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Résumé

Les dégats causés par les insectes aux stocks de céréales et de légumineuses ont fait I’objet de
nombreuses études en Afrique. L'objectif principal de ce travail consiste de trouver des
substances naturelles avec un effet insecticide contre le ravageur de la féeve : Bruchus
rufimanus en utilisant les extraits des feuilles de la plante Ruta graveolens (Rutaceae) de la
région de Zelfana - Ghardaia comme une alternative aux pesticides synthétiques pollueurs de
I’environnement. Les feuilles de la plante ont été soumises a une extraction par macération
dans deux solvants : acétate d'éthyle et éthanol. L’analyse qualitative réalisée par un screening
phytochimique a déterminé la présence de plusieurs composés chimique en particulier les
flavonoides, les tannins, les stéroides et les alcaloides. L’étude de I’activité insecticide des
extraits de R. graveolens a montré un effet toxique trés fort sur les adultes de Bruchus
rufimanus avec un traitement par contact, notamment pour I’extrait acétate d’éthyle. Cette
efficacité est représentée par des parametres toxicologiques calculés, a savoir DLsp, DL,
TLso et TLg. La sensibilité des adultes était variable et encore plus élevée avec
I’augmentation des concentrations d’extrait et avecle temps d’exposition. Le fractionnement
d’extrait d’acétate d’éthyle par des méthodes chromatographiques (chromatographie sur
colonne et en couche mince) permet d’obtenir six fractions qu’elles ont confirmé la toxicité
des différents composés des feuilles de cette plante. L’identification des substances
bioactives contenues dans les fractions d’extrait de R. graveolens est effectuée par une
chromatographie liquide a haut performance (HPLC) qu’clle a permis de détecter la présence :
Acide chlorogenic, Acide tannique, Quercetine, Adonitol, Acide gallique, Acide coumarique,
Acide caféique, Acide ascorbique. Dans le cadre de la lutte biologique, 1’application de ce
produit insecticide ca pourraitétre trés efficace contre les ravageurs et pour la protection des

stocks des légumineuses.

Mots clés: effet insecticide, Bruchus rufimanus , Ruta graveolens, chromatographie sur
colonne, HPLC.



Abstract

The damage caused by insects to cereal and legume stocks has been the subject of numerous
studies in Africa. The main aim of this work is to find natural substances with an insecticidal
effect against the bean pest Bruchus rufimanus, using extracts from the leaves of the Ruta
graveolens plant (Rutaceae) from the Zelfana - Ghardaia region as an alternative to synthetic
pesticides that pollute the environment. The plant leaves were extracted by maceration with
two solvents: ethyl acetate and ethanol. Qualitative analysis using phytochemical screening
determined the presence of several chemical compounds, in particular flavonoids, tannins,
steroids and alkaloids. The study of the insecticidal activity of R. graveolens extracts showed
a very strong toxic effect on Bruchus rufimanus adults with contact treatment, particularly for
the ethyl acetate extract. This efficacy is represented by calculated toxicological parameters,
namely LDso, LDgo, TLsp and TLgo. The sensitivity of adults was variable and even higher
with increasing extract concentrations and exposure time. Fractionation of ethyl acetate
extract using chromatographic methods (column and thin layer chromatography) yielded six
fractions, which confirmed the toxicity of the various compounds in the leaves of this plant.
The bioactive substances contained in the R. graveolens extract fractions were identified
using high-performance liquid chromatography (HPLC) which allows to detect the presence
of: Chlorogenic acid, Tannic acid, Quercetin, Adonitol, Gallic acid, Coumaric acid, Caffeic
acid, Ascorbic acid. In the context of biological control, the application of this insecticidal

product could be very effective against pests and for the protection of legume stocks.

Key words: Insecticidal effect, Bruchus rufimanus, Ruta graveolens,column chromatography,
HPLC.
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Introduction

Introduction

L'histoire de I'étre humain est étroitement liée a celle des céréales a paille qu'il a trés
tot appris a domestiquer et a cultiver. Les céréales jouent un réle essentiel dans le systéeme
agricole a I'échelle mondiale. On les considere comme la principale source de nourriture pour
I'nomme et I'animal. (Slama et al., 2005).Elles constituent 50 % de la consommation moyenne
d'énergie de I'homme et 60 % des matiéres premiéres utilisées dans la production d'aliments
composés pour le beétail. (Yahla, 2023). Néanmoins, I'ONU a proclamé 2016 l'année
internationale des légumineuses et encourage l'intégration de ces aliments extrémement

nutritifs dans les régimes alimentaires a travers le globe. (Rio, 2017).

On estime que les légumineuses sont les plantes a graines les plus cultivées par I'nomme.
(Roudane, 2018). Elles jouent un réle essentiel et forment avec les céréales 1’épine dorsale du
systéme alimentaire (Laib et Barkat, 2011). Ainsi, Elles sont la principale source locale de
proteines dans les pays en développement et une source d'énergie prometteuse. Effectivement,
les légumineuses sont deux ou trois fois plus riches en protéines que les céréales et renferment
les 24 acides amines essentiels a lI'alimentation humaine.(Damerdji et Bouklikkha, 2009). Elles
offrent aussi de nombreux éléments minérales indispensables tels que le fer et le calcium.
Dans la majorité des pays a faible revenu, les légumineuses représentent environ 10 % de la
consommation quotidienne de protéines et 5 % de lapport énergétique.
(Hamdani, 2012).

Selon la FAO, les résidus des Iégumineuses contiennent une quantité plus importante d'azote
et contribuent a enrichir le sol en cet élément. De cette maniere, les cultures suivantes peuvent
également profiter indirectement de I'azote fixé par ces légumineuses. De cette maniére, elles
permettent de faire des économies de tonnes d'engrais, et dans les sols tres pauvres en azote,
comme les zones tropicales, elles peuvent étre efficaces comme une alternative a la

fertilisation, en particulier dans les pays en développement. (Roudane, 2018).

En Algérie, les légumineuses occupent une position privilégiée aux cotés des céréales
dans les repas quotidiens. De cette maniére, la culture des légumineuses revét une grande
importance car elle doit répondre aux besoins alimentaires, diminuer les importations et

réduire la dépendance économique a I'égard de I'étranger. (Hamdani, 2012).

Cependant, la feve est la légumineuse alimentaire la plus importante, avec une superficie de

58 000 hectares, soit 44,3 % de la superficie totale consacrée a cette catégorie de culture.
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(Boussad et Doumandji, 2004). En 2014, elle se situe en premiére place des légumes secs avec
375441 hectares, soit 48,29% de la superficie totale des légumineuses. (Zerroudi et Kadi,
2021).

La féeve, également connue sous le nom de (Vicia faba), est une légumineuse qui a
longtemps été utilisée en agriculture. (Zerroudi et Kadi, 2021). Elle est présentée une valeur
nutritionnelle trés elevée dont elle est riche en protéines (25%) et en glucides (53%)(Mezani,
2011; Chebili et Chebiri, 2021). Elle est parmi les légumineuses a graines la plus répandue
pour l'alimentation humaine au Maghreb, avec le pois chiche (Cicer arietinum T.), le pois
(Pisum sativum C.), la lentille (Lens culinaris L.) et le haricot (Phaseolus vulgaris L.). Plus de
80% des surfaces réservées aux légumineuses alimentaires sont occupées par ces especes,
dont plus de 50 % en Chine, 20 % en Afrique du Nord et moins de 10 % en Europe.
(Zerroudi et Kadi, 2021).

