreuses vertus medicinales : antioxydantes, ils
sont particuliérement actifs dans le maintien d’une bonne circulation. Certains flavonoides ont
aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des effets protecteurs sur le foie telles

que I’hespéridine et la rutine qui sont présentes dans plusieurs plantes (Iserin et al., 2001).

2.3.3. Les tanins

De nombreuses plantes contiennent plus ou moins de tanins ; ceux-ci donnent a la plante
un gout amer. Les tanins sont des composants polys phénoliques qui contractent les tissus en
liant les protéines et en les précipitant, d’ou leur emploi pour « tanner » les peaux. Les plantes
riches en tanins sont largement utilisées pour traiter les maladies du systeme digestif (Iserin,
2001).

2.3.4. Les mucilages

Ce sont le produit de la polymérisation de nombreux sucres, dont certains sont modifiés
(par exemple acide uronique hétéro polysaccharidique) ils ont la propriété de se gonfler d’eau ;
ils sont donc utilisés comme laxatifs mécaniques et adoucisseur de gorge (Grunwald et janick,
2006)

2.3.5. Les saponosides

Les saponines sont des substances métaboliques secondaires couramment présentes
dans les plantes et les organismes aquatiques. Les surfactants naturels sont percus comme des
molécules amphiphiles qui ont la capacité de réduire la tension superficielle d'une solution

aqueuse, ce qui en fait de bons composés moussants. (Pierra, 2020).

2.3.6. Les stérols

Les sterols sont des graisses vegétales qui existent chez presque toutes les plantes mais
leur concentration est variable. Ils ont une structure semblable a celle du cholestérol ; il se peut
qu’ils ralentissent son absorption et réduisent la quantité de cette substance dans I’organisme.
Ils pourraient jouer aussi un réle important sur le systéme immunitaire. En effet, ils ont montré
une activité anticancéreuse trés importante (cancer du sein et de la prostate) (Eberhard et al.,
2005).
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2.3.7. Les terpenes

La dénomination des terpenes est attribuée a Kekulé (ter=térébenthine ; péne=pin). I
s'agit de composeés constitues par la combinaison de deux ou plusieurs unités isopréniques (2-

méthylbuta 1,3-diéne : unité présentant cing carbones) (Alloun, 2019).
3. La plante étudiée (Rubus fruticosus L)

3.1. Généralités sur la plante

Rubus fruticosus (rosaceae) est un arbuste arménien, trés répandu bien connu pour ses
fruits délicieux communément appelés mures et sont considérés comme 1’une des meilleures
sources alimentaires de divers composés bioactifs tels que les acides phénoliques et les flavo-
noides (Teresa Nonforte et al., 2018).

Le genre Rubus comprend les mures, les framboises et leurs hybrides et est communément

appelé ronces ; il peut se découper en trois sous genres :
- Les framboises avec leurs fruits rouges, recouverts de nombreux poils courts, appelé
« Sous-genre Idaeobatus ».
- Le deuxiéme, c’est le petit Rubus qui donne des fruits rouge vif avec peu de
Drupéoles (petites boules qui forment le fruit) toutes glabres qui forme a lui seul le
« Sous-genre Cylactis ».
- Le dernier, sous-genre des ronces qui donnent comme fruit ce que nous appelons les
Mires, c’est le « sous-genre Rubus » (Folta et gradiner, 2009 ; Hummer, 2010).

Les ronces (Rubus L) (Figure 01) sont un genre de plante ligneuses, de la famille des
rosacées qui comprend des plantes appelées « ronces » mais aussi plaguebiére ou parfois mure

dans le langage usuel, a ne pas confondre avec le genre (Morus) ou muriers (Couplan, 2012).
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Figure 1: Le genre Rubus L (https://fr.wikipedia.org/wiki)

3.2. Classification

D’apreés la classification, Rubus fruticosus appartient aux dicotylédones. Cette plante est

classée selon le tableau 01 de la maniére suivante :

Tableau 1: Classification de Rubus fruticosus (Zia-Ul-Haq et al.,2014)

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Rubus

Espéce Rubus fruticosus

3.3. Appellations de Rubus fructicosus

D’aprés Lim (2012) plusieurs noms vernaculaires sont attribués a cette plante (Tableau 02) :

10
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Tableau 2: Les différents noms vernaculaires de Rubus fruticosus

Ronce commune, ronce des bois, ronce des

Nom francais haies, ronce européenne, mures sauvages
Nom anglais BlackBerry
Nom arabe Tut el ullayq

3.4. Description botanique

Rubus fructosus L. est un arbuste a épines caduques vivaces, presque dressées, avec une
tige enchevétrée et arquée qui pousse jusqu’a 3 m a un rythme rapide. 1l pousse dans le jardin
boisé. Cette plante buissonneuse est épineuse, mais certaines variétés cultivées sont exemptes
d’épines. Les murs sont vivaces et durent trois saisons ou plus (Figure 02) (Zia-Ul-Haq et al.,
2014).

v' Les graines

Elles sont brun clair a brun fonce, 1égérement triangulaires, de 2 a 3 mm de long, profon-

dément et irrégulierement dénoyautées.
v Les racines

La plupart des racines se trouvent dans les 20 premiers cm du sol mais quelques-unes ont

une profondeur allante jusqu” a 1 m. Il y a une couronne bien définie au niveau du sol.
v' Latige

Les tiges sont arquées ou trainées jusqu’a 7 métres de long, vertes, violacées ou rouges,
lisses ou modérément velues, rondes ou inclinées, avec de nombreuses pieces courbées ou

droites de différentes tailles.
v' Les feuilles

Elles sont composees de trois ou cing folioles ovales, habituellement vert foncé au-dessus

et vert plus clair au-dessous, avec de petites dents sur les bords (Figure 02).
v’ Les fleurs

Elles sont blanches ou roses, constituées de cing pétales. Elles ont un diamétre entre2-3

cm et sont formées en grappes aux extrémites des branches courtes (Figure 02).

11
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v' Les fruits

Une baie qui change de couleur du vert au rouge au noir a mesure qu’elle murit, com-
posée d’un agrégat de segments charnus ou de drupétes chacun contenant une graine (Figure

02) (Rameshwar et al., 2014).

Figure 2: Rubus fruticosus (feuilles, fleurs et fruits) (https://fr.wikipedia.org/wiki)

3.5. Aspects phytochimiques

Les différentes parties végétales (tiges, feuilles et racines) de la ronce contiennent divers
types de composants phytochimiques tels que les alcaloides, les flavonoides, les tanins, les sa-
ponines, les glycosides, les terpenaides, les stérols et les glucides. Elles sont constituées égale-
ment de I’acide ascorbique, des acides organiques et des huiles volatiles. Les mdres contiennent
de nombreux composés phytochimiques, notamment des polyphénols, des flavonoides, des an-
thocyanes, de I’acide salicylique, de 1’acide ellagique et des fibres. Elles ont a la fois des fibres

solubles et insolubles (Rameshwar et al., 2014).

12
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La composition des polyphénols dans le genre Rubus est influencée par divers éléments:
la génétique, 1’écologie, les méthodes culturelles, le climat, la phase de collecte, les conditions

et la durée de stockage. (Samuel-Peterson, 2013)

3.6. Répartition géographique

La ronce est trés commune dans tous les types d'habitats, mais elle ne fructifie réguliére-
ment et abondamment que dans les haies, les clairiéres et les coupes forestiéres récentes ; son
aire de répartition se situe en majorité dans les régions ou la pluviosité moyenne annuelle est
de I'ordre de 750mm. Elle s'adapte aussi aux régions dont la pluviosité annuelle est plus impor-
tante (jusqu’a 1500 mm), mais on trouve plus rarement la ronce lorsque les précipitations an-
nuelles sont inférieures a 500 mm. Pour le régime hydrique, la ronce se plait aussi bien en

régime normal qu'en régime sec (Fortier, 2003).

L’espéce est présente sur tout I’hémisphere nord, des régions froides aux régions tempé-
rées, du bord de mer balayé par les embruns au bord des glaciers a 2300 métres d’altitude. Le

marier sauvage s'est acclimaté en Amérique et en Australie. (Afif Chaouche, 2015).

En Algérie, il se trouve dans les régions c6tieres mediterranéennes. On le retrouve aussi
dans les hauts plateaux et certaines régions comme : Blida, Constantine, Tizi Ouzou, etc... (Ise-
rin, 2001).

3.7. Quelques avantages thérapeutiques de la ronce
3.7.1. Activité antioxydante et anticancéreuse

Selon Jiao et Wang (2000), les mdres contiennent des quantités élevées d'anthocyanines,
de phénols et de flavonols, ce qui les rend de puissants inhibiteurs de radicaux libres. Généra-
lement, I'activité antioxydante des plantes est due aux contenus phénoliques et flavonoides (Bu-

ricovaet al., 2011).

Les mdres sont également réputées pour leurs vertus anticancéreuses, comme mentionné
précédemment, elles détruisent les radicaux libres qui causent des dommages aux cellules et
peuvent entrainer le cancer. Elles contribuent aussi a préserver et a renforcer I'immunité, et a
réduire le nombre de tumeurs et de leur croissance en induisant I'arrét du cycle cellulaire ou de
I'apoptose et en modifiant la signalisation cellulaire (Scalbert et al., 2005 ; Garcia-Lafuente
et al., 2009).
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3.7.2. Activité anti-inflammatoire

Plusieurs recherches ont demontré que leurs composés métaboliques joueraient égale-
ment un r6le de régulateurs des voies de signalisation de I'inflammation. Selon les recherches
réalisées chez des individus sains, il a été démontré que le suivi d'un régime alimentaire riche
en fruits était inversement lié aux marqueurs de l'inflammation (CRP, IL-6) présents dans le
plasma, que la consommation d'anthocyanes était liée a une diminution du taux de cytokines
circulantes (IL-8, IL-13 et IFN-a) (Karlsenet et al., 2007 ; Salas-Salvado et al., 2008).

3.7.3. Activité antidiabétique

R. fruticosus a été employé en Europe dans le traitement du diabete. Un taux de 70% d'un
extrait des feuilles avec de I'eau et du butanol a été démontré efficace pour le traitement et la
prévention du diabete non insulinodépendant a partir d'une hyperglycémie chez les rats diabé-
tiques en agissant par différents mécanismes dont I'inhibition de I'absorption du glucose au ni-
veau intestinal, ou encore son assimilation dans les tissus périphériques (inhibition de la gluco-
néogeneése, de la stimulation adrénergique, de lI'absorption du glucose ou stimulation de la libé-
ration de I'insuline par les cellules p du pancréas (Scalbert et al., 2005 ; Xu et al., 2006 ; Dem-
binska-Kiec et al.,2008).
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1. Stress oxydatif

1.1. Définition

Selon Helmut Sies, le concept de « stress oxydatif » désigne un déséquilibre entre la pro-
duction d'espéeces réactives de I'oxygene (ROS) et le réseau antioxydant, ce qui peut causer des

dommages aux systémes biologiques (Forman et al., 2021 ; Hajam et al., 2022).

Le stress oxydatif est lié a diverses affections. Il est classé en deux catégories : d'une part,
le stress oxydatif est une cause principale de maladies (y compris la toxicité causée par les
radiations et les produits toxiques, ainsi que I'athérosclérose); d'autre part, le stress oxydatif est
un facteur secondaire aux facteurs de progression de la maladie (par exemple, la maladie pul-
monaire obstructive chronique, I'hypertension et la maladie d'Alzheimer).(Forman et al.,
2021).

1.2. Especes réactives de I’oxygéne (ERO)

L’oxygene joue un role crucial dans les organismes multicellulaires car il permet de générer
de I'énergie en oxydant de la matiere organique. Cependant, notre organisme transforme une
partie de cet oxygene en des métabolites toxiques, les radicaux libres organiques (Zibouche et
Grimes, 2016). Ces radicaux libres ou espéces réactives de 1’oxygeéne ERO sont des substances
chimiques (atomes ou molécules) qui ont un électron unique (ou électron non apparié) sur leur
surface externe (exp : I’ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, le radical hydroxyle etc). Ils
présentent le principal risque de causer des dommages lorsgu'ils interagissent avec des éléments
cellulaires essentiels tels que I'ADN ou la membrane cellulaire, ce qui peut entrainer une mul-
tiplication anormale des cellules, entrainant un dysfonctionnement, une mort cellulaire, le vieil-

lissement des cellules voire un cancer (Zibouche et Grimes, 2016).
2. Antioxydants

2.1.Définition

Selon Halliwell & Gutteridge (1995), un antioxydant est une substance qui, a une con-
centration faible par rapport au substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére significative
I'oxydation de ce substrat. Les antioxydants sont des substances, qu'elles soient naturelles ou
ajoutées, ralentiront I'oxydation des organismes et sont aussi considérées comme essentielles

pour préserver la qualité des aliments riches en lipides des oxydations (Ziani, 2017).
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2.2.Classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en trois catégories selon leur origine (naturelle, de

synthese ou biologique)

Antioxydants naturels

Le groupe le plus important d’antioxydants naturels comprend
la vitamine E (tocophérol) et autres composes végéetaux

] |

Les antioxydants
phénoliques

Les flavonoides Acide ascorbique Les caroténoides

Antioxydants de synthese

sont utilisés depuis de nombreuses années dans 1’industrie alimen-
taire mais sont considérés comme potentiellement toxiques

Le butylhydroxytoluéne (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA)
et le butylhydroguinone (TBHQ)

Antioxydants biologiques

Sont synthétisés par 1’organisme suite a la génération des radicaux
libres. Exp : certains peptides et enzymes.