Cependant, ces cultures stratégiques subissent des pertes considérables pendant les
premiéres étapes de la production ainsi qu'apres la récolte, en particulier pendant le stockage
au quel d’immenses quantités de légumineuses séches sont perdues chaque année en raison
des mauvaises conditions de stockage (Damerdji et Boukhlikha, 2009;Laib, 2014). L'homme
rencontre de nombreuses difficultés pour conserver ses produits agricoles et alimentaires,
ainsi que pour les préserver contre les attaques des insectes, tant dans les plantations que dans
les stocks, d’ou la réduction de la qualité de nourriture et de sa valeur nutritionnelle

(Doumandji mitiche, 1977;Damerdji et Boukhlikha, 2009 ).

Au niveau mondial, différents ennemis attaquent les produits stockes, se répartissant en trois
groupes principaux : les moisissures, les insectes et les rongeurs (rats et souris). (Ndomo et
al., 2009;Djelouat, 2021).

Les dégats causés par les insectes aux stocks de légumineuses sont immenses et

compromettent sérieusement la sécurité alimentaire (Brice et al., 2016).

Parmi lesquels, sitone du pois (Sitona lineatus) le puceron noir (Aphis fabae) et la
bruche de la féve (Bruchus rufimanus) (Aoudjit, 2014). Leurs actions sont dautant plus
préjudiciables dans de nombreux pays en développement, et plus particulierement dans ceux
d'Afrique, en raison des conditions climatiques favorables a leur croissance. (Ndomo et al.,

2009). Au Nord du Cameroun, les insectes entrainent des pertes considérables lors de la
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conservation et de I'entreposage des récoltes en greniers. (Kouninki, 2007) et encore au
Sénégal et en Afrique occidentale (Guéye et al., 2011).

En Algérie, tous les superficies cultivées en féve sont touchés par la bruche, ce qui
entraine de graves dommages ou plus de 64% des graines peuvent étre infectées. (Amara et
Bouarroudj, 2020).

Les ceufs sont pondus par les adultes sur les gousses, puis la larve creuse un petit trou
dans la gousse et pénetre dans la graine en développement ou son cycle de vie se déroulera.
(Zerroudi et Kadi, 2021).

Les bruches (Bruchinae) sont une sous famille des insectes de la famille des
Chrysomeéles (chrysomelidae) qui sont des coléoptéres. Il s'agit d'insectes phytophages qui
colonisent dans les cultures pendant la periode de floraison de leur plante hote et ne se
reproduisent que sur les gousses vertes. Ce genre sont comporte d'environ 300 especes se
trouvent dans toute la région eurasiatique et en Amérique. B. rufimanus est le ravageur le plus
redoutable, il se développe a I'état larvaire a l'intérieur des graines des légumineuses du genre
Vicia, ce qui les rend non commercialisables et inconsommables. (Mezani, 2016). Egalement,
On les estime comme les plus nuisibles pour les légumineuses potageres et fourrageéres, en
particulier la famille des Fabaceae. lls ont la capacité de causer des dégats au champ, mais

surtout de nuisibles aux stocks de graines. (Aziri, 2015).

La bruche de feve est une espéce monovoltine (une seule génération par an). Les
femelles adultes pond les ceufs sur les gousses de leur plante hote. Leur alimentation repose
sur le pollen et ils ne causent pas des dégats importants. En revanche, les larves se
développent en consommant les réserves presentes dans les graines pour se nourrir. et laissent
un trou circulaire reconnaissable. Les grains endommagés rendant impropres a la
consommation (Aoudjit, 2014; Bachi et Mahmoudi, 2017 ; Chebili et Chebiri, 2021). Vu
I’importance de la féve sur le plan alimentaire et agronomique, il est nécessaire d'envisager
des méthodes de lutte appropriées pour limiter ou réduire les dommages aux cultures causeés

par les populations de B. rufimanus (Mezani, 2016).

Les infestations d'insectes et d'acariens sont l'une des causes majeures de la
détérioration et du déclin de la valeur marchande des aliments entreposés. Malgré les progres
réalisés au niveau des méthodes de gestion appliquées durant I'entreposage et la diversité des

produits chimiques (fumigatoires, produits de contact, etc.), les ravageurs animaux continuent
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a provoquer d'importants dégats au niveau des stocks. Cela est en grande partie attribuable a
la capacité d'adaptation et de multiplication du ravageur dans des conditions relativement
exposées. Il en est résulté une résistance des insectes a de nombreuses molécules chimiques
(Sinha et Watters, 1985). Cette capacité d'adaptation élevée permet aussi de se développer
dans des environnements écologiques tres différentes (Bourarach et al., 1994).

En outre, les insecticides chimiques peuvent causer une intoxication persistante chez les
consommateurs et avoir des conséquences néfastes sur I'écosysteme. De plus, lorsqu'il s'agit
de stockage a petite échelle, I'emploi de produits chimiques n'est pas toujours rentable en
raison des codts qui sont souvent beaucoup plus élevés que les bénéfices. (Semacumu et al.,
2012). Il est donc nécessaire de trouver une méthode de contréle efficace pour limiter les
pertes causées par l'un des principaux ravageurs des semences, tels que les

Coléoptéres :Bruchus rufimanus (Hamdani, 2012).

Dans le cadre de la recherche a des méthodes alternatives de lutte afin de réduire
l'utilisation de pesticides chimiques et de protéger I'environnement, le regne vegétal offre
beaucoup de possibilités que s’appelle la lutte biologique (Bounechada et Arab, 2011). Cette
derniére est une méthode vise a éliminer les insectes nuisibles en par l'utilisation de maniere

rationnelle leurs ennemis naturels. (Roudane, 2018).

Actuellement, plusieurs travaux visent a inventer des méthodes alternatives de lutte
contre les ravageurs présent dans les aliments stockés, en soulignant le potentiel des
insecticides naturels et des substances inertes pour améliorer la protection des cultures sans
présenter de danger (Cissokho et al., 2015). En effet, plus de 59 familles et 188 genres de
plantes sont utilisées pour combattre les insectes nuisibles. Ces plantes contiennent des
substances qui ont des propriétés anti-appétantes, répulsives ou méme insecticides (Kouassi,
2001).

Depuis I'Antiquité, les végétaux et les produits végétaux ont été présentés a afficher
non seulement de leurs avantages pharmacologiques, mais d'autres propriétés biologiques. De
fait certains organes, tels que les feuilles, les fleurs, les fruits, etc., possedent des propriétés
anti-paludisme, bactéricides, fongicides, acaricides, etc., peuvent étre aussi utilisées comme
insecticides (Seri-Kouassi et al., 2004;Bounechada et Arab, 2011 ;Benhissen et al., 2019).

D’ailleurs, I’utilisation des extraits de plantes comme insecticides ont des

avantages intéressants comme leur action rapide, leur biodégradabilité, une faible toxicité sur
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les mammifeéres, la sélectivité et un impact minimale sur les plantes. Autant, et comme ils ont

des mécanismes d’action différents, le développement d’une résistance chez les insectes est

limité. (Hamdani, 2012).

Les plantes se défendent contre les ennemies ravageurs par la production des
métabolites secondaires, tels que les alcaloides, les composés phénoliques, les terpénes, les
stéroides, les huiles essentielles, les lignines, ... qui ont d’importantes propriétés biologiques
contres les insectes nuisibles (Hamdani, 2012). Par conséquent, les molécules actives
peuvent varier d'une famille a une autre et au sein d'une méme famille, et que la sensibilité
peut différer pour un insecte donné d’un stade a 1’autre (Guéye et al., 2011). Aussi, les
principes actifs sont inégalement répartis dans les différentes parties ou organes de la plante
du fait de la spécialisation de ses cellules. Par fois ils sont concentrés dans une seule partie de
la plante. Chaque partie de la plante produit des substances différentes a des proprietés
différentes. Certaines parties d'une plante produisent des principes actifs, tandis que d'autres
produisent des substances toxiques. Il s'agit de l'espéce de la Rue, qui est un grand
guérisseur, tandis que sa tige et ses feuilles contiennent les alcaloides qui les rendent tres

toxiques (Bouraada et al., 2017).

La rue (Ruta graveolens), aussi appelée herbe-de-grace ou péganion (Duval, 1992),
est un sous-arbrisseau appartenant a la famille des Rutacées qui comprend environ 1900
especes on les trouve dans les régions tempérées et chaudes.et considéréee comme originaire
de la région méditerranéenne (Al-Anbagi et al., 2021; Salmi et Maifi, 2021). Cette plante
possede des propriétés medicinales, depuis I'Antiquité il est utilisé par les Grecs et les
Romains comme médicament pour traiter différentes affections telles que les problémes
oculaires, les rhumatismes, la dermatite, la douleur et de nombreuses affections
inflammatoires (Al-Anbagi et al., 2021). Sur le plan biologique, il a été rapporté que R.
graveolens posséde un large éventail d'activités pharmacologiques, notamment une activité
antioxydante, insectifuge, larvicide, anti-microbienne, anti-dépressive, anti-hyperglycémiante,

anti-hyperlipédique, anti-inflammatoire (Attia et al., 2018).

Ces activités biologiques ont été attribuées a la présence de grande variété des
métabolites secondaires fortement aromatiques en raison de la présence des huiles
essentielles. (Derbal et al., 2023) a identifiés plus de 100 composes, variant de sa nature et
ses teneurs selon I’espece, le stade de développement et la distribution géographique

(Hammiche et Azzouz, 2013). Généralement, les feuilles et les jeunes tiges contiennent
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saponines, phénols, acides aminés, flavonoides et alcaloides. Ils contiennent également des
glucosides d'acridone, du gravacridondiol, les époxydes d'acridone et la rutacridone. De plus,
les composés oxygénés y compris les cétones, les aldéhydes, les alcools et les esters ont
prévalu dans les huiles essentielles de feuilles, fruits, fleurs, tiges et racines de cette plante
(Attia et al., 2018).

Selon les rapports, les huiles essentielles obtenues a partir de fruits, de fleurs et de
feuilles sont principalement constituées d'acétate de 2-nonyle, 2-undécanone et 2-nonanone.
(Shamal Badhusha et al., 2020).

Dans le cadre de la mise en valeur et conservation des ressources biologiques ainsi de
I’élargissement du spectre d’activité biologiques des espéces locales, la présente étude vise a
évaluer la toxicité des extraits des feuilles de Ruta graveolens récoltes de la région de Zelfana

wilaya de Ghardaia vis-a-vis le ravageur des légumineuses : Bruchus rufimanus.
Ce travail s’est déroulé selon la démarche suivante :

*Une introduction qui présente des généralités sur le contexte de travail ainsi que

I’objectif principal de cette étude.

*La premiére partie du matériel et méthodes qui est consacrée a la mise en ceuvre de la
plante Ruta graveolens, d’insecte (Bruchus rufimanus), la préparation des extraits de Rue,
caractérisation phytochimiques des différents extraits, I’évaluation de leur activité insecticide
par 1’étude d’un test de toxicité contre le principal ravageur de la féve ainsi une semi
purification et une essaie de caractérisation des molécules bioactives a un effet insecticide

potentiel.

*La deuxiéme partie se concentre sur l'exploitation des résultats obtenus par cette

expérimentation et la discussion des résultats.

*Ce travail se conclut par une conclusion.



Chapitre 1

Materiel et methodes
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Aujourd'hui, le développement de produits naturels moins nocifs pour la santé et
I'environnement suscite un grand intérét, notamment l'utilisation de biopesticides d'origine
végetale comme alternatives aux pesticides synthétiques pour lutter contre les ravageurs qui ont

un impact négatif sur I'économie.

De ce fait, notre recherche a porté sur I’étude de la toxicité des feuilles d’une plante aux
prorpiétés aromatiques et médicinales : la Rue (Ruta graveolens), qui est récoltée de la région de

Zelfana-Ghardaia vis-a-vis le ravageur des féves, dont Bruchus rufimanus.

nous avons effectué notre expérimentation durant la période du mois de Février jusqu'au

mois de Juin 2024 au Laboratoire pédagogique de l'université de Ghardaia.
1. Presentation de la zone d’étude

La matiere végetale a été récoltée au niveau de la région de Zelfana (Wilaya de Ghardaia).
Cette region est situé a 65 Km au Nord de la Wilaya de Ghardaia et a 658 km au Sud d’Alger. La
commune de Zelfana se localise au niveaude latitude 32° 23’ Nord, 4° 13’ Est et a une altitude de
355m. Elle couvre une superficie de 2220 km?, limitée par la commune de El guerara au Nord,
par la commune de Metlili au Sud, par la commune d’El Ateuf a 1’Ouest et par la wilaya
d’Ouargla a I’Est (Figure 01).

Figure 1 : Carte de la situation géographique de la région d’étude (Zelfana) (Hamel,
2023).
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2. Matériel biologique

2.1.Matériel végétal

On a effectué cette étude sur les feuilles de Ruta graveolens. La récolte de la plante a été
effectué au mois de Février dans la région de Zelfana wilaya de Ghardaia. Cette espéce a été

sélectionnée pour les raisons suivantes :

» Le point commun de I'utilisation de cette plante en médecine traditionnlle (traitement
des maladies et des micro-organisme d’origine microbienne).

> Cette espéce est originaire de plusiéres régions du pays et est couramment utilisée
comme ressource naturelle.

» Manque de recherche sur les caractéristiques insecticides de leurs extraits organiques.
2.1.1. Présentation de la plante (Ruta graveolens)

La famille des Rutacées, également nommée Rutaceae, appartient a I'ordre de Sapindales.
Elle préfére les sols rocheux bien drainés et résiste au temps sec et appartenant aux pays
tropicales et tempérées chaudes de globe (Hammiche et Azzouz, 2013; Salmi et Maifi, 2021).
Ainsi, elle contient une tres grande variété de plantes aromatiques (Ben Hadj Fredj et al., 2007).
L’espéce Ruta graveolens, communément appelé «Rue» ou «Sudab» ou «Sadab», est la plante
médicinale la plus commune de cette famille (Parray et al., 2012).