Le gluthation La catalase La superoxyde
GSH (CAT) dismutase (SOD)

Figure 3: Les différents types d’antioxydants (Ziani, 2017).
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1. Souches bactériennes potentiellement pathogénes :

1.1. Escherichia coli

En 1885, le pédiatre allemand autrichien Theodor Esherich a découvert Escherichia coli,
également connu sous le nom de colibacille, a partir d'un échantillon de selles humaines. Il s'agit
d'un bacille de longueur d'environ 2-3 um et de diamétre de 0,6 a 0,7 um, & Gram négatif, non
sporulé, souvent mobile, appartenant a la famille des Enterobacteriacea. C’est un hote commun
du tube digestif chez les humains et les animaux. Les especes d'Escherichia sont E. albetii, E.
coli, E. fergusonii, E. hermanii et E. vulnérais, dont E. coli est I'espéce-type. En se basant sur
ses antigenes de surface (O somatique, antigéene flagellaire H et antigene capsulaire K (Amairi,
2021).

1.1.1. Classification

Selon Delarras et ses collegues (2010) (Tableau 03), I'espece Escherichia coli a été

classée comme suit :

Tableau 3: Classification d’Escherichia coli (Delarras et al., 2010).

Domaine Eubacteria

Phylum Proteobacteria

Classe Gammproteobacteria

Ordre Enterobacteriales

Famille Enterobacteriaceae

Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli
1.1.2. Habitat

E. coli est une microflore intestinale fréquente chez I'homme et la plupart des animaux a
sang chaud (mammiféres et oiseaux). Dans les premieres heures qui suivent la naissance, elle
colonise sans symptomes le tractus digestif de I'nomme et devient ainsi la principale espéce
bactérienne de la flore anaérobie facultative du colon humain. Sa niche écologique se trouve
dans la couche du mucus produite par I'épithélium du célon, ou elle joue un réle essentiel en

tant que barriere protectrice de la muqueuse. Chez les autres mammiferes, elle est moins élevée,
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mais E. coli peut se déplacer dans I'eau et les sédiments. On I'utilise pour mesurer la contami-

nation fécale de I'eau. (Pantel, 2015).
1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un bacille a Gram négatif, aérobie strict, a métabolisme oxy-
datif, non sporulé, en forme de batonnet de 1,5 a 3,0 um de longueur, mobile grace a un flagelle
polaire généralement unique, capable de se développer sur les milieux usuels a une température
de croissance comprise entre 30°C a 37°C. Cette bactérie possede de nombreuses voies méta-
boliques et des genes régulateurs qui la rendent extrémement adaptable a différentes conditions
de croissance. Elle est trés difficile a éliminer des personnes infectées en raison de sa polyva-
lence nutritionnelle, de son nombre élevé de facteurs de virulence et de sa résistance élevée aux
antibiotiques, notamment des infections pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose
(Floret et al., 2009 ; Weihui et al, 2015).

1.2.1. Classification

Selon SFM (2019) (Tableau 04), l'espéce Pseudomonas aeruginosa a été classée

comme suit :
Tableau 4: Classification de Pseudomonas aeruginosa (SFM, 2019).
Domaine Bacteria
Phylum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonasales
Famille Pseudomonaceae
Genre Pseudomonas
Espéce Pseudomonas aeruginosa
1.2.2. Habitat

Les especes bactériennes P. aeruginosa sont présentes partout, tout comme toutes les
especes du genre Pseudomonas ou leurs proches. Ces bactéries ne nécessitent pas beaucoup de
nutriments et peuvent survivre dans différents environnements (eaux, air, aliments) et surtout
en milieu humide : le sol, les lacs, les cours d'eau et I'eau contaminée (Denis et Marie, 2013 ;
Benelmili, 2021).
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1.3 Staphylococcus aureus

Les staphylocoques dorés, également connus sous le nom de Staphylococcus aureus (S.
aureus), sont des cocci a Gram positif, qui se regroupent en amas formant des grappes de raisin.
IIs sont immobiles et non sporulés. lls peuvent se développer dans jusqu'a 10 % de sel, de ma-
niére aérobie ou anaéerobie (optionnel) et a des températures allant de 18C° a 40C°. Les colonies
sont souvent dorées ou jaunes (aureus signifie doré ou jaune) (Benzeggouta, 2005 ; Taylor et
Unakal, 2022).

1.3.1 Classification

D’aprés Schleifer et Belln (2010), Staphylococcus aureus est classée selon le tableau

05 comme suit :

Tableau 5: Classification de Staphylococcus aureus (Schleifer et Belln, 2010).

Domaine Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae

Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus
1.3.2 Habitat

S. aureus se rencontre partout dans I'environnement et chez les animaux, Apres
la naissance, S. aureus se développe sur la peau, lI'ombilic, le tube digestif et le périnée du
nourrisson. Cette colonisation varie jusqu'a 6 ans ou elle est considérée comme étant représen-
tative du portage. A I'age adulte, S. aureus se trouve principalement dans les zones cutanées
humides, et il colonise principalement les muqueuses des fosses nasales et de I'oropharynx,
ainsi que le périnée. La peau, notamment celle des mains, est fréquemment envahie. Le portage

nasal est fréquent entre 20 et 30% de la population générale (Durand, 2009).

2. Pouvoir pathogene

Le pouvoir pathogene des souches mentionnées ci —dessus est mentionné dans

le tableau 06 suivant :
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Tableau 6: Pouvoir pathogene d’E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. (Emmanuelle et El
Amari, 2004 ; Nauciel et Vildé, 2005 ; Shallcross, 2013 ; Rolland, 2015 ; Gomes et al.,
2016. ; Khosravi et al., 2016 ; Pestrak et al., 2020).

E. coli

P. aeruginosa

Pouvoir pathogéne

- Flore facultative non pathogene pouvant rarement
causer des maladies chez les personnes en bonne
santé.

-Quelques souches d'E. coli ont acquis la capacité
de causer des affections du systéme nerveux, gastro-
intestinal (diarrhée), urinaire ou central, méme chez
les hotes humains les plus résistants et chez les in-

dividus immunodéprimés.

-Chez des individus immunodéprimés, elle peut étre
la cause de diverses infections cutanées et viscérales
voire méme de septicémie (risque d'infections noso-
comiales mortelles) en raison de sa résistance aux
agents antimicrobiens et aux facteurs immunitaires
de I'nGte mais aussi en créant des biofilms.

- Elles se retrouve en flore de transit sur la peau et
les muqueuses et causes des surinfections de plaies

ou brdlures.

Transmission
Les infections par les
souches pathogeniques
se font majoritaire-
ment :

-Par la voie fécale -
orale et plus précisé-
ment suite a I’ingestion
d’aliments ou d’eaux
contaminées.

-Par la consommation
de viande crue ou pas
assez cuite, notamment
la viande hachée.

-Le contact direct avec
les feces infectées des
animaux.

-Cela peut étre causé
par des éléments envi-
ronnementaux, que ce
soit directement ou par
le biais d'équipements
mal entretenus ou mal
rincés a l'eau.

-On peut également
étre contaminé par un
sujet colonisé (la pres-
sion de choix des anti-

biotiques en milieu
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-La présence de S. aureus chez 'Homme entraine de
S. aureus nombreuses infections, telles que des infections cu-
tanées (impétigos, folliculites, furoncles, panaris) et
des infections des muqueuses (conjonctivites, otites,
salpingites, endométrites et pneumonies).
-Différents facteurs de virulence et de pathogénicité
(facteurs d'adhésion, toxines, enzymes) sont pré-
sents chez S. aureus, qui exerce son pouvoir patho-
géne en libérant une ou plusieurs toxines.
-Les entérotoxines causent des infections alimen-

taires toxiques.

3. Antibiotiques

hospitalier peut ac-
croitre le risque de co-

lonisation.

-En général, la trans-
mission entre individus
se fait par :

-Contact direct (manu
portage).

-Contact indirect par
les vétements, la literie
ou la nourriture.

-1l peut y avoir une épi-

démie nosocomiale.

Les antibiotiques sont des substances chimiques, naturelles ou synthétiques, qui ont une

action spécifique sur les micro-organismes, bactéries ou protozoaires.

Lorsque ces molécules

peuvent tuer les bactéries, elles sont dites bactéricides. Elles peuvent également se limiter a

empécher leur prolifération ; elles sont alors dites bactériostatiques (Aberkane, 2024).

3.1. Critéeres de classification

Les antibiotiques peuvent étre classés selon :

v Leur mode d'action (action sur la membrane plasmique, I'acide nucléique, la paroi cellulaire,

etc.)

v" Leur spectre d'activité : contre les cocci a Gram positif, les cocci a Gram négatif, etc.

v L’origine moléculaire : naturelle, synthétique ou semi-synthétique.

v" La structure chimique : actuellement utilisée pour classer les antibiotiques (Soussy et al.,

2000).
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3.2. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est la capacité d’une bactérie de continuer a croitre ou a
survivre en présence de 1’antibiotique. Elle n'est pas un phénomene nouveau, car tous les micro-
organismes ont une capacité inhérente a résister a certains antibiotiques. Cependant, son déve-
loppement et sa propagation rapides constituent une préoccupation majeure en santé publique
(Aberkane, 2024). On distingue deux types de résistances :

v’ La résistance naturelle : c'est I'ensemble des souches d'une espéce bactérienne qui existe
avant I'utilisation des antibiotiques et dont la résistance a ces antibiotiques est héritée des
chromosomes et est transmise de maniére permanente aux cellules filles lors de la réplica-

tion bactérienne (Rougeaux, 2014).

v’ La résistance acquise : elle n'affecte qu'une partie des souches d'une espéce bactérienne
habituellement sensible et survient aprés lI'usage des antibiotiques. Un mécanisme de résis-
tance nouveau peut étre acquis a la suite d'une mutation sur le chromosome bactérien ou

d'une information génétique provenant d'une bactérie déja résistante (Rougeaux, 2014).
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1 Généralités sur le genre Tribolium

Tribolium est un genre d'espéces de la superfamille des Cucujoidae, de la famille des
Tenebrionidae et de la sous-famille des Ulominae qui sont trés souvent associés aux denrées
alimentaires. Ce genre compte cing especes, dont deux sont particulierement significatives:

Tribolium confusum et Tribolium castaneum (Aoues, 2018).
2. Tribolium castaneum

Le coléoptére rouge de la farine (T. castaneum) est une espece d'insectes ravageurs
courante qui a la capacité d'attaquer et d'infester les denrées alimentaires stockées, telles que la
farine, le riz, la semoule et les graines de céréales, dans les entrep6ts de dép6t. On le nomme
également le petit ver de farine ou le ver brun de farine (Figure 04) (Clifford et Bostock,
2007).

Le nom de I’espece T. castaneum vient du grec ; Tribolos qui signifie trois pointes, et
du latin ; castaneum ou castenea par rapport a la couleur brune rougeatre des fruits du chatai-
gnier (Clifford et Bostock, 2007 ; Larousse, 2017).

25mm

Figure 4: Adulte de Tribolium castaneum (Madjdoub, 2013).
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2.1 Classification

D’apres Chenni (2016) et selon le tableau 07 ci-dessous, la classification de T.casta-
neum est comme suit :

Tableau 7: Position systématique de T.castaneum(Chenni, 2016).

Régne Animalia
Embranchement Arthropoda

Classe Insecta

Ordre Coleoptera

Genre Tribolium

Espéce Tribolium castaneum

2.2 Différents stades de développement

L'insecte a une durée de vie de 2 a 8 mois dans des conditions favorables. Les ceufs sont
déposés en vrac sur les graines de céréales par la femelle. Les larves sont mobiles et se nourris-
sent et passent de 5 & 11 mues. A la fin du dernier stade larvaire, les larves s'arrétent, cessent
de se nourrir et se transforment en nymphes blanchatres statiques. L’adulte sort de la nymphe
(Figure 05). Les larves se déplacent librement a I'intérieur des denrées infestées et s'y develop-

pent sans avoir besoin de cocon (Gueye et al., 2015).
v Oeufs

Les ceufs sont blanchatres, microscopiques (0,61 mm de long et 0,3 mm de largeur) et
cylindrique (Figure 05) avec des restes de particules de farine adhérant a la surface a 1’aide de

substance collante. La période d’ceufs dure environ 5-9 jours.
v Larves

Les larves sont minuscules, 4-5 mm de longueur, cylindriques, minces, blanc brunatre,
avec des mangeoires actives et bien sclérosées a pleine maturité (Figure 05). La phase larvaire
comprend six a sept. La durée de la phase larvaire varie selon la disponibilité, le type et la
qualité de la nourriture, la température et I’humidité relative. Elle nécessite 12-13 jours avec

une moyenne de 12,9 jours pour étre complete (Red Flour et al., 2023).
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v" Nymphes

La nymphe est blanche et nue, avec un abdomen composé de lames rectangulaires avec
des bords crantés sur les cotés (Figure 05). Les nymphes traversent une phase nymphale pen-
dant laquelle leur couleur blanche initiale s'obscurcit progressivement jusqu'a leur épanouisse-

ment adulte. C’est un processus qui dure entre 9 et 17 jours (Gueye et al., 2015 ; Ncibi, 2020).
v Adultes

La longueur des adultes de T. castaneum est de 3-4 mm de long et tous sont d'un brun
rougeatre. lls ont une forme étroite, allongée, avec des bords paralléles. La face supérieure de
la téte et de la poitrine est perforée de petites ouvertures. En toute leur longueur, les ailes et les
élytres sont rayées. Elle présente des antennes un peu enflées et des yeux rouges. En général, la
poitrine présente des bords tranchants. L'abdomen est terminé par deux épines (Figure 05)
(Christine, 2001).

T. castaneum présente un dimorphisme sexuel aussi bien au stade nymphal qu’au stade
adulte, mais il est plus facile de distinguer les sexes chez les nymphes (pupes) (Figure 06) que
chez les adultes (Cheikh, 2019).

2.3. Facteurs de développement

Selon Robinson (2005), la température et I'numidité sont les principaux facteurs qui
influencent le phénomeéne biologique de Tribolium castaneum, mais aussi d'autres éléments tels
que les champignons et la prédation. La croissance est limitée par les variations de température:
la température la plus basse est entre 22-22,5 °C et la température la plus élevée est entre 37,5-
40 °C.
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etal., 1993).

m"’”::f‘:‘:“ I l: 6 4 14 jours 22-27°C
de nourriture (Erwin z (Beanett, 2009}
1: CEuf

4: Adulte 2: Larve

I 3 semaines & 30°C
6 jours de 32 3 33°C (Bennett, 2003)

(Camara, 2009)

3: Nymphe

Figure 5: Cycle de développement de T. castaneum. (Cheikh, 2019)

A : Pupe femelle de T. castaneum

B : Pupe male de T. castaneum

C: Adulte Femelle De T.
castaneum

D : Adulte méale de T. castaneum

Figure 6: Dimorphismes sexuels au stade pupe et adulte de T. castaneum (Cheikh,
2019)
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2.4. Répartition géographique

Tribolium castaneum est aujourd'hui tellement cosmopolite et commensal de I'hnomme
que son origine est incertaine. 1l serait originaire de zones d'Asie méridionale ou le climat est
chaud et sec et aussi originaire d'Indo-Australie et se rencontre dans des régions tempérées,
mais il peut survivre I'hiver dans des zones protégées, surtout ou il y a de la chaleur centrale.
Cette espece est répandue dans le monde grace aux échanges commerciaux (Karahacane,
2015 ; Aoues, 2018).

2.5. Moyens de lutte contre T. castaneum
2.5.1. Lutte chimique

Les agriculteurs font usage d'une variété de substances chimiques synthétiques avec un
fort pouvoir insecticide. Néanmoins, il est important de souligner que ces produits sont réma-
nents et ont une toxicité élevée pour la santé humaine et I'environnement, ce qui nécessite une
utilisation prudente afin de réduire les risques qu'ils peuvent représenter pour les consomma-
teurs qui les utilisent. Les grains, les emballages et les compartiments de stockage sont recou-
verts de ces substances. Les insecticides qu'ils utilisent sont classés en différentes catégories,
tels que les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides. Afin de
détruire les ceufs, les larves et les pupes qui se développent dans les grains de céréales, un des
procédés les plus utilisé est la fumigation en utilisant des gaz toxiques appelés fumigants (Boko-
bana et al., 2014 ; Aidani, 2015 ; Nadio et al., 2015).

2.5.2. Lutte biologique

Le principe de ce genre de lutte est principalement basé sur I'emploi de parasites et de
prédateurs comme agents de lutte contre les insectes. Un travail a été entrepris pour créer de
nouvelles substances afin de substituer les substances couramment employées. En utilisant des
matiéres premiéres renouvelables d'origine végétale pour la fabrication de biopesticides, pour

répondre a la situation sanitaire et environnementale (Messaoudene et Mouhou, 2017).
2.5.3. Lutte physique

Son domaine d'application englobe toutes les méthodes mécano-thérapeutiques qui peu-
vent retablir la santé du stock. Ces techniques n‘ont généralement pas d'effet sur les formes
dissimulées des insectes. On les recommande afin de remédier aux problémes causés par les
divers traitements chimiques utilisés sur les denrées stockées. Plusieurs méthodes ont donc été

testées et ont rencontré des résultats variés : le traitement par le froid (temperatures basses) et
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le chaud (températures élevées), le stockage étanche ou sous atmosphére contrélée, ainsi que
les radiations ionisantes. La faible température diminue le développement des insectes, leur
consommation d'aliments, leur reproduction et leur survie. Les insectes ne se développent pas
en dessous de 10°C. La température idéale pour la reproduction et le développement de la ma-

jorité des insectes se situe entre 25 et 33 °C (Benayad, 2013 ; Arab, 2018).

2.5.4. Lutte préventive

D'aprés Taruvinga et al (2014), les étapes suivantes sont mises en place pour accomplir

cette tache :
¢ Nettoyage et séchage des céréales et des stocks.

o Vérification de la température et de I'numidité avant et apres la mise en conserve des

ceréales
e Stockage de céréales en vrac

e Enfin, vérification réguliére de la détérioration du grain.
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Cette etude vise a évaluer in vitro le potentiel antioxydant des différentsextraits utilises
des feuilles de Rubus fruticosus (extrait méthanolique, éthanolique et aqueux). Nous avons éga-
lement évalue 1’effet antibactérien de différentes doses de ces derniers, sur trois souches réfé-
renciées, potentiellement pathogenes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomo-
nas aeruginosa) et leur effet insecticide sur un insecte des denrées stockees (Triboiumcasta-

neum).

Notre travail expérimental a été realise au niveau du laboratoire de biochimie, de micro-
biologie et au niveau de I’animalerie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des

Sciences de la Terre et de ’Univers de 1’Université du 8 mai 1945 Guelma.

1.Matériel

1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Dans cette étude, nous avons utilisé des feuilles de Rubus fruticosus, qui ont été collectées
en février 2024 dans la région Boumahra Ahmed de la ville de Guelma.

1.1.2. Souches bactériennes testées

Dans le présent travail nous avons utilisé deux souches a Gram négatif (Escherichia coli
et Pseudomonas aeruginosa) et une autre a Gram positif (Staphylococcus aureus). Elles ont été
fournies par le laboratoire de bactériologie de I’hdpital Ibn Zohr -Guelma. Le tableau 08 pré-

sente les différentes références des souches bactériennes testées.

Tableau 8: Références des souches bactériennes étudiées

Souche Référence
Escherichia coli ATCC 25322
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25922

1.1.3. Insecte testé

Afin d’étudier I'activité insecticide de la plante, nous avons utilisés des adultes de Tri-

bolium castaneum. lls proviennent d'un élevage de masse sur une farine de blé conservée dans
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une étuve a une température d'environ 30°C et dans un environnement humide. On infeste ré-

gulierement de nouvelles quantités de cette farine afin de garantir la continuité de I'élevage.

1.2. Milieux de culture

Nous avons utilisé plusieurs milieux de culture : le bouillon nutritif, la gélose nutritive,
la gélose Mueller Hinton, la Gélose Chapman, la Gélose de Macconkey, le bouillon Mueller

Hinton
2.Méthodes

2.1. Préparation du matériel végetal

Le matériel végeétal a été préparé de la maniére suivante :

2.1.1. Préparation de la poudre de plante

Apreés la récolte, le matériel végétal a été tout d’abord lavé a I’eau pour enlever la pous-
siere et seché a l'air libre et a I'ombre pendant une semaine. Par la suite, il a été transformé en
poudre a lI'aide d'un broyeur électrique. La poudre obtenue est mélangée et conservée dans des
boites stériles a I'abri de la lumiére pour éviter la dégradation de ses principes actifs afin d'étre
utilisée pour des préparations et tests ultérieurs.

2.1.2. Préparation des extraits

v’ Extrait agueux

On a ajouté a 100g de poudre provenant des feuilles de la plante étudiée, 1 L d'eau
distillée. Le mélange a été chauffé pendant 15 minutes. Une fois refroidi, la filtration a été
réalisée en utilisant un papier Whatman N 01. Le filtrat a été par la suite, séché dans une étuve
a une température de 45°C. Finalement, on a conservé la poudre obtenue ou le décocté aqueux
a l'abri de la lumiére dans un flacon stérile et sec a une température de 4°C. (Aouinty et al.,
2006).

v Extrait méthanolique

On a macéré 2,59 de poudre des feuillesdeplante dans 25ml de méthanol absolu pendant
30 minutes en utilisant une agitation magnetique. La préparation obtenue a été conservée a une
temperature de 4°C pendant 24 heures, puis filtrée. Le solvant du filtrat a été ensuite évaporé a
sec, a une température réduite a 45°C, en utilisant un évaporateur rotatif (BlichiRotavapor R
215) (Falleh et al., 2008).
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v’ Extrait éthanolique

Pour préparer I'extrait, il faut utiliser 50 grammes de poudre obtenue a partir des feuilles.
Pendant 24 heures, ils ont été macérés dans 500 ml d'éthanol pur en agitation continue. On a
filtré le macérat obtenu, puis on I'a séché a I'étuve a une tempeérature de 40°C. L'échantillon sec
obtenu a formé I'échantillon éthanolique et a été stocké dans I'obscurité a une température de 4

°C pour les expérimentations (Gbogbo et al., 2022).

2.2. Calcul du rendement d’extraction

L'efficacité de I'extraction correspond a la proportion entre le poids de I'extrait obtenu et
le poids initial de la plante utilisée. La formule suivante permet de calculer le rendement en

pourcentage :

R (%) = 100 m/mo

R : le rendement en %.

m : la masse de 1’extrait obtenu.

mo : la masse initiale de la plante (poudre des feuilles de la plante)

2.3.Screening phytochimique (Tests préliminaires de la composition chi-
mique)

Plusieurs tests sont utilisés pour 1’identification des principaux groupes de principes ac-

tifs de la plante étudiée.

2.3.1. Au niveau de la poudre de plante

v" Alcaloides

On ajoute 10g de poudre de plante a quelques millilitres d'HCL a 1 % dans un récipient. Le
mélange est filtré avec un papier filtre, apres une demi-heure de macération. On ajoute quelques
gouttes de réactif de Mayer a la solution filtrée (5g de Kl + 1,358g de HgCl> solubilisés dans
100 ml d'eau distillée). Un précipité de couleur blanche jaunatre signale la présence des alca-
loides (Dohou et al., 2003).
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v" Flavonoides

En ajoutant 150 ml d'HCI a 1%, a 10g de poudre seche, le mélange est laissé pendant une
nuit, puis filtré. L'ajout du NH4+OH rend 10 ml du filtrat basique. On constate un test positif par

I'apparition d'une teinte jaune- orangé (Okmu, 2005).
v' Tanins

Une solution hydro-alcoolique de C2HsOH est utilisée pour extraire 10g de la plante
seche, puis le mélange est filtré. Une solution de FeClsest ajoutée au filtrat. Le développement

d'une teinte verte confirme la présence de tanins (Karumi et al., 2004).
v’ Saponosides

On ajoute 2g de poudre dans une fiole jaugée contenant 80 ml d'eau distillée bouillante. On
maintient une ébullition modérée pendant 30 minutes ; ensuite, on filtre le mélange. Une fois
refroidi, le filtrat est agité de maniére verticale. La présence de saponosides est signalée par la

formation de mousse (Karumi et al., 2004).
v' Stérols et les terpénes

Dans 210 ml d'éther de pétrole, on dissout 5g de poudre, puis on filtre le mélange avant
de I'évaporer. La substance finale est dissoute dans 0,5 ml d'acide acétique puis dans 0,5 ml de
CHClIs. Ensuite, on ajoute 1 ml d'H2SO4 concentré a cela. Les stérols terpéniques sont présents

quand il y’a formation d'un cercle marron ou violet (Dohou et al., 2003).