Figure 2 :Feuilles et fleurs de Ruta graveolens (Asgarpanah et Khoshkam, 2012.)
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Le genre Ruta a été découvert par C.von Linné (Mebarkia et Boulaares, 2023). Ruta est
dérivée du mot grec 'rhyté' qui signifie sauver, prévenir (Doerper, 2008). graveolens vient du
latin « gravis » signifiant fort, le verbe «olere» c’est-a-dire sentir (Derbal et al., 2023), ayant
ainsi une odeur forte et désagréable (Messai et Touahria, 2021). Ce genre posséde un aspect
chimique, en raison de la présence de nombreux composés alcaloidiques. Ainsi, un aspect
thérapeutique trés intéressant en raison de I’utilisation des différentes espéces en médecine
traditionnelle (Afrique, Asie et Amérique du Sud) (Mebarkia et Boulaares, 2023). Egalement, il
comprend 8 espéces d’arbustes, sous-armes et plantes vivaces, avec des échelles ou du bois long.
En Algérie, ce genre est présenté par quatre especes difféerents entre elles par I’allure des feuilles,
de la grappe fructifére, des sépales et des bractées (Alloun, 2013). Ces especes sont : Ruta
montana, Ruta graveolens, Ruta chalpensis et Ruta latifolia (Abdi et Tirouche, 2022).

Ruta graveolens appelée communément rue fétide, rue des jardins ou herbe de grace
(Gouami et Nebili, 2020). C’est une plante vivace d’origine méditerranéenne, utilisee depuis
longtemps en thérapie et en cuisine comme épice. Elle est cultivée pour la qualite aromatique et
médicinale de ses feuilles. Elle est caractérisée par son golt amer et sa forte odeur (Abderrazak
et Khmaissia, 2020). Ainsi, la rue peut se développer dans presque toutes les conditions, mais

préfére un environnement sec semi- abrité (Hamla et Hamla, 2020).

Elle est un petit sous-arbuste tres ramifie a feuilles persistantes ou une plante vivace semi
ligneuse, d'environ un metre de haut (Gouami et Nebili, 2020; Mebarkia et Boulaares, 2023).
Les tiges deviennent boisé pres de la base (Mebarkia et Boulaares, 2023). Ses feuilles vert
foncé, sont linéaires-ovales ou oblongues de 7,6 a 12,7 cm de longueur. Elles sont disséqués dans
I’ordre sous la forme d’une cuillére (Asgarpanah et Khoshkam, 2012; Salmi et Maifi, 2021;
Derbal et al., 2023). Ses fleurs de couleur jaune sont réguliéres et petites (Salmi et Maifi, 2021;
Derbal et al., 2023). Chaque fleur ont un diameétre d'environ 1,3 cm de avec quatre pétales
concaves et 8 a 10 étamine (Asgarpanah et Khoshkam, 2012). La floraison s'étend de mai a
ao(t. (Derbal et al., 2023). La plante est hermaphrodite. Les fruits sont secs, arrondis, durs, a 4
ou 5 lobes au sommet, brun grisatre et rugueux. Les graines sont ovoides, arrondies sur le dos,

plates a l'avant (Parray et al., 2012).

Ruta graveolens est I'une des plantes médicinales et aromatiques qui possedent des
propriétés biologiques trés intéressantes qui sont trouvent et utilisées dans divers domaines
(Derbal et al., 2023).
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En raison de la collecte aisée de la plante et de son activité biologique répandue et
remarquable, cette plante est devenue un médicament dans de nombreux pays, en particulier dans
la région méditerranéenne. Elle a été utilisé comme remeéde populaire pour diverses affections
telles que les problémes oculaires, les rhumatismes, les dermatites, la douleur et de
nombreuses maladies inflammatoires et I'nypertension artérielle. (Gouami et Nebili, 2020). Il a
récemment été démontré que Ruta graveolens avait des activités antibactériennes, analgésiques,
anti-inflammatoires, antidiabétiques et insecticides (Hamla et Hamla, 2020). En revanche, la rue
est toxique a forte doses (Messai et Touahria, 2021).

Régne : Plantae
Embrachement : Tracheophyta
Sous-emb- : Spermatophtina
Classe : Magnoliopsida
Super-ordre : Rosanae

Ordre : Rutaceae

Famille : Rutaceae

Genre :Ruta

Espéce :Ruta graveolens

Nom local : El fidjel
(Hamla et Hamla, 2020).

Figure 3 : Planche botanique de rue (Maifi et Salmi, 2017)

2.2 .Matériel animal

Afin d'évaluer le pouvoir insecticide des extraits des feuilles de la plante Ruta graveolens
(Rutaceae), I’espece animale de classe d'insectes de l'ordre de Coléoptére a été choisie, dont

Bruchus rufimanus.

Généralement, la féve (Vicia faba) présente une valeur nutritionnelle tres élevée ;
cependant, sa culture est sujette a des contraintes biotique et abiotique notamment les ravageurs
(Chebili et Chebiri, 2021). Bruchus rufimanus est un ravageur majeur de V. faba présent dans
de nombreux pays et particulierement dans les régions du monde ou la féverole est cultivée

(Delanglez, 2022). Alors, le choix de cette espece se justifie par I’importance leurs degats sur les

10
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denrées alimentaires stockées d’importance économique, dont en attaquant les graines et en les
rendant impropres & la consommation (Chebili et Chebiri, 2021; Hebbaz et Berramdane,
2022). Ainsi, son élevage est facilement réalisé au laboratoire.

Selon I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO), les
insectes nuisibles causent des pertes équivalentes a 35 % de la production agricole mondiale.
En raison de leur efficacité et de leur application simple et pratique, I'utilisation d'insecticides
chimiques est actuellement la technique la plus largement pratiquée pour lutter contre les
ravageurs. Cependant, l'utilisation intensive et négligente de ces insecticides a entrainé la
contamination de la chaine alimentaire et I'apparition d'insectes résistants. L'utilisation de
produits chimiques d'origine végétale semble étre la meilleure option pour nettoyer et contréler
ces ravageurs (Bounechada et Arab, 2011).

2.2.1. Présentation de Bruchus rufimanus

Bruchus rufimanus (Coléoptéres ; Bruchinae) est un petit coléoptere spécifique de la feve,
appelé communément bruche de la féve. La bruche se développe en culture pour se retrouver en
fin dans les grains stockés (Mitache, 2017). Il serait originaire du Bassin Méditerranéen et plus
particulierement d’Egypte (Kacha et Kacel, 2015; Zerroudi et Kadi, 2021). Cette espéce est
cosmopolite, sa présence est signalée dans toutes les régions du monde (Kacha et Kacel, 2015;
Bachi et Mahmoudi, 2017). L’espéce posséde une aire de distribution tres large qui englobe
toutes les régions productrices de V. faba a I’échelle mondiale (Delanglez, 2022). En d'autres
termes, cette distribution géographique est en relation qui existe entre les bruches et leurs plantes

hotes (Bouziane Assam, 2015).

11
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Régne : Animal

Embranchement : Arthropodes
Sous embranchement : Ptérygotes
Classe : Insectes

Section : Néoptéres

Sous-section : Endoptérygotes
Ordre : Coléopteres

Sous-ordre : Phytophagae
Famille : Chrysomelidae (Bruchidea)
Sous-famille : Bruchinae

Genre : Bruchus

Espéces :Bruchus rufimanus (Aoudjit,
2014).

Figure 4 :Vue dorsale de Bruchus rufimanus (Delobel, 2008).