2.3.2. Au niveau des extraits

v" Alcaloides

Il'y a deux méthodes pour identifier les alcaloides. Les réactions de précipitation sont ef-
fectuées soit avec le réactif de Mayer, soit avec celui de Wagner. On divise 1 ml de I'extrait en
deux volumes égaux. On traite un volume avec 0,5 ml de réactif de Mayer et I’autre volume
avec 0.5 ml de réactif de Wagner. Lorsqu'un précipité blanc se forme avec le premier réactif ou

brun avec le deuxiéme réactif, cela indique la présence des alcaloides (Haoulia, 2015).
Les deux réactifs sont préparés comme suit :

= Réactif de Mayer : 5g de KI et 1.35g de HgCl. sont solubilisés dans 100 ml d'eau

distillée.
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= Reéactif de Wagner : 2g de Kl et 1.27g de I> dans 75ml d’eau distillée, le volume est

ajusté a 100 ml.
v" Flavonoides

Ajouter quelques gouttes d'HCL concentré a 5 ml de I'extrait. Ajouter une petite quantité
de magnésium en tournures (laisser agir). Un test positif se manifeste par la présence d'une

teinte rouge ou rose (Edeogal et al., 2005).
v' Tanins

Etablir une solution & tester de 1 ml avec 2 ml d'H,O et ajouter 2 & 3 gouttes de FeCls (2

%). Les tanins sont présents lorsque la couleur est verdatre ou bleu-noir (Edeogal et al., 2005).
v’ Saponosides

Mettre 10 ml de I'extrait dans un tube a essai contenant 10 ml d'eau distillée. Laisser agir
pendant 2 minutes. Aprées 15 minutes de repos, une mousse persistante est formée, ce qui con-

firme la présence des saponosides (Karumi et al., 2004).
v" Mucilages

On ajoute 5 ml d'alcool absolu (éthanol a 95%) a 1 ml de la solution a analyser. Les préci-
pitations floconneuses indiquent la présence de mucilage (Dohou et al., 2003).

v’ Stérols et Triterpénes

Ajouter 5 ml de I'extrait a étudier dans un bécher, puis ajouter 5 ml d'anhydride acétique, 5
ml de chloroforme et 1 ml d'acide sulfurique (H2SO4) concentré dans la paroi d’un bécher sans
agitations. Restez a I'air 20 minutes. Un anneau rouge brunatre apparait a la zone de contact des
deux liquides et la couche surnageante est colorée violette, ce qui indique la présence de stérols

et de triterpénes (Karumi et al., 2004).
2.4.Evaluation des principes actifs dans les différents extraits prépares
2.4.1. Dosage des composés phénoliques totaux

v Principe

Selon (Li et al., 2007), la méthode de Folin-Ciocalteu a éte utilisée pour évaluer la quan-
tité de composés phénoliques présents dans les trois extraits étudiés (extrait aqueux, méthano-
lique et éthanolique). Le reéactif de Folin-Ciocalteu de couleur jaune, utilisé dans cette méthode
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colorimétrique est un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomo-
lybdique (H3PM012040).

v" Mode opératoire

On ajoute 1 ml de réactif de Folin (dilué¢ 10 fois) a 200 ul d'échantillon ou de standard
(préparés dans du méthanol) en utilisant des dilutions appropriées. Au bout de 4 minutes, on
ajoute 800 pl d'une solution de carbonate de sodium (0,75%) au milieu réactionnel. Aprés une
incubation de 2 heures a température ambiante, on évalue I'absorbance a 765nm (Tableau 09).
On calcule la concentration totale des polyphénols en utilisant la droite d'étalonnage établie
avec l'acide gallique (0-200 pg/ml) et on exprime cette concentration en mg d’équivalent d'acide

gallique par gramme d'extrait sec de la plante étudiée (Georgé et al., 2005).

Tableau 9: Protocole de dosage des polyphénols totaux

Gamme d’étalonnage (acide gallique pg/ml) Les Extraits
(Img/ml)

Blanc 0.25ml 0.5ml 0.75ml Iml  1.25ml 1.5ml 1.75ml 2ml

Ajoutez du méthanol jusqu’a 2
ml
Mé- A M E
tha- 2ml 1.75ml 1.5ml 1.25ml 1Iml 0.75ml 05ml 0.25mlI Oml 2ml 2ml 2ml
nol

200pL de chaque échantillon + 1ml de folin + Aprés 4 min 800ul de carbonate
sodium
Avec I’agitation
2h d’incubation a température ambiante
+

Lecture I’absorbance 765nm

A : extrait aqueux, M : extrait méthanolique et E : extrait éthanolique.
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2.4.2. Dosage des flavonoides
v" Principe

On a effectué une évaluation quantitative des flavonoides présents dans les extraits en uti-
lisant la méthode du trichlorure d'aluminium (AICIs). Cette substance va créer un complexe de

flavonoides d'aluminium avec une absorption maximale a 430nm (Bahorun et al., 1996).
v" Mode opératoire

Les échantillons sont préparés en dissolvant 1 mg d'extrait dans 1 ml de méthanol. On ajoute
1 ml de chaque échantillon a 1 ml de la solution d'AlCIs (2% dans le méthanol). Dix minutes
apres le commencement de la réaction, on peut mesurer I'absorbance a une longueur d'onde de
430 nm. On établit une gamme étalon distincte avec de la quercétine (0-40 pg/ml) afin de dé-
terminer la concentration des flavonoides dans chaque extrait (Figure 07) (Bahorun et al.,
1996).

Solution mere de la quercitrine (40pg/ml) —

i

e

1ml de chaque échantillon +1ml AICI3 %

4

((Aprés 10 miD)

Lire les Absorbances a 430””‘/

Figure 7: Protocole expérimental de dosage des flavonoides
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2.4.3. Dosage des tanins
v" Principe

La quantité de tanins condensés a éte calculée en utilisant la méthode mentionnée par Jul-
kunenTitto (1985). Le taux de tanins condenses des extraits est évalué par colorimétrie a lI'aide
de la vanilline avec I'HCI. L'efficacité de cette méthode repose sur la réaction de la vanilline
avec le groupement flavonoide terminal des tanins condensés et la formation de complexes
rouges (Makkar 2000 ; Schofield, 2001). Cela est di a la capacité des tanins a se transformer

en anthocyanidols rouges en réaction avec la vanilline (Sun et al., 1998).
v" Mode opératoire

A 1,5 ml d'une solution de vanilline a 4% (préparée dans le méthanol), on a ajouté 0,5 ml
de I'extrait. On agite vigoureusement le mélange résultant et on ajoute un volume de 750 pl
d'HCI concentré. On laisse le mélange obtenu reposer a température ambiante pendant 20 mi-
nutes dans une chambre noire. On a évalué I'absorbance a une longueur d'onde de 500 nm en
utilisant un blanc composeé de la solution de 4% de vanilline. (Tableau 10) La concentration
des tanins condensés est estimée en milligramme équivalents de catéchine par gramme de ma-
tiere séche (mg EC/g) (Sun et al., 1998).

Tableau 10: Protocole de dosage des tanins

1,5 ml d'une solution de vanilline a 4%

Ajouté 0,5 ml Ajouté 0,5 ml de I'extrait
méthanol
Blanc A M E

Ajoute un volume de 750 pl d'HCI concentré
Incubation 20 minutes dans une chambre noire

Lecture 550nm
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2.5Evaluation du potentiel antioxydant des différents extraits par le test du

piégeage du radical DPPH
v" Principe

La méthode de DPPH (o, a-diphényl-p-picrylhydrazyl, Cis Hi2 N5 Og) a été choisie pour
étudier l'activité anti-radicalaire des trois extraits étudiés. Le test repose sur I'évaluation de la
capacité des antioxydants a se fixer sur le radical DPPH. En recevant un atome d'hydrogéne des
antioxydants, I'électron impair de I'atome d'azote dans le DPPH est réduit pour former I'nydra-
zine correspondante (Kedare et Singh, 2011).

Le DPPH est une substance radicalaire stable qui est sous forme de poudre noire. Il est
soluble dans de I'éthanol ou du méthanol. Ce radical est un électron libre dans un atome de pont
d'azote. Le déplacement de cet électron est responsable de la couleur bleue violette du réactif.
Quand le DPPH interagit avec un antioxydant, le radical sera alors lié a un atome d'hydrogéne.
Cela provoque une diminution et un changement de couleur (en jaune). On peut mesurer cette
perte de couleur a l'aide d'une mesure spectrophotométrique a 515-518 nm (EI Babili et al.,
2020).

v" Mode opératoire

D'apres Mansouri et al. (2005), la méthode consiste a dissoudre 2,4 mg de DPPH dans 100
ml de méthanol (6x10° M). On ajoute 25 ul d'extrait ou de solution standard (acide ascorbique)
a 975 pl de DPPH. On laisse le mélange dans 'obscurité pendant 30 minutes, puis on mesure la
décoloration vis-a-vis du contréle négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol a une
longueur d'onde de 517 nm (Figure 08).

La mesure de I’absorbance est utilisée pour calculer les pourcentages d’inhibition du radical

DPPH (P1%= [(Abs controle — Abs extrait) / Abs controéle] x 100) (Mansouri et al., 2005)

Afin d'évaluer I'effet antiradicalaire du DPPH, il est nécessaire de calculer le pourcentage
d'inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés qui permet de détermi-

ner I'IC50 de maniere graphique (Torres, 2006).
Calcul des IC50

L'IC50 (concentration inhibitrice de 50 %) est la concentration de I'échantillon requise
pour réduire 50 % du radical DPPH, également appelée EC50 (concentration efficace50)
(Torres, 2006).
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Solution mére de I’acide ascorbique (ng/ml)

B

Oml 0.25ml  0.5ml  0.75ml  1ml = 1.25ml 1.5ml 1.75ml  2ml

y

25ul de chaque échantillon +975ul DPPH

x

<<Aprés 30 min>>

Lire les Absorbances a 517 nm.

Figure 8: Protocole expérimental de la méthode du Piégeage du DPPH

2.6 Etude de I’activité antibactérienne des extraits de Rubus fruticosus et des

antibiotiques

2.6.1 Antibiogramme par la méthode des disques par diffusion en milieu gélosé

L’antibiogramme par la méthode des disques est un test de la sensibilité aux antibiotiques
des bactéries, qui est utilisé pour évaluer les propriétés antibactériennes de chaque extrait et
pour déterminer le meilleur antibiotique contre un germe nouveau ou résistant aux médicaments
(Weli et al., 2020).

Cette méthode est utilisée pour tester les disques d’antibiotiques et les disques imbibés des

différentes doses choisies des différents extraits de la plante etudiée.
v" Repiquage des espéces bactériennes

Les différentes especes bactériennes référenciées utilisées (E coli, P.aeruginosa et S aureus)
ont été repiquées par stries dans leurs milieux sélectifs ou dans des tubes de gélose nutrtive
inclinée , puis elles ont été incubées a 37C° afin d'obtenir des colonies jeunes (moins de 24

heures) qui serviront a préparer I'inoculum (Dulger, 2004).
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v Préparation des suspensions bactériennes (inoculum)

Des colonies bien isolées de chaque souche bactérienne testées sont ajoutées a 5 ml d'eau
physiologique a 1’aide de I'anse de platine. La suspension bactérienne doit étre parfaitement
homogene, avec une opacité equivalente a (0.5 Mc Farland) ou une DO comprise entre 0.08 et
0.10a625 nm. Il est possible d'ajuster I'inoculum en ajoutant soit de la culture s'il est trop faible,

soit de I'eau physiologique stérile s'il est trop concentré (Daouadji, 2010)
v Encensement

L’ensemencement doit se faire au moins 15 min apres la préparation sur milieu gélosé¢ Mul-
ler-Hinton stérile. Il se fait par la méthode de Kirby-Bauer (2004), par écouvillonnage selon

les étapes suivantes :

e Faire couler le milieu MH prét a I'emploi dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de
diametre. L'épaisseur de la gélose est de 4 mm et elle est répartie de maniere homogéne
dans les boites. Avant d'étre utilisées, il est nécessaire de les sécher pendant 30 minutes

a une température ambiante du laboratoire (Rota et al., 2008).
e Plonger un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne et laisser s’imbiber.
e Le sortir du tube en I’essorant doucement sur la paroi.

e Ensemencer la boite de Muller-Hinton, en Frottant 1’écouvillon sur sa surface et en tour-

nant la boite 3 fois de 60° afin de s’assurer d’une bonne distribution de I’inoculum.
e Laisser seécher les boites pendant 15 a 20 min.
v Application des disques d’antibiotiques

En utilisant une pince stérile, placer les disques d'antibiotiques sur la boite de pétri en ap-
puyant légerement. Assurez-vous de ne pas faire chauffer les disques avec une pince flambée.
Il est recommande de ne pas ajouter plus de 6 disques d'antibiotiques a une boite de diametre
de 90 mm. Il est impossible de déplacer un disque appliqué. Il est nécessaire que les disques
soient séparés d'environ 30 mm. Ensuite, on incube les boites a I'étuve a une température de
37°C pendant 24 heures.