D'un point de vue morphologique, les adultes de B. rufimanus se distinguent des autres
especes par leur taille comprise entre 3 et 5 mm. L’espéce est caractérisée par un dimorphisme
sexuel (présence des males et femelles) (Rodrigue Lugendo, 2022). Il présente une forme courte,
ramassée et globuleuse moyenne. Au corps généralement trapu et de couleurs ternes (a
dominance brunatre) (BouzianeAssam, 2015). Ses pattes antérieures sont jaunes roux, par contre
les pattes moyennes et postérieures sont noirs (Souayah et al., 2002). La téte et le pronotum sont

de couleur variant entre jaune et brune.

En mai ou juin, les adultes qui consomment le pollen et les pétales déposent des ceufs a la
surface des organes floraux. Une femelle peut pondre environ 50 ceufs. L’évolution larvaire
s'effectue parallelement a la croissance des graines. Le développement larvaire se déroule
pendant deux a trois mois et se poursuit apres la récolte (Souayah et al., 2002). Lorsque la larve
éclos, elle pénetre dans la gousse puis dans la graine ou elle se développe pour donner un adulte.
Celui-ci en sortira a la faveur d’un trou bien rond. La plupart ne sortent qu'a la fin de I'Hiver ou

au Printemps suivant (Mitache, 2017).
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printemps
Cycle de développement 7

A oeufs

sur les
gousses

déplacement des adultes

hivernant si la température o

max > 20° oo

_ adultes
hibernation dans
les zones boisées

automne

la majorité en septembre

une larve pénétre
dans une graine
et s'y développe

nymphe
STOCKAGE
adultes

sortie échelonnée
au cours du stockage

Figure 5 : Cycle du développement de la bruche (Sitel)

3. Méthodologie

3.1.Préparation de la poudre végétale

I'abri de I'numidité et a température ambiante.

des étiquettes, en vue de procéder a I’extraction.

Ces insectes passent I'Hiver sans se développer dans un état physiologique particulier
appelé « diapause » qui leur permet de résister au froid. L’ adulte se nourrit de pollen et de nectar

de fleurs jusqu'a I' apparition de nouvelles cultures (Souayah et al., 2002).

La récolte des feuilles de Ruta graveolens a lieu durant le mois de Février dans la région de

Zelfana wilaya de Ghardaia. Les feuilles ont été nettoyées avec I'eau et séchées a I’air libre, a

Apres, le matériel végétal sec a été broyé pour donner une poudre qui a été passée sur un
tamis de maille environ de 0,5 mm de diameétre afin d’obtenir une poudre fine de granulométrie

homogéne. La poudre ainsi récupérée a été conservée dans des sachets en papier, propres portant
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3.2.Préparation des extraits

L'extraction consiste a séparer les éléments actifs des tissus végétaux ou animaux des
éléments inactifs ou inertes en utilisant des solvants sélectifs. Les produits obtenus se
présentent principalement sous forme de liquides, semi-solides ou de poudres,
exclusivement congus a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme
les tisanes et les huiles médicinales cette étape vise a extraire le le maximum de
métabolites secondaires présents dans la plante séchée, en utilisant des solvants
organiques volatils adéquats, ce qui améliore le rendement d'extraction. (Handa, 2008).

Dans cette étude, une extraction solide-liquide par une macération est réalisée. Elle consiste
la mise en contact du matériel végétal seche avec le solvant sans ou bien avec agitation,
habituellement a des température ambiante. Dans les processus d’extraction et de separation de
molécules specifiques (molécules actives) présentes dans un milieu solide, I’opération fait
souvent appel, d’un point de vue technologique, a la diffusion au sein du solide d’un fluide
(liquide) porteur, dit solvant d’extraction. L'extraction est donc une interaction solide-liquide.
(Ben Amor, 2008).

3.2.1. Mode opératoire

Une quantité de poudre de 50 grammes de feuilles seches de la plante mettre dans des
bocoux en verre et macérée dans deux solvant (éthanol et acétate d'éthyle) dans un volume de
250 ml. Le mélange est agité pendant 24h par un agitateur de marque "wiseCube" a une
température ambiante ; le macérat a eté ensuite récupéré et filtré une premiere fois par un papier
filtre Whatman. Aprés, une deuxieme filtration a été faite a l'aide d' une pompe sous vide ; ainsi

I’opération a été répétée trois fois.

Le filtrat résultant a été évaporé a sec par 1’évaporateur rotatif de marque "heidolph™” pour
débarrasser la solution d’acétate d'éthyle ou d’éthanol. Ultérieurement, les extrait ont été
récupérés et garder au réfrigérateur a +4 °C dans des flacons bien fermés portant des étiquettes et
emballés par un papier aluminium pour éviter toute altération du produit jusqu’a son utilisation

ultérieure.
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50 g de la poudre des feuilles

Evaporation

>
Macération dans deux solvants
(éthanol - acétate d'éthyle)
—
Agitation pendant 24h
>

Extrait final

Figure 6 :Protocol de préparation des extraits
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3.3.Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction, par les deux solvants : éthanol et acétate d'éthyle, On le définit
comme le rapport entre la masse de I'extrait sec obtenu et la masse de la matiere végétale séche. 1l

est calculé selon la formule suivante :
R(%) =M/MO0 x 100
R(%0) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de I’extrait sec.
Mo : Masse en gramme de matériel végétale a traiter.

3.4.Criblage phytochimique

Grace a l'analyse phytochimique, il a été possible de définir in vitro les métabolites
secondaires présents dans les extraits. C'est grace aux réactions classiques en solution (Teinkela
et al., 2022). Cette methode repose sur des processus de précipitation ou de coloration a l'aide de
réactifs spécifiques a chaque famille de composés chimiques, ou encore de formation de mousses,
afin de déterminer la présence ou l'absence des grands groupes chimiques.(Berrani et al., 2015;
Valentin et al., 2017).

Les tests phytochimiques réalisés sur les extraits des feuilles de Ruta graveolens, ont
consisté a rechercher des groupes bioactives synthétisees par cette plante notamment : les
alcaloides, les flavonoides, les quinones, les saponines, les stéroides, les tannins et les terpénoides
(Valentin et al., 2017).

Le tableau 1 illustre les différents groupes chimiques rechercheés et les réactifs spécifiques

utilisés ainsi que les résultats positifs.
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Tableau 1: Screening phytochimique de différents extraits de Ruta graveolens.

Groupe

chimique

Flavonoides

Tanins

Terpenoides

Anthocyanine

Coumarines

Quinones
liber

Alcaloides

Composes
rédacteurs

saponosides

Stéroides

mélange a été chauffé pendant 20 minutes. Apres
le mélange refroidi, un volume de 1mL de réactif

Des volumes de 2,5 mL de chloroforme et de 2,5

Protocole Résultats positifs
Un volume de 1 mL de chaque extrait a été
dégusté avec un volume de 0,4 mL d’une
solution de NaOH & 10 %.

La formation d’une couleur
jaune intense (Madike et
al., 2017).

Dans un tube a essai 0,2 mL de P’extrait est
mélangé avec quelque goutes d’une solution de
chlorure de fer FeCls a 1%. Le mélange est
incubé pendant 15 min a 50 °C.

1 mL d’extrait a été ajouté a 0,4 mL de
chloroforme et 0,2 mL d’acide sulfurique.

Une coloration verdatre ou
bleu noir (Ghedadba et al.,
2014)
Apparition d’une couleur
mauve ou violette

Un volume de 0,5 mL de chaque extrait a été
ajouté aux volumes de 0,5 mL de HCI 2N et de
0,5 mL d’ammoniac.

Apparition d’une couleur
rose-rouge devenant bleu-
violet( Madike et al., 2017).

0,5 mL des 5% infusés placés dans un tube dans
lequel sont ajoutes 0,8 mL de NaOH a 10% apres
agitation de la solution.

Aspect jaune indique la
présence de coumarines
(Diallo, 2000).
Le développe une couleur
qui se transforme en rouge
jaune ou Viollet (Dohou et
al., 2003)

Dans un tube a essai 0,5 mL de I'extrait est
mélange avec quelques gouttes de NaOH (1%)

Un volume de 0,5 mL de chaque extrait a été
ajouté au volume de 0,5 mL d’HC1 1 %. Ce La formation d’un précipité
verdatre ou creme (Madike
et al., 2017).
de Mayer a été ajouté goutte a goutte.
Traité 0,25 mL de I’extrait avec 0,5 mL d’eau
distille et 0,5 mL de la liqueur de Fehling puis
les tubes sont chauffes dans le bain-marie a
40°C.
Quelques gouttes d’eau distillée ont été ajoutées
au volume de 1 mL de chaque extrait, puis le
mélange a été agité. Aprés 20 min.

La formation d'un précipité
rouge brique.

La formation d’une mousse
de 1 a 2cm = Test positif
(Bensaad, 2022)

Un changement de couleur
de violet a bleu ou vert ou
un anneau de bleu/vert ou si
la couche supérieure est
devenue rouge et la couche
sulfurique était jaune avec
fluorescence verte (Madike
et al., 2017).

mL de H,SO, ont été ajoutés au volume de 0,25
mL de chague extrait.
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3.5.Evaluation de Pactivité insecticide

L’activité insecticide des extraits des feuilles de Ruta graveolens a été évaluée sur la
mortalité des adultes du bruche de féve, en utilisant le test par contact. Ces tests de toxicité ont
été réalisés selon le protocole expérimental décrit par (Abdelli et al., 2016) avec quelque

modification.
3.5.1. Etude de la toxicité

L’objectif de ce travail est ’étude de I’effet toxique des extraits des feuilles de Ruta
graveolens sur les adultes de B. rufimanus dans des conditions de laboratoire a différentes doses,
afin de trouver une méthode de lutte alternative fiable pour la protection des denrées stockées

contre ce ravageur.
A. Elevage de masse de Bruchus rufimanus

Les imagos de Bruchus rufimanus sont échantillonnés dans un de stock féve infestées. En
effet, au niveau du laboratoire, aprés la sélection des graines bruchées a partir de la féeve
contaminée, 1’arrachement des bruches se fait manuellement a I’aide d’un ciseaux. Ensuite, les
insectes collectées ont été identifiées par M. MEDOUR Salim, maitre de conférence A au
Département des Sciences Agronomiques de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et

Sciences de la Terre de I'université de Ghardaia.

Figure 7 : Graines des féves (Vicia faba) infestée (Originale, 2024).
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Dans le souci d’obtenir une population homogene et suffisante d’insectes adultes pour les
différents tests d’évaluation de 1’action insecticide des extraites des feuilles de Ruta graveolens,
un élevage de masse des insectes adultes de bruche a été effectué sur des graines de féve dans des
bocaux en verre et aérer qui sont gardés a ’obscurité et a une température ambiante. L’élevage
d’insecte est maintenu dans les conditions semi contr6lés au niveau du laboratoire pédagogique
de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre de I'université de
Ghardaia.

B. Tests de toxicité

Afin d'évaluer l'activité insecticide de des feuilles de Ruta graveolens vis-a-vis le ravageur
le plus nuisible Bruchus rufimanus, des tests de toxicité par contact ont été effectués. Le choix
des méthodes d’études sont sélectionnées en fonction des objectifs du travail. De ce fait,

plusieurs tests préliminaires ont été effectués afin de choisir trois doses a utiliser.

Alors, en appliquant le mode de traitement par le contact, quatre lots ont été constitués dont
I’un est témoin négatifs et les autres sont de traitement. Chaque lot de traitement est traité par une

concentration en extrait végétal. Ainsi, pour chaque lot, trois répétitions ont été réalisées.

Figure 8 : Test de la toxicité sur Bruchus rufimanus (Originale, 2024).
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Mode opératoire

Les différentes concentrations (9, 12 et 15 mg/mL) des extraits éthanolique et d'acétate
éthyle des feuilles de Ruta graveolens sont pulvérisés directement et de maniére homogeéne dans
des boites de Pétrie tapissées par du papier-filtre. Alors que le lot témoin négatif est constitué
d’insectes traités par un mélange de (DMSO+ eau distillée). Chaque boite regoit presque 1 mL
d’extrait testé a différentes doses ou témoin. A cet effet quatre (4) lots d’insectes ont été constitué
pour chaque extrait, dont trois (3) lots pour le traitement et un (1) lot témoin. Chaque lot regroupe
15 individus répartis équitablement sur trois boites de Pétri (Répétition) soit 5 individus/botte.

L'ensemble de boites qui contient les insectes expérimentales ont été maintenus dans les
conditions semi contr6lés au niveau du laboratoire (méme condition d'élevage de masse sur les
feves). Ainsi, nous avons enregistré la mortalité des insectes a un intervalle du temps de 2 heures

avec une durée d'observation de 72 heures et aprés chaque 24h dans les 3 jours ultérieurs.
3.5.2. Méthodes d’analyse et exploitation des résultats

Généralement, 1’étude d’effet toxicologique d’un extrait est estimé par les concentrations
létales (DLsp et DLgo) (Maifi et Salmi, 2017). Afin d’évaluer la toxicité des extraits de Ruta
graveolens contre le ravageurs Bruchus rufimanus, les parametres toxicologiques sont

détermines, tels que le taux de la mortalité observée et les doses létales DLso et DLgo.
A. Taux de mortalité

L’efficacité d’un traitement chimique ou biologique a été jugée du premier temps par le
taux de la mortalité (Ould el hadj et al., 2006). Les pourcentage de la mortalité des adultes de B.
rufimanus traités par les extraits végétaux (d’éthanol et d’acétate d’éthyl) sont calculés en

appliquant la formule suivante (kemassi et al., 2019):
Mortalité observée = [Nombre de morts/Nombre total des individus] x 100
B. Dose létale (DL)

La Dose Létale 50% (DLso) correspond a la quantité d'une substance qui peut
entrainer, par la méthode d'administration sélectionnée, la mortalité cumulée de 50% des
individus d’une population mise en expérience (El allaoui et al., 2011). Pareillement, la DLy

indique la concentration létale de 90% des individus traités. Les doses Iétales sont des valeurs
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qui nous renseignent sur I’importance de I’effet toxique des extraits testés. Ainsi, elles sont

des indicateurs important de la toxicité d’une substance.

Elles sont déduites a partir de la droite de régression des probits correspondants au
pourcentage de la mortalité corrigée en fonction des logarithmes des concentrations appliquées
(Kemassi et al., 2019).

C. Temps létale (TL)

Elles sont déduites a partir de la droite de régression des probits correspondants au
pourcentage de la mortalité corrigée en fonction des logarithmes des temps d’expositions
(Kemassi et al., 2019).