Nb : deux types d'antibiotiques ont été employés dans I'antibiogramme (voir Tableau).
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Tableau 11: Antibiotiques utilisés dans I'antibiogramme (Chanda, 2007).

E. coli S. aureus P. aeruginosa
Gentamicine Gentamicine Gentamicine
Amoxicilline Vancomycine Chloramphénicol

v Préparation des disques imbibés des différentes doses de I’extrait

L'extrait aqueux de Rubus fruticosus est préparé dans I'eau désilée, tandis que les autres
extraits (méthanolique et éthanolique) sont préparés dans du DMSO a 10%. Ces trois types
d’extraits sont prépares a des concentrations variées (10 mg/ml, 5 mg/ml, 2,5 mg/ml) (Rajes-
wari et al., 2010)

Avant de tester les disques imbibeés des différentes doses des différents extraits de la plante,
sur les bactéries choisies, nous devons tout d’abord les stériliser. Ces disques de papier What-
man 3 de 6 mm de diamétre doivent étre mis donc a I’étuve, a 140 ° pendant 40 minutes. Par la
suite ils seront imbibés de 20 ul d'extraits de plante et déposés aseptiquement a 1’aide d’une

pince stérile sur la surface du milieu de culture.

Lecture

L’activité antibactérienne des différents extraits et antibiotiques est calculée en mesurant le
diametre de la zone d’inhibition (zone ou aucune croissance bactérienne n'est observée autour
du disque) par un pied de coulisse ou une regle en mm. Cette mesure est réalisée apres 24 heures
d'incubation a 37°C. Selon Hamidi (2013), la sensibilité des souches a I'égard des extraits est

considérée comme suit :
e Souche non sensible (-) ou résistante : diamétre <8mm.

e Souche sensible (+) : diameétre compris entre 9 a 14mm.
e Souche tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19mm.
e Souche Extrémement sensible (+++) : >20mm

2.6.2 Détermination des parameétres antibactériens CMI et CMB

v' Préparation de ’inoculum
L’inoculum bactérien a été préparé a partir de colonies de moins de 24 h en bouillon Mueller

Hinton (BMH). Une colonie isolée de chaque culture bactérienne a été prélevée a 1’aide d’une
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anse de platine et homogénéisée dans 10 ml du bouillon puis incubée pendant 3 a5 h a 37 °C
pour avoir une préculture. Un volume de 1 ml pour les Pseudomonas, les trois souches et a été
ajouté a 10ml de BMH stérile. Cette suspension bactérienne réalisée est évaluée a environ 10°

cellules/ml et constitue la dilution 100 ou le I’inoculum pur (Toty et al., 2013).

v" Numération de I’inoculum

La numération de I’inoculum a été réalisée par une dilution au 10 éme a partir de L’inocu-
lum pur. On a obtenu 4 dilutions a 10, 102, 103, 10*. Ces différentes dilutions ainsi que I’ino-
culum pur ont été ensemencés a 1’aide d’une anse de platine par ensemencement sur la surface
de la gélose Mueller Hinton puis incubés a 37 °C pendant 24 h. Cette préparation constitue la
boite A (Toty et al., 2013).

v Préparation de la gamme de concentration des extraits végétaux

Dans huit tubes a essais numérotés de 1 a 8, la concentration de I'extrait végétal a été préparé
en utilisant la méthode de double dilution, en suivant une progression géométrique de raison
1/2.

v"Inoculation

Dans une série de huit tubes a hémolyse numérotées de C1 a C8, nous avons introduit 1ml
de I’inoculum pur. Ensuite, nous avons ajouté dans les tubes, 1ml d’extrait végétal selon la
gamme de concentration préparée. Cette répartition d’extrait végétal a été faite de sorte que 1ml
d’extrait végétal de 1.25 mg/ml soit transféré dans le tube C1, le tube C2 a recu 1 ml de 2.5
mg/ml ainsi de suite jusqu’au tube C8 qui a regu 1ml de la solution a 160 mg/ml. Le tube C9 a
recu a la place de I’extrait végétal, 1 ml de BMH stérile qui a servi de témoin de croissance. Du
fait de la dilution volume/volume ainsi réalisée, la concentration dans les tubes a été réduite de
moitié. Ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h (Toty et al., 2013)

2.6.2.1 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)
La CMI correspond a la plus faible concentration d’une substance potentiellement antibac-
térienne empéchant la croissance des bactéries. A cette concentration et aprés une incubation

de 18 a 24 heures, aucune croissance n’est visible a 1’ceil nu (Toty et al., 2013)

2.6.2.2 Determination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)
La CMB est la substance avec la plus petite concentration, laissant un trés faible pourcen-

tage de germes vivants (0,01% ). En utilisant une anse calibrée a 2 pl, on préléve les contenus
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des tubes utilisés pour la CMI ou aucune croissance bactérienne n'a été détectée et on les en-
semence sur une gélose Mueller-Hinton en commencant par le tube de la CMI. Les stries pa-
ralleles de 5 cm de long ont été utilisées pour I'ensemencement a la surface de la gélose (Boite
B). Le nombre de colonies sur les stries a été comparé a celui de la boite de numération de
I'inoculum (Boite A), aprés 24 heures d'incubation a I'étuve a 37 °C. Par conséquent, le tube
expérimental initial dont le nombre de germes sur stries est inférieur ou égal a celui de la dilu-

tion 10-4 sera considéré comme la CMB (Toty et al., 2013).
2.7. Etude de Pactivité insecticide des extraits de Rubus fruticosus

L’activité bio-insecticide a été évaluée en testant différentes doses des différents extraits de

Rubus fruticosus sur des adultes de Tribolium castaneum.

D'aprés Benazzeddine (2010), la mortalité est un indicateur de I'efficacité d'un produit. Le
nombre de d’insectes morts dans une population traitée par un produit toxique ne correspond
pas au nombre réel d’individus tués par ce toxique. En réalité, il y a une mortalité naturelle dans
toute population traitée, qui s'ajoute a la mortalité causée par la substance testée. Les pourcen-

tages de mortalité doivent étre ajustés en utilisant la formule d'Abbott :

Formule d’Abbott :
Mortalité corrigée (%) = (Mortalité dans le groupe traité — Mortalité dans le groupe

témoin/100- Mortalité dans le groupe témoin) x100

2.7.1. Traitement par application topique sur T. castaneum

Les trois différents extraits utilisés (aqueux, méthanolique et éthanolique) ont été testés par
application topique (Figure 09) sur la partie abdominale (ventrale) des adultes de T.castaneum
a différentes doses.

Les différents extraits de Rubus fruticosus ont été dilués dans de 1’eau distillée a des con-
centrations différentes (0,07, 0.15, 0.31, 0.62, 1.25, 2,5, 5, 10, 20 et 40mg/ml). Ces doses ont
été sélectionnées a partir de tests préalables. Ils sont placés dans des boites de pétri de 10 in-
sectes chacune. Des trois extraits utilisés, 2ul de chaque concentration ont été prélevés a l'aide
d'une seringue d'insuline et appliqués aux insectes (ce protocole a été répété a 3 reprises) (Fi-
gure 09). A la place des différentes doses de différents extraits, les insectes -témoins ont requs
2ul d’eau distillée au niveau de leur partie ventrale. (Hami et al., 2005 ; Djidel et al., 2018)
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Figure 9: Traitement par application topique sur T. castaneum (Photo personnelle,
2024)
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1. Calcul du Rendement des différents extraits

Le tableau 12 montre les différents rendements d’extraction des différents extraits utili-

sés de Rubus fruticosus .

Tableau 12: Rendements des extraits

Les extraits Poids de la poudre Poids de I’extrait Rendement
de plante
Aqueux 50g 7.59 13%
Méthanolique 509 8.27¢ 16.54%
Ethanolique 50g 4.69g 9.38%

Selon les données du tableau 12 ci-dessus, a partir de 50g de poudre de plante, nous
avons constaté que le rendement de 1’extrait méthanolique estimé a 16,54% a été le plus élevé
suivit de I'extrait aqueux qui a obtenu 13 % de rendement et enfin de I'extrait éthanolique qui a
obtenu le plus faible des rendements qui est estimé a 9,38%. Les rendements différent en effet
en fonction de I'espéce végétale utilisée, du type de solvant utilisé et de la méthode d'extraction
(Lee et al., 2003).

2. Tests phytochimiques

Les analyses phytochimiques effectuées sur la poudre et les trois extraits préparés a partir
des feuilles de Rubus fruticosus (aqueux, méthanolique et éthanolique) sont représentés dans
les tableaux (13, 14, 15 et 16) ci-dessous.

Tableau 13: Tests phytochimiques appliqués a la poudre de plante

Alcaloides Flavonoides Tanins Saponosides Stérols et
Terpénes
- ++ ++ ++ ++

+ : faiblement présent, ++ : fortement présent - : absent
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Tableau 14: Tests phytochimiques appliqués a I’extrait aqueux

Alcaloides Flavo- Tanins Saponosides | Stérolset | Muci-
noides Terpenes | lages
- ++ ++ ++ - ++

Tableau 15: Tests phytochimiques appliqués a I’extrait méthanolique

Alcaloides Flavonoides Tanins Saponoside Sterols et Mucilages
Terpénes
- ++ ++ ++ ++ ++
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Tableau 16: Tests phytochimiques appliqués a I’extrait éthanolique.

Alcaloides | Flavonoides | Tanins Saponosides Sterols et Mucilages
Terpenes

Les résultats représentés dans les tableaux (13, 14, 15 et 16) révélent I’absence des alca-

loides dans la poudre et tous les extraits de la ronce utilisés dans 1’¢tude (aqueux, méthanolique
et éthanolique). Ce résultat concorde avec celui d’Afif Chaouche et al. (2015). Contrairement
a Rameshwar et al. (2014) qui a révélé quant a lui, la présence de ces principes actifs au niveau

de la méme plante.

Nous avons remarqué avec intérét que I’extrait aqueux (voir Tableau 14) renferme tous les
principes actifs trouvés dans la poudre de plante (voir Tableau 13) : flavonoides, tanins, sapo-

nosides et mucilages. Cependant nous avons remarqué 1’absence des stérols et terpénes.

L’extrait méthanolique (Voir Tableau 15) quant a lui possede tous les principes actifs
retrouvés dans la poudre de plante (Voir Tableau 13) : flavonoides, tanins, saponosides, stérols

et terpenes ainsi que les mucilages.

Nous avons remarqué eégalement que 1’extrait éthanolique (Voir Tableau 16) renferme
tous les principes actifs retrouvés dans la poudre (Voir Tableau 13) de plante mis a part les
stérols et terpénes ainsi que les saponosides. La différence des principes actifs d’un extrait a
I’autre peut étre expliquée par la différence de solubilité de ces métabolites secondaires dans
les différents solvants (eau, méthanol et éthanol).

D’une fagon générale Rubus fruticosus de la région de Boumahra -Wilaya de Guelma
renferme plusieurs principes actifs tels que les flavonoides, tanins, saponosides, stérols et ter-

pénes ainsi que les mucilages. Cette composition en métabolites secondaires varie d’une région
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a une autre. Elle change également selon le climat, la période de cueillette, la saison etc (Seifi
etal., 2023). En effet selon les études réalisées par Affif Chaouche et al. (2015) la composition
chimique de Rubus fruticosus de la région de Tizi Ouzou cueillie au printemps, renferme en
plus des métabolites qu’on a décelés d’autres substances telles que : les coumarines. Ra-
meshwar et al. (2014) ont collectés plusieurs informations sur la composition chimique des
Rubus fruticosus de la région du nord de I’Europe et ont décelés d’autres métabolites telles

que : les anthocyanes, les huiles essentielles, I’acide ascorbique et d’autres acides organiques.

3. Evaluation des principes actifs dans les différents extraits préparés
3.1. Dosage des phénols totaux
Les concentrations totales en phénols ont été mesurées pour chaque extrait de Rubus fru-

ticosus en utilisant la méthode (Folin-Ciocalteux).

Ces concentrations sont en mg d'acide gallique équivalent par gramme de matériel végétal

sec (mg EAG/Q). Les résultats sont illustrés dans le tableau 17 ci-dessous.

Tableau 17: Teneur en polyphénols totaux des extraits des feuilles de Rubus fruticosus

Nature de I’extrait Concentration des phénols totaux
mg EAG/g
Extrait aqueux 68.6+0.381
Extrait méthanolique 59.39+1.635
Extrait éthanolique 54.21+1.118
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Figure 10: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

D'apres la courbe d'étalonnage de 1’acide gallique (Voir Figure 10) nous avons pu évaluer la
concentration des polyphénols totaux. Selon les résultats représentés dans le tableau 17 Le
taux des polyphénols de I'extrait aqueux semble étre le plus élevé (68,6+0.381 mg EAG/Q) sui-
vit de celui de I'extrait méthanolique (59,39+1.635 mg EAG/Q) et enfin de I'extrait éthanolique
(54.21+1.635 mg EAG/g). Ces taux en poly phénols totaux dépassent celui de Beatrix et al.
(2024) ; qui ont trouvé une concentration en polyphénols dans les fruits de Rubus fruticosus de
53.8mg EAG/g d’extrait. Ils dépassent également le taux observé par Nuzhat et al. (2023), qui
ont trouveés dans les feuilles de Rubus fruticosus des taux plus faibles en composés phénoligques
(50.40 + 0.03 mg EAG /g d’extrait). Différents eléments peuvent avoir un impact sur la quantité
des composés phénoliques. Plusieurs recherches ont démontré que les éléments externes tels
que la géographie et le climat, les facteurs génétiques, ainsi que le stade de maturation de la
plante et la durée de stockage ont une influence significative sur la quantité des composés phé-
noliques (Cheurfa et Allem, 2016).

3.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des feuilles de Rubus fruticosus a été déterminée selon la mé-
thode de trichlorure d’aluminium AICI3 par la courbe d’étalonnage de la quercétine (Fi-

gure 11). Les résultats sont résumés dans le tableau 18 ci-dessous.
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Tableau 18: Teneurs en flavonoides des extraits des feuilles de Rubus fruticosus

Nature de ’extrait Concentration en flavonoides
mg EQ/g
Extrait aqueux 1.57+0.088

Extrait méthanolique 1.38+0.155
Extrait éthanolique 1.30+0.058
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Selon les résultats représentés dans le tableau 18, la teneur en flavonoides de I’extrait
aqueux des feuilles de Rubus fruticosus est la plus élevée (1.57+0.088 mg EQ/g) suivit de 1’ex-
trait méthanolique avec une concentration de 1.38+0.155 mg EQ/g et enfin de I'extrait éthano-
lique avec un taux de 1.30+0.058 mg EQ/g. Ces taux de flavonoides sont légérement supérieurs
a celui observé dans I’é¢tude de Lamichhane et al., (2023) qui est de 0.77 mg EQ/ g d’extrait
et inférieur au taux trouvé dans un extrait méthanolique des feuilles de la méme plante collectée
de la région de Bordj Bou Arréridj et qui est de 24,27+0.46 mg EQ/ g (Meziti et al., 2017). I
est également inférieur au taux estimé par Beatrix et al. (2024) qui est de 5.78 mg EQ/g et
dont I’étude a été réalisée sur des fruits de Rubus fruticosus. En effet, la teneur en flavonoides
varie selon la partie de la plante, selon la région de collecte et enfin selon la polarité des solvants
utilisés dans la préparation des extraits (Cheurfa et Allem, 2016 ; rachedi et al., 2018).
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3.3. Dosage de tanins

La méthode de la vanilline en milieu acide a été utilisée pour mesurer les tanins condensés
des extraits des feuilles de Rubus futicosus. C’est a partir de la courbe d’étalonnage de la caté-
chine (Figure 12) que nous avons pus évaluer la teneur de ces métabolites secondaires. Les

résultats sont résumés dans le tableau 19 ci-dessous.

Tableau 19: Teneur en tanins condensés des extraits des feuilles de Rubus fruticosus

Nature de P’extrait Concentration des tanins
condensés mg EC/g
Extrait aqueux 91.603
Extrait méthanolique 77.09
Extrait éthanolique 60.21
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Figure 12: Courbe d’étalonnage de la catéchine

Les résultats représentés dans le tableau 19 montrent que les niveaux de tanins condensés
different d’un extrait & un autre. En effet, la teneur en tanins condensés des feuilles de Rubus
fruticosus L. la plus élevée a été obtenue par I'extrait aqueux, avec 91,603 mg EC/g d’extrait
sec, suivie de I'extrait méthanolique, avec 77,09 mg EC/g, et enfin de I'extrait éthanolique, avec
60,21 mg EC/qg.
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Les proportions de tanins condensés que nous avons identifiées dans les feuilles de Rubus
fruticosus different probablement en raison de la différence de solubilité de ces principes dans

le différent solvant utilisé (eau, méthanol et éthanol) (EI Cadi et al., 2021)

4. Evaluation du potentiel antioxydant des différents extraits par le test du

piégeage du radical DPPH

Le potentiel antioxydant des différents extraits (aqueux, méthanolique, éthanolique) de
Rubus futicosus a été évalué en utilisant un test qui peut mesurer le transfert d'électrons ou

d'’hydrogéne a un radical coloré stable et facile a détecter (DPPH) (Bensouici, 2015).

Les résultats de ce test ont été calculés grace aux courbes des pourcentages d’inhibition
de ce radical, en fonction des concentrations des différents extraits utilisés (la courbe de chagque
extrait sera réduite en droite de régression y=ax+b ou y est le pourcentage d’inhibition et x la
concentration en extraits) (Figure 13).

Les résultats de ce test sont représentés dans le tableau 20 ci-dessous.
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Figure 13: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH (sériel : acide ascorbique,

série2: extrait aqueux, série3 : extrait éthanolique, série4 : extrait méthanolique).
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Tableau 20: Les valeurs IC50 des différents extraits de Rubus fruticosus

Extrait/standard Valeur 1C50 mg/mi
Acide ascorbique 66.10 £1.64
Extrait méthanolique 55.16 + 1.56
Extrait éthanolique 60.69 +1.70
Extrait aqueux 68.5+1.88

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 20, I'extrait méthanolique présente I'lC50
la plus faible, avec une valeur de 55.16 + 1.56 mg/ml, suivi de I'extrait éthanolique avec une
valeur de 60.69 +1.70 mg/ml. Ces valeurs sont inférieures a celle de 1’antioxydant standard,
I'acide ascorbique (66,10 £1.64 mg/ml), ce qui signifie que 1’extrait méthanolique a le potentiel
antioxydant le plus élevé, suivi de I’extrait éthanolique. L’activité antioxydante de ces deux
extraits parait étre meilleure que celle de 1’acide ascorbique. L’extrait aqueux semble quant a
lui avoir le potentiel antioxydant le plus faible par rapport aux autres extraits et au standard
(acide ascorbique) car son IC50 est la plus élevée (68,5 +1.88 mg/ml), mais il n’est pas tres
élevé par rapport a celui de I’acide ascorbique qui est de (66,10 £1.64 mg/ml). Ceci signifie que
tous les extraient utilisés de Rubus fruticosus de la region de Guelma ont un potentiel antioxy-
dant supérieur a I’acide ascorbique ou presque équivalent. Ces résultats ne concordent pas avec
celui de Nuzhat et al. (2023) qui ont trouvé une valeur d’IC50 d’un extrait methanolique des
feuilles de Rubus fruticosus colléctées d’une région du Pakistan, inférieure aux notres (24 +0.14
mg/ml). Cette différence de potentiel antioxydant des différents extraits vis-a-vis du radical
DPPH varie selon la quantité et la composition des extraits en principes et molécules antioxy-
dantes telles que les polyphénols, flavonoides, tanins anthocyanes ...vitamines C etc. (Khan et
al., 2024)

5. Etude de Pactivité antibactérienne

5.1. Sensibilité d’Escherichia coli vis-a-vis des extraits et des antibiotiques
Le tableau 21 ci-dessous présente les résultats de la sensibilité d'E coli ATCC 25322 a

I'égard des extraits testés de la plante et des antibiotiques.
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Tableau 21: Sensibilité d’E coli vis-a-vis des différents extraits de la ronce et des

antibiotiques

Les extraits et les an- Doses Sensibilité Inhibition @
tibiotiques (mm)
10mg/ml Sensible 9.60mm=0.57
Extrait méthano- 5mg/ml Sensible 8mmz+2
lique 2.5mg/ml Résistante mmz=1
10mg/ml Sensible 12mmz+1
5mg/ml Sensible 9.66mm=0.57
Extrait éthanolique 2.5mg/ml Sensible 10mmz1
10mg/ml Sensible 12mmz+1
5mg/ml Sensible 10mmz1
Extrait aqueux
2.5mg/ml Sensible 8mmz=2
GEN10 : Gentami- / Tres sensible 26mm
cine
AMX25 : Amoxicil- / Sensible 8mm
line
DMSO / Résistante 00mm
Eau distillée / Résistante 00mm

Par comparaison aux témoins négatifs (eau et DMSQO), les résultats mentionnés dans le

tableau 21 ci-dessus montrent que :

E. coli est sensible a tous les extraits utilisés de Rubus fruticosus a 1’exception de la dose

2.5mg/ml (la plus faible) de I’extrait méthanolique (zone d’inhibition de 7mm=+1).

La sensibilté d’E. coli vis-a-vis de tous les extraits est dose -dépendant. Plus la dose de

I’extrait est élevée plus la zone d’inhibition augmente.

Nous avons remarqué avec intérét que I’extrait éthanolique est le plus efficace vis-a-vis
d’E coli suivi de I’extrait aqueux et enfin de 1’extrait méthanolique. En effet a la plus faible

dose des extraits utilisée (2.5 mg/ml), la zone d’inhibition de 1’extrait éthanolique est la plus
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élevée (10mmz1) suivi de celle de I’extrait aqueux (8mm=2) et enfin de I’extrait méthanolique

(7mmz1= résistance).

A La dose moyenne des extraits utilisées (5 mg/ml), nous avons remarqué avec intérét
qu’E colis a presque la méme sensibilité vis-a-vis des deux extraits éthanolique et aqueux avec
des zone d’inhibitions respectivement de 9.66mm + 0.57 et 10mm +1. Cependant elle est moins

sensible a I’extrait méthanolique avec un halo d’inhibition de 8mm=+2.

A la concentration la plus élevée des extraits utilisées (10 mg/ml), E coli semble avoir la
méme sensibilité vis-a-vis des deux extraits : éthanolique et aqueux, avec une zone d’inhibition
de 12 mmz1. Cependant, elle semble étre moins sensible vis-a-vis de 1’extrait méthanolique

avec un halo d’inhibition plus faible de 9.60mmz=0.57.

En ce qui concerne I’efficacité des antibiotiques vis-a-vis d’E coli, les résultats révelent
que cette souche présenterait une sensibilité trés élevée notamment vis-a-vis de la gentamicine
avec un halo d’inhibition de 26mm. Cette bactérie semble étre plus sensible a 1’égard de cet
antibiotique qu’aux extraits de plante. Cependant, elle semble étre plus sensible aux extraits de
plante qu’a I’amoxicilline (zone d’inhibition de 8mm < zone d’inhibition génerés par les ex-

traits).

Les trois extraits de plante semblent avoir une efficacité prometteuse vis-a-vis d’E coli,
qui concurrence en efficacité celle des antibiotiques. Tous les extraits de la ronce sont efficaces
contre cette bactérie mais 1’extrait éthanolique est le plus efficace suivi de prés de 1’extrait
aqueux et enfin de I’extrait méthanolique. Ces résultats sont en accord avec ceux de Welia et
al. (2020), qui ont également observé une sensibilité notable d’E coli a différentes doses de
I'extrait aqueux de Rubus fruticosus avec des diameétres croissants de la zone d'inhibition et

doses- dépendant.

5.2. Sensibilité de Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis des extraits et des antibiotiques
Les résultats de la sensibilité de P. aeruginosa ATCC 27853 vis-a-vis des différents ex-
traits de la plante étudiée ainsi que des antibiotiques sont représentés dans le tableau 22 ci —

dessous.
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Tableau 22: Sensibilité de P aeruginosa vis-a-vis des différents extraits de la ronce et des an-

Résultats et Discussion

tibiotiques.
Les extraits et les Doses Sensibilité Inhibition @
antibiotiques (mm)
10mg/ml Résistante 7mmz= 1
) 5mg/mi Sensible 8mmz+1.73
Extrait méthano-
lique 2.5mg/ml Sensible 9.66mm=+0.57
10mg/ml Sensible 8.33mm=0.57
5mg/ml Résistante 7.66mm=1.52
Extrait éthanolique
2.5mg/ml Résistante 6.66mm=0.57
10mg/ml Résistante 7mmz=1
_ 5mg/ml Résistante 6.33mm=0.57
Extrait aqueux
2.5mg/ml Reésistante 5.33mmz=0.57
GEN10 : Gentami- / Trés sensible 20mm
cine
C30 : Chloramphe- / Sensible 9mm
nicol
DMSO / Résistante 00mm
Eau distillée / Reésistante 00mm

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 22 ci-dessus nous pouvons dire que par

comparaison aux témoins negatifs (Eau et DMSO) :

La souche P aeruginosa semble étre résistante a toutes les doses (2.5mg/ml, 5mg/ml et
10 mg/ml) de I’extrait aqueux avec des zones d’inhibitions inférieures a 8 mm. Ces résultats
contredisent ceux trouvés par (AFIF CHAOUCHE T., (2015), qui ont observé une sensibilité
significative d'un groupe de bactéries, y compris Pseudomonas aeruginosa, en-vers l'extrait
aqueux de Rubus fruticosus. De plus, ils ont noté une augmentation du diametre des zones

d'inhibition avec des concentrations plus élevées de cet extrait.
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Cette bactérie semble étre sensible uniquement vis-a-vis de I’extrait méthanolique et étha-
nolique. Cependant 1’extrait méthanolique semble étre le plus efficace. En effet, & partir de la
concentration la plus faible de I’extrait (2.5mg/ml), il présenterait déja une zone d’inhibition

élevée de 9.66mm=0.57.