3.6.Fractionnement des extraits

L’étude de la chimie d’une plante se repose principalement sur I’isolement, la purification
et I’identification structurale des métabolites secondaires (Mokhtari, 2021). La chromatographie
est une technique de séparation physique qui repose sur les variations d'affinité des substances a
analyser a I'égard de deux phases, I'une qui est fixe et l'autre qui est mobile. D'apres la méthode
chromatographique utilisée, les composants entrainés par la phase mobile peuvent étre séparés
soit par adsorption et désorption sur la phase stationnaire, soit par leur solubilité différente dans
chaque phase. Différentes techniques de séparation chromatographique existent selon l'objectif et
la faisabilité de la méthode utilisée. Une chomatographie peut étre réalisée sur colonne (C.C), sur

couche mince (C.C.M) ou sur papier (C. papier). (Bentaleb et Kenouz, 2020).

Dans la présente étude, la séparation des différentes substances bioactives d’extrait des
feuilles de Ruta graveolens a été réalisée par la chromatographie sur colonne (CC) accompagnée

par une chromatographie sur couche mince (CCM).
3.6.1. Chromatographie sur colonne

Elle est la plus couramment employée pour séparer des quantités de mélanges importantes
et complexes. En effet, elle permet la séparation des constituants d’un mélange et leur isolement,
a partir d’échantillons dont la masse peut atteindre parfois jusqu’a plusieurs grammes (Bentaleb
et Kenouz, 2020). Elle est basée sur la migration dans un dispositif constitué de deux phases : La

phase stationnaire et la phase mobile (Souilah et al., 2019).
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Principe

Cette méthode repose sur le phénomene d'absorption, ou les molécules sont entrainées vers
le bas de la colonne a des vitesses différentes, en fonction de leur affinité pour I'absorbant et de
leur solubilité dans I'éluant. (Souilah et al., 2019).

La phase solide, généralement I’alumine ou la silice, remplit une colonne de longueur
variable : I’échantillon, en solution concentrée, est placé en haut de la colonne et la séparation des
composants résulte de I’écoulement continu d’un €luant, traversant la colonne par gravité ou sous
I’effet d’une faible pression. On peut utiliser comme ¢luant un solvant unique ou bien accroitre
progressivement la polarité de I’éluant afin d'accélérer le déplacement des composeés (Bentaleb et
Kenouz, 2020).

Mode opératoire

La séparation sur colonne a éte effectué sur l'extrait d'acétate d'éthyle qui montre une
grande toxicité par rapport ’extait éthanolique. En premier temps, nous avons remplit la colonne
avec la phase stationnaire qui a été préparée par I'ajout du dichlorométhane progressivement au
gel de silice jusqu'a lI'obtention d'une suspension. Cette derniere a été introduite dans la colonne

gréce a un entonnoir. Puis, on rince les paroi avec I'€luant et on le laisse s'écouler.

Comme une deuxiéme étape, on fait I’entassement de la colonne par I’extrait afin d’obtenir
une grande séparation des molécules selon leur polarité. En effet, une masse d’environ 1g
d’extrait est déposée soigneusement en haut de la phase stationnaire. Dans cette étude, le systeme
d’¢lution sélectionné est le mélange entre le dichlorométhane et 1’acétate d’éthyl en gradient de
polarité. Ce systeme a été adapté pour séparer les différents composants d’extraits des feuilles de

Ruta graveolens.
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Figure 9 :La colonne de chromatographie avant et apres I'entassement de I'extrait
d'acétate d'éthyle (Originale, 2024).

Le processus d’élution est réalisé par un gradient de polarité du systéme dichlorométhane-
acétate d'éthyle en commencant par le dichlorométhane 100% ensuite on augmente
progressivement la polarité de la phase mobile par I'ajout de I'acétate d'éthyle (9:1; 8:2; 7:3 ; 6:4
; 5:5; 4:6;3:7 ; 2:8 ;1:9 et en fin 100% d’acétate d'éthyle). En derniére étape, le méthanol a été
ajouté afin de débarrasser les résidus de molécules restantes sur la phase stationnaire de la
colonne. Une série de tubes en verre numérotés placée au-dessous de la colonne permettant de
récupérer les fractions qui nous avons obtenu. En fin, les fractions concentrées ont été regroupées

a I’aide d’une analyse par chromatographie sur couche mince pour toute les fractions obtenues.
3.6.2. Analyse chromatographique sur couche mince

Les chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier la présence et 1’état de
pureté des produits. Ils sont utilisés pour le suivi et le contréle des processus de purification
(Mokhtari, 2021). La phase stationnaire se compose d'une couche mince et uniforme du gel de
silice séché, finement pulvérisé et appliqué sur un support approprié (feuille d'aluminium ou de
verre) (Arnaout Ou Gharnaout et al., 2014; Merghit et al., 2021). D’autre part, la phase mobile
est constituée d’un mélange binaire ou tertiaire des solvants selon le type des composés et leur

affinité vis-a-vis la phase stationnaire (Souilah et al., 2019; Mokhtari, 2021).
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Principe

La chromatographie sur couche mince s'appuie sur les phénoménes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase
stationnaire) qui est plongé dans un solvant (phase mobile) grace a la capillarité se déplace au
long de la phase stationnaire. La vitesse dépend d’une part, des forces électrostatiques retenant le
composant sur la phasestationnaire et, d’autre part, de sa solubilit¢ dans la phase mobile

(Bentaleb et Kenouz, 2020).

Mode opératoire

Afin de regrouper les fraction obtenues de la séparation par chromatographie sur colonne,
nous avons soumises les différentes fractions a la chromatographie sur couche mince (C.C.M)

selon les conditions expérimentales suivantes :

Phase stationnaire :est représentée par des plaques d’aluminium recouvertes avec un gel

de silice. Ces plaques sont développées dans des cuves en verre saturées avec 1’éluant approprié.

Phase mobile : est constituée d’un mélange binaire de déferents solvants pour choisir un
meilleur systeme de séparation. Nous avons choisi de tester les systémes qui sont cités dans le

tableau suivant :

Tableau 2 : Les systéemes solvant et les proportions pour la CCM

Systéme Proportions
Acétate d’éthyl / dichlorométhane 8/2
Méthanol / dichlorométhane 4/1
Toulene / méthanol 8/2
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Le mélange de la phase mobile a été introduit dans la cuve a 1cm de hauteur pour assurer le
passage et la continuité de séparation, ainsi la cuve est fermée par un papier d’aluminium pour

éviter I'évaporation des solvants.

Apres le dép6t de petite goutte de chacun des fractions sur la plaque, la plague CCM est
placée dans la cuve a chromatographie au fond de laquelle se trouve la phase mobile qui nous
avons préparé précédemment a base de mélange méthanol / dichlorométhane (4/1). Une fois le
chromatogramme développé, la plaque est séchée, a température ambiante, puis examinée sous

lumiére UV a un longueurs d'onde de = 254 nm.

Figure 10 : Migration sur la plague CCM (Originale, 2024).
Dans la chimie des substances naturelles, la révélation est une étape essentielle utilisé afin
de détecter les composes qu'ils contiennent dans un extrait ou une fraction donnée.(Bentaleb et
Kenouz, 2020). Pour révéler les taches apparues sur les plaques, on les pulvérisées par un

révélateur chimique, le vanilline, puis on les chauffées a température de 100°C.