P aeruginosa n’est sensible a I’extrait éthanolique qu’a la dose la plus élevée (10 mg/ml)
avec une zone d’inhibition de 8.33mm=0.57 dont la valeur se rapproche de celle de 1’extrait

méthanolique (8mmz=1.73) mais a une concentration plus faible (5 mg/ml).

Nous notons également que cette bactérie présente une sensibilité aux antibiotiques testés
dans I'antibiogramme plus précisément envers la gentamicine avec une zone d'inhibition de 20
mm qui est supérieure a celle des différents extraits utilisés de la plante, suivie du chloramphé-
nicol avec un halo d’inhibition de 9 mm. Ce dernier antibiotique a une efficacité inférieure a

celle de I’extrait méthanolique a la dose 2.5mg/ml (9 mm vs 9.66mm=0.57).

5.3. Sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis des extraits et des antibiotiques

Les résultats de la sensibilité de S. aureus ATCC 25923 vis-a-vis des différents extraits

de la plante étudiée ainsi que des antibiotiques sont représentés dans le tableau 23 ci-dessous.

Tableau 23: Sensibilité de S aureus vis-a-vis des différents extraits de la ronce et des antibio-

tiques.
Les extraits et les an- Les doses Sensibilité Inhibition @
tibiotiques (mm)
10mg/ml Sensible 18.33mmz 0.57
Extrait méthano- 5mg/ml Sensible 9mmz 1
lijute 2.5mg/ml Résistante 7mmz1
10mg/ml Sensible 8.66mm=3.05
Extrait éthanolique 5mg/ml Sensible 9.33mm=1.52
2.5mg/ml Sensible 11mmzl
10mg/ml Sensible 11.33mm=1.52
Extrait aqueux 5mg/ml Sensible 9.66mm=2.08
2.5mg/ml Sensible 9.33mm=2.30
GEN10 : Gentami- / Tres sensible 26mm
cine
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VA30 : Vancomy- / Trés sensible 26mm
cine

DMSO / Résistante 00mm

Eau distillée / Résistante 00mm

Selon le tableau 23, par comparaison aux témoins négatifs (eau et DMSO), nos résultats sur la
sensibilité de S aureus vis-a-vis des differents extraits de la plante et des antibiotiques mon-

tent que :

S aureus est sensible a toutes les concentrations des différents extraits de la plante
(aqueux, éthanolqgiue et méthanolique) a I’exception de la plus faible dose (2.5 mg/ml) de I’ex-

trait méthanolique (halo d’inhibition de 7mmz1).

A la plus faible dose utilisée des extraits (2.5 mg/ml), I’extrait éthanolique semble étre
plus efficace contre S aureus que I’extrait aqueux, avec des zones d’inhibition respectives de
11mm=1 et 9.33mm=2.30.

A la concentration moyenne 5 mg/ml, I’extrait aqueux semblent étre le plus efficace
contre S aureus avec un halo d’inhibition de 9.66mmz+2.08 suivis de I’extrait éthanolique
(9.33mm=1.52) et enfin de I’extait méthanolique (9mmz 1). Ces résultats sont en accord avec
ceux de Rajeswari et al. (2010), qui ont également observé une sensibilité notable des S aureus
a différentes doses d’un extrait aqueux de Rubus fruticosus. De plus, ils ont remarqué que les

diamétres des zones d'inhibition augmentent a des concentrations plus élevées de cet extrait.

A la concentration la plus élevée 10 mg/ml, I’extrait méthanolique semble étre plus effi-
cace contre S aureus suivi de I’extrait aqueux et enfin de 1’extrait éthanolique avec des zones
d’inhibitions respectivement de 18.33mmz+ 0.57, 11.33mmz=1.52 et enfin 8.66mmz=3.05.

Les résultats des tests de sensibilité aux antibiotiques indiquent que cette souche présente une
sensibilité plus élevée aux deux antibiotiques téstées par rapport aux extraits testés avec des
zones d'inhibition mesurant respectivement 26 mm et 26 mm pour la vancomycine et la genta-

micine.

En conclusion, il est intéressant de noter que les trois types d'extraits de Rubus fruticosus
(méthanolique, éthanolique et aqueux) ont démontré leur efficacité contre les deux bactéries E.
coli et S. aureus. En ce qui concerne, P. aeruginosa, elle n’a été sensible que vis-a-vis des deux
extraits méthanoliques et éthanoliques (résistance a 1’extrait aqueux). Il faut rappeler que Rubus

fruticosus contient des flavonoides, tanins, saponines, glycosides, terpenes, stérols et glucides
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(Aduragbenro et al., 2009). Ces composés ont été décelés également dans notre étude phyto-
chimique. Ils sont connus pour leurs propriétés antibactériennes (Scalbert, 1991). Leur pré-

sence pourrait donc expliquer les activités antimicrobiennes observées.

Concernant deux bactéries E coli et P aeruginosa, I’activité antibactéienne des différents
extraits est potentiellement meilleure ou équivalente a celle de certains antibiotiques. Par rap-
port a S aureus, I’activité antibactérienne des différents extraits est prometteuse, elle n’atteint
pas un diametre de zones d’inhibition des antibiotiques (26 mm) mais elle peut atteindre tout

de méme un halo d’inhibition satisfaisant de 18.33mmz 0.57 pour I’extrait méthanolique.
5.4. Détermination des parameétres antibactériens des différents extraits de la Ronce
5.4.1. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par la méthode de Dilution

en milieu liquide. Les résultats sont représentés dans le tableau 24 ci-dessous

Tableau 24: La CMI des différents extraits vis-a-vis des différentes souches bactériennes

CMI des différents extraits

Les différentes souches Extrait agueux Extrait méthano- Extrait éthanolique
Bactériennes lique

E. coli 2.5mg/ml 5mg/ml 1. 25mg/ml

P. aeruginosa / 2.5mg/ml 10mg/ml

S. aureus / 5mg/ml /

Nos résultats sur la CMI mentionnés sur le tableau 24 Montrent que :

Pour E. coli, la concentration minimale inhibitrice CMI de ’extrait éthanolique (1.25
mg/ml) est inférieure a celle de I’extrait aqueux (2.5 mg/ml) et cette derniére est inférieure a
celle de 1’extrait méthanolique (5 mg/ml). Ce qui signifie que I’extrait éthanolique inhibe la
croissance d’E coli a une concentration inférieure a celle de I’extrait aqueux et que ce dernier
inhibe la croissance de cette bactérie a une dose inférieure a celle de 1’extrait méthanolique.
L’extrait éthanolique a une activité antibactérienne supérieure a celle de 1’extrait aqueux et ce

dernier a une activité supérieure a celle de I’extrait méthanolique.
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Pour P. aeruginosa, la CMI de I'extrait méthanolique (2.5 mg/ml) est inférieure a celle de
extraits éthanolique (10 mg/ml). Ce qui signifie que I’extrait méthanolique a une activité inhi-
bitrice vis-a-vis de P aeruginosa supérieure a celle de ’extrait éthanolique. Pour I’extrait
aqueux, aucune CMI n’a été observée aux doses utilisées. Ce qui signifie que la bactérie est soit
résistance vis-a-vis de cet extrait ou que les doses inhibitrices sont tres éloignées des doses

choisies dans 1’étude.

En ce qui concerne S. aureus, la concentration minimale inhibitrice (CMI) de l'extrait
méthanolique est de 5mg/ml. Cependant, aucune CMI n’a été observée pour les deux extraits
aqueux et éthanolique malgré le fait qu’a la dose 2.5 mg/ml et par la méthode des disques par
diffusion sur milieu gélose, S aureus a présenté des zones d’inhibitions satisfaisantes (Ta-
bleau 24). Cela pourrait signifier que la CMI de ces deux extraits pourrait étre inférieure a 2,5
mg/ml et tres éloignées des dilutions choisies pour repérer la CMI. L’extrait éthanolique et

aqueux sont donc plus efficaces contre S aureus que 1’extrait méthanolique.

5.4.2. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

En ensemencant les tubes de la CMI de chaque extrait et les concentrations inférieures a
ce tube, sur gélose MH, pour chaque bactérie (E coli, P aeruginosa et S aureus) nous avons
remarque une croissance bactérienne dans toutes les boites ensemencées et nous n’avons pas
pu donc repeérer la CMB. Ce qui signifie que les trois extraits utilisés aqueux, éthanolique et
méthanolique ont une activité antibactérienne bactériostatique (inhibitrice de la croissance bac-

térienne) et n’ont pas d’activité bactéricide.

L'activité inhibitrice ou bactéricide d'une substance végétale dépend de plusieurs facteurs
tels que le mode d'extraction et la concentration en principes actifs (Wagner, 1993 ; Thangara
et al, 2000).

6. Evaluation de I’activité insecticide des extraits de Rubus fruticosus vis-a-

vis des adultes de Tribolium castaneum

L'efficacite des trois types d'extraits (méthanolique, éthanolique et aqueux) de Rubus fru-
ticosus comme bio insecticides, vis-a-vis des adultes de Tribolium castaneum a été évaluee a
partir de la mortalité enregistrée et notée pendant les 24 heures, 48 heures et 72 heures. Cet effet
toxique a été évalué apres application par voir topique abdominale de plusieurs doses de ces
différents extraits (0.07, 0.15, 0.31, 0.62, 1.25, 2.5, 5,10, 20, 40mg/ml).
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Les taux de mortalités observées sont ajustés en utilisant la formule d'Abbott (1995).
Cette formule permet de supprimer la mortalité naturelle et de déterminer I'effet toxique réel du

bio-insecticide.
6.1. Effet bio insecticide de I’extrait méthanolique

Les taux de mortalités de T castaneum par application topique des différentes doses de
I’extrait méthanolique de Rubus fruticosus sont représentées par les figures 14, 15 et 16 ci-

dessous :
6.1.1. Effet bio insecticide apres 24h

La (figure 14) montrent que 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus a un effet toxique
sur les adultes de Triboluim castaneum dans les 24h de traitement avec le taux de mortalité
corrigée le plus élevé (100%) pour la dose la plus concentrée de I’extrait (40mg/ml) suivi des
doses (0.31mg/ml et 0.62mg/ml) de I’extrait avec un taux de mortalité de 50%. En ce qui con-
cerne la dose la moins concentrée (0.07mg/ml), le taux de mortalité est de 20%. Nous remar-

quons donc que plus I’extrait est concentré plus le taux de mortalité augmente.
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Figure 14: Evaluation de I’effet toxique de I’extrait méthanolique de Rubus fruticosus

sur les adultes de Tribolum castaneum apres 24h de traitement.

6.1.2. Effet bio insecticide apres 48h

A partir des résultats de la mortalité corrigée représentés par la figure 15, nous remar-

quons avec intérét qu’aprés 48h, 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus aurait un effet
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toxique dose -dépendant vis-a-vis des adultes de Triboluim castaneum. En effet, le taux de
mortalité le plus elevé (1007) a été enregistré a partir de la dose 10 mg/ml de I’extrait. 507 de
mortalité a été enregistré aux deux doses (0.62, et 0.31mg/ml) et enfin la dose la plus faiblement

concentrée (0.07mg/ml) a géenéré un taux de mortalité de 30%.
6.1.3. Effet bio insecticide aprées 72h

Les résultats de la mortalité corrigée, représentés par la figure 16, montre qu’apres 72h
de traitement, 1’extrait méthanolique de Rubus Fruticosus aurait un effet dose-dépendant et trés
toxique vis-a-vis des adultes de Triboluim castaneum. En effet, nous remarquons avec intérét
que le taux de mortalité le plus élevé (1007) a été enregistré a partir de la dose 5 mg/ml de
I’extrait. 507 de mortalité a été enregistré aux deux doses (0.15 mg/ml et 0.31mg/ml) et enfin

la dose la plus faible de I’extrait 0.07 mg/ml a généré un taux de mortalité de 40%.
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Figure 15: Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus
sur les adultes de Tribolum castaneum aprés 48h de traitement.
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Figure 16: Evaluation de I’effet toxique de 1’extrait méthanolique de Rubus fruticosus

sur les adultes de Tribolum castaneum aprées 72h de traitement.

D’apres nos résultats antérieures (Figure 14, 15 et 16), la mortalité corrigée des insectes
est influencée a la fois par la dose utilisée et par le temps d'exposition aux extraits. Nous cons-
tatons et avec intérét, que plus le temps d’exposition est long, plus la dose de I’extrait métha-
nolique pour atteindre les 100 7 de mortalité des insectes est faible et inversement (40mg/ml a
24h, 10mg/ml a 48h et 5mg/ml a 72h). Nous remarquons également que plus le temps d’expo-
sition est long plus les doses pour atteindre les 507 de mortalité diminuent (elles étaient entre
0.31mg/ml et 0.61 mg/ml entre 24h et 48h et sont entre 0.15 mg/ml et 0.31 mg/ml a 72h d’ex-
position). Nous constatons également que le taux de mortalité augmente avec le temps pour les
doses, les plus faibles de I’extrait 0.07mg/ml (207 a 24h, 307 a 48h et 407 a 72h).

6.2. Effet bio insecticide de I’extrait éthanolique
Les taux de mortalités de T castaneum par application topique des différentes doses de
I’extrait éthanolique de Rubus fruticosus sont représentés par les figures 17, 18 et 19 ci-des-

sous :
6.2.1. Effet bio insecticide aprés 24h

D'apreés les résultats représentés dans la figure 17 ci dessous, il est évident que le taux de
mortalité corrigée des insectes adultes est dose -dependant. Pour la dose la plus élevée de
I’extrait éthanolique (40mg/ml), le taux de mortalité des insectes n’atteint pas les 100 7. (88%).
50% de mortalité est atteinte a la dose 1.25 mg/ml de ’extrait. Le taux de mortalité pour la

plus faible dose utilisée de ’extrait (0,07mg/ml) est seulement de 13%.
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Figure 17: Evaluation de I’effet toxique de I’extrait éthanolique de Rubus fruticosus sur

les adultes de Tribolum castaneum apres 24h de traitement.
6.2.2. Effet bio insecticide aprés 48 h

A partir des résultats de la mortalité corrigée représentés par la figure 18, nous remar-
quons avec intérét qu’apres 48h, 1’extrait éthanolique de Rubus fruticosus aurait un effet toxique
dose -dépendant vis-a-vis des adultes de Triboluim castaneum. En effet, le taux de mortalité le
plus élevé (1007) a été enregistré avec la dose la plus élevée de I’extrait 40 mg/ml. 507 de
mortalité a été enregistré a la dose 1.25 mg/ml et enfin la dose la plus faiblement concentrée

0.07mg/ml de I’extrait a généré un taux de mortalité que de 20%.
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Figure 18: Evaluation de I’effet toxique de I’extrait éthanolique de Rubus fruticosus sur

les adultes de Tribolum castaneum apres 48h de traitement.
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6.2.3. Effet bio insecticide apres 72 h

D'apres la figure 19 ci-dessous, il est évident qu'apres 72 heures d’exposition a I’extrait
éthanolique, plus la dose augmente plus on aura un taux de mortalité des adultes de Triboluim
castaneum élevé. Nous avons remarqué avec intérét que le taux 100 7 de mortalité est atteint
précocement a partir de la dose 5 mg/ml de I’extrait éthanolique. 507 de mortalité est atteint
toujours & la dose 1.25 mg/ml de I’extrait. A la dose la plus faible de I’extrait 0,07mg/ml, le
taux de mortalité atteint les 30%.
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Figure 19: Evaluation de I’effet toxique de I’extrait éthanolique de Rubus fruticosus sur
les adultes de Tribolum castaneum apres 72h de traitement.

D’aprés nos résultats précédents représentés dans les figures 17, 18 et 19, nous remar-
quons avec intérét que I’effet toxique de I’extrait éthanolique sur T castaneum est dose-dépen-
dant et dépend également du temps d’exposition aux différentes concentrations de I’extrait. En
effet, plus le temps d’exposition augmente plus le taux de mortalité augmente. A 24h d’expo-
sition, 1007 de mortalité ne sont pas atteints, méme & la dose la plus élevée de I’extrait (pour
40 mg/ml on a seulement 887 de mortalité), a 48h d’exposition et a cette méme dose, les 1007
de mortalité sont enfin atteints et enfin a 72h, les 1007 de mortalité sont atteints pour des doses
plus faibles de 1’extrait (& partir 5 mg/ml). A la plus faible dose de I’extrait de plante (0.07
mg/ml), le taux de mortalité est de 137 a 24h, de 207 a 48h et de 307 a 72h. Toutefois les 507.

de mortalité sont toujours atteintes a la dose 1.25 mg/ml peu importe le temps d’exposition.
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6.3. Effet bio insecticide de I’extrait aqueux

Les taux de mortalités de T castaneum par application topique des différentes doses de

I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sont représentés par les figures 20, 21 et 22 ci-dessous :

6.3.1. Effet bio insecticide apres 24 h

Les résultats de la mortalité corrigée montrent que 1’extrait aqueux de Rubus fruticosus a
un effet toxique dose- dépendant vis-a-vis des adultes de Triboluim castaneum. Dans les 24h
de traitement, le taux de mortalité corrigée pour la concentration la plus élevée de 1’extrait
(40mg/ml) est élevé mais il n’atteint pas les 1007. 11 est de 90% pour la dose la plus concentrée
de I’extrait. 50 7 de mortalité sont atteints par la dose 0.62mg/ml de I’extrait et enfin de la dose

la moins concentrée (0.07mg/ml) a généré un taux de mortalité trés faible qui est de 2%.
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Figure 20: Evaluation de I’effet toxique de ’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum apreés 24h de traitement.

6.3.2. Effet bio insecticide apres 48 h

Selon la figure 21, le taux de mortalité des insectes apres 48 heures de traitement par
I’extrait aqueux est dose-dépendant. 1007 de mortalité des insectes a été apercue a la dose la
plus élevee, 40 mg/ml. 507 de mortalité est générée par une dose intermédiaire entre des deux
doses 0.62mg/ml et 1.25 mg/ml de I’extrait. A la dose la plus faible de 1’extrait (0,07 mg/ml),
le taux de mortalité serait de 15 %.
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6.3.3. Effet bio insecticide apres 72 h

Le taux de mortalité des insectes apres 72h de traitement par 1’extrait aqueux est repré-
sente par la figure 22. Les résultats montrent que plus la dose en extrait augmente plus le taux
de mortalité augmente. 1007. de mortalité de T. castaneum a été apercue a partir de la dose 10
mg/ml. 507 de mortalité est générée par la dose de 0.62 mg/ml. A la dose la plus faible de
I’extrait (0,07 mg/ml), le taux de mortalité est de 157.
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Figure 21: Evaluation de I’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum apreés 48h de traitement.
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Figure 22: Evaluation de I’effet toxique de I’extrait aqueux de Rubus fruticosus sur les

adultes de Tribolum castaneum apreés 72h de traitement.

Selon les figures 20, 21 et 22, nous constatons que 1’effet de I’extrait aqueux est dose dé-
pendant. Nous remarquons également que plus le temps d’exposition a cet extrait est long, les
doses létales (1007) seront atteintes rapidement (la concentration des doses létales sera plus
faible : @ 24h d’exposition a la dose la plus élevée de I’extrait (40 mg/ml), seulement 907 des
taux de mortalité sont atteints. A 48 h d’exposition a la méme dose élevée de 1’extrait, les 1007
de mortalité sont atteints et enfin a 72h, les 1007 de mortalité sont atteints a des doses plus
faible de I’extrait (a partir de10 mg/ml). Toutefois la dose ou on a 507 de mortalité est presque
constante peu importe le taux d’exposition (entre 0.62 mg/ml et 1.25 mg/ml). Aux doses les
plus faibles 0.07 mg/ml de I’extrait, le taux de mortalité augmente de 24h & 48h (de 27 a 157)
apres il reste constant de 48h a 72h (157).

En résumé, les résultats sur I’effet insecticide des différents extraits de Rubus fruticosus
montrent une efficacité remarquable de I'extrait méthanolique suivi de 1’extrait éthanolique et
de I’extrait aqueux. La différence d’efficacité de ces trois extraits dépend de leur composition
différente en principes actifs insecticides, de la sensibilité de I’insecte vis-a-vis de ces derniers

et de la méthode d’application des extraits (Hami et al., 2005 ; Diop et al., 2021).

Il est a noter qu’aucune étude scientifique n’a été entreprise pour évaluer 1’effet bioinsec-
ticide (biopesticide) des différents extraits de cette plante vis-a-vis de T castaneum ou un autre
insecte. D’autres plantes du méme genre : Rubus steudneri et Rubus apetalus ont eu un effet

larvicide contre des moustiques du genre Aedes et Culex, Ces résultats suggérent que les plantes
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du genre Rubus ont probablement un potentiel bioinsecticide grace a la multitude de principes
actifs dont ils sont constitués. Il est connu que certains métabolites secondaires des plantes
jouent un réle de répulsifs et sont toxiques vis-a-vis des insectes ravageurs et des agents patho-

genes qui nuisent a leur développement (Dewitte et al., 2021).
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Conclusion

Conclusion:

Au terme de cette étude, nous avons constaté que 1’extrait aqueux, méthanolique et étha-
nolique de la plante médicinale étudiée, Rubus fruticosus de la région de Guelma, contiennent
des principes actifs potentiellement efficaces sur les bactéries et les insectes.

Aprés préparation des différents extraits, le rendement en extrait méthanolique (16.54%)
était 1égerement plus élevé que celui de 1’extrait éthanolique (13%) et de 1’extrait aqueux (9.38
%).

Plusieurs tests phytochimiques ont été realises sur la poudre et les extraits de la plante
étudiée. Ils ont révélé la présence, au niveau de la poudre de plante, de flavonoides, tanins,
saponosides, stérols et terpénes et mucilages avec absence d’alcaloides. Tous ces principes ac-
tifs ont été retrouves dans I'extrait méthanolique, tandis que I'extrait aqueux et éthanolique con-
tiennent toutes les composantes de la poudre de plante a I’exception des stérols et terpenes pour

le premier extrait et stérols et terpenes et saponosides pour le second.

Le dosage des élements actifs antioxydants tels que la famille des polyphénols, incluant
les flavonoides et les tanins révelent la présence de quantités élevées de ces principes dans

I’extrait aqueux suivi de I’extrait méthanolique et enfin de I’extrait éthanolique.

L’évaluation du potentiel antioxydant des différents extraits par le test de piégeage des
molécules oxydantes DPPH a révélé que tous les extraits utilisés ont un grand potentiel antioxy-

dant qui est parfois plus €levé que celui de I’acide ascorbique.

L'évaluation de I’activité antimicrobienne des trois extraits, testés a différentes concen-
trations (2,5, 5 et 10 mg/ml), sur les trois souches bactériennes potentiellement pathogénes (Sta-
phylococcus aureus ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli
ATCC 25322), a révélé que les deux bactéries E coli et S aureus sont sensibles aux trois types
d’extraits tandis que P aeruginosa n’est sensible qu’aux deux extraits méthanolique et éthano-

lique.

L’extrait éthanolique semble étre plus efficace vis-a-vis d’E coli avec une CMI de 1.25
mg/ml tandis que 1’extrait méthanolique semble plus efficace vis-a-vis de P aeruginosa avec
une CMI de 2.5 mg/ml. En ce qui concerne S aureus, I’extrait éthanolique est le plus efficace
utilisé a la plus faible dose 2.5 mg/ml tandis que 1’extrait aqueux est le plus efficace a la dose
moyenne utilisée de I’extrait (5 mg/ml) et enfin I’extrait méthanolique est le plus efficace a la

dose la plus élevée de I’extrait (10 mg/ml) avec une CMI de 5 mg/ml.
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Aucune CMB n’a été repérée pour les trois types d’extraits testés, ce qui signifie que ces
différents extraits exerceraient uniquement une action bactériostatique et non pas bactéricide

vis-a-vis de ces souches bactériennes.

Les résultats de I'évaluation de I'efficacité des trois types d’extraits (aqueux, éthanolqiue
et méthanolique) comme biopesticides contre I’insecte ravageur des denrées stockées Tribolium
castaneum, montrent que les trois extraits sont efficaces vis-a-vis de cet insecte avec un taux
de mortalité dose- dépendant qui augmente avec le temps d’exposition. L'extrait méthanolique

semble étre plus toxique sur I’insecte, que les deux autres extraits.

Apres cette etude, il est conclu que les extraits de Rubus fruticosus pourraient constituer
une source prometteuse de nouvelles substances ayant des propriétés antibactériennes et insec-

ticides. Pour approfondir cette recherche, des améliorations pourraient étre apportées :
-Augmenter 1’échantillonnage en incluant d'autres types de bactéries et d'insectes.

-Effectuer une analyse chimique approfondie des extraits de la plante en utilisant une méthode
telle que la chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(HPLC-SM).

Explorer différentes concentrations de la plante dans I'étude.

Effectuer une analyse statistique pour renforcer la validité des résultats.
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