L'analyse des fractions par CCM démontre que ces fractions sont riches en métabolites
secondaires. Plusieurs systemes de solvants sont utilisés lors de cette manipulation, et le choix du

systeme dépend de ceux qui offrent les meilleures séparations (Merghit et al., 2021).
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Par consequent, les fractions qui ont le méme rapport frontal (Rf) sont regroupées suivant la
similitude de leur profil chromatographique en couche mince obtenu aprés la révélation. Le

regroupements des fractions permet d’obtenir six fractions.

Figure 11 : Plaqgue CCM sous la lampe UV et aprés révélation (Originale, 2024).

Tests de toxicité des fractions obtenues

Afin d'évaluer l'activité insecticide de six fractions obtenues du fractionnement d'extrait

d'acétate d'éthyle de Ruta graveolens, on a choisi le méme types d’essai (le test par contact).

Le test consiste de traiter les individus de bruches par les différentes fractions obtenues. En
effet, dans des petites boites de Pétri contenantle papier filtre et des individu, on dispersées les
différentes fractions de maniere homogene. Souvent, chaque lot de traitement contient 5 couples
d'insecte tandis que les lots témoins sont réalisés avec des bruches non traitées. Le taux de
mortalité a été contrélé toutes les 24h d'exposition pour l'ensemble de boites qui contient les

insectes.
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3.7.Analyses chromatographiques des extraits par HPLC

L’extrait végétale des feuilles de Ruta graveolens a été préparé par dissolution de 0.5
mg avec de 5 ml de méthanol (Grade HPLC) puis filtré a travers un filtre, avant Il'injection

dans HPLC avec un injecteur automatique.

L’analyse chromatographique d’extrait a été effectuée par I’utilisation de HPLC
(Thermo Scientific Vanquish UHPLC) au niveau de faculté de ST de I'université de Ghardaia
(Figure 12) en utilisant la colonne C-18 avec une phase mobile isocratique pour la séparation
des composant. La détection a eté effectuée a 250 nm avec volume d’injection de I’ordre de
20 pl. La température de la colonne et le débit sont respectivement de 1’ordre de 25°C et de
0.8 ml/min. La phase mobile était un mélange de méthanol, acétonitrile et eau purifiée (40 :
15: 45 viv)

Les pics sont identifiés par les temps de rétention comparés a ceux des standars.

Figure 12 : Thermo Scientific Vanquish UHPLC (Originale, 2024).
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Partie 2 : Résultats et discussion

Notre étude s'inscrit dans le cadre de la recherche de méthodes alternatives pour la lutte
contre les insectes des aliments stockés en particulier les céréales et les légumineuses ; pour
un but de trouver des substances naturelles a un pouvoir insecticide efficace contre les dégéat
causé par la bruche. Ainsi, elles doivent étre biodégradables, non nocives pour 'hnomme et

non polluants de I'environnement.
1. Rendement d’extraction

L’extraction des molécules bioactives des feuilles de Ruta graveolens se fait par une
macération a froid qui permet d’extraire une large gamme des métabolites secondaire et le
maximum des molécules chimiques contenant dans les matiére végétales par l'utilisation des
solvants organiques. Egalement, elle permet de maintenir l'intégrité des composés bioactifs
sensibles aux fluctuations de température pendant une durée déterminée. Dans notre
expérimentation, I’opération de 1’extraction par macération a été effectuée par deux solvants
de différente polarité (éthanol et l'acétate d'éthyle), ce qui permet d’obtenir deux extraits bruts
(Tableau 3).

Tableau 3 :Caracterisation organoleptique des extraitsde Ruta graveolens

Organe Extrait Aspect Couleur Odeur
Ethanol Pateux Verte fonce Désagréable
Feuille
Acétate d’éthyl Pateux Verte plus foncé Désagréable

Selon la littérature, la couleur des extraits est due a la présence des pigments de
différentes natures, tels que les chlorophylles les anthocyanes les lycopenes, les flavo-
xanthine et les lutéines (Gross et al., 1983;Solovchenko et al., 2019 ; Atia et Troudi, 2023).

Les rendements d’extraction des extraits obtenus ont été déterminés par rapport au poids
de la poudre de matiére végétale initiale (feuille de ruta). Les résultats obtenus sont présentés

dans la figure suivante (figurel3).
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2,16

Rendement d'extraction (%)

Acétate d’éthyle Ethanol

Figure 13: Rendement d’extraction de différents extraits de Ruta graveolens

D’aprées la (Figure 13), le rendement d’extraction des feuilles de R. graveolens est de
2,16 % pour I’extrait éthanolique et de 1,24 % pour I’extrait d’acétate d’éthyle. Alors, I’extrait
d'acétate d'étyle a rapporté le rendement le plus faible. Toutefois, I'extrait le plus rentable était
I'extrait éthanolique. Ce qui peut étre expliqué par la grande solubilité des molécules
bioactives des feuilles dans I’éthanol qui permet d’extraire le maximum de ces molécules

d’interet.

D’apres les travaux d’extraction des molécules bioactives de R. graveolens, 1’étude
d’(Attia et al., 2018) qu’ils ont noté un rendement de 0,36 et 0,21% pour les feuilles et les

fleurs de cette espece repectivement.

Selon une etude mener par (Belaid et Bellil, 2017) sur la méme espéce, ou ont réalisé
I’extraction méthanolique des feuilles par sonication, le rendement en extrait brut est de 1.86
% qui est inférieure a celui obtenu par nos extraits. D’aprés 1’étude de (Aljaiyash et al., 2014)
cite par (Magoura et Moussaoui, 2020), I’extraction des composés organiques de Ruta
graveolens par une maceération dans un solvant hydro-méthanolique a donné un rendement de

34.18% qui est nettement supérieur a nos résultats.

Egalement, des autres études sont menu sur le genre Ruta dont le travail de (Bedjou et
Gali, 2014) sur Ruta chalpensis a montré un rendement trés élevé de 1’acétone 9,31% et de
I’éthanol 16,7%. Aussi, I'extrait éthanolique de cette espéce a présenté un rendement de 5,4%
dans I’étude de (Méradji et al., 2016). Autant, un rendement de 20,83% a été déclaré par

(Cherif et Alou, 2015) qu’ils ont effectué une extraction par le méthanol sur la partie aérienne
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de la méme espece. De méme les rendements d’extrait méthanolique obtenu du Ruta montana
L. et Ruta tuberculata Forsk. sont de 23,94% et 12% respectivement (Chaibeddra, 2014). De
plus, le rendement des plantes est variable selon ’origine géographique de la plante, dont le
rendement d’extrait hydro-éthanolique de la plante Ruta graveolens d’Italie est de 8,3%
(Bendini et al., 2002).

En outre, (Mahmoudi et al., 2013) a déclaré un taux de 0,22% pour l'extrait d'acétate
d'éthyle de R. tuberculata qui est un faible rendement d’extraction par ce solvant. Malgré que
ce solvant a permis d’extraire de 66 % de la partie aérienne d’espeéce Ferula communis

(Aliouche et Aouadj, 2019).

Dans la présente étude, la méthode utilisée est la macération qui a été effectuée durant
24 heures a temperature ambiante. Cette méthode est relativement peu colteuse, la plus
simple, permet d’extraire le maximum des composés bioactifs et aussi permet de préserver
leur bio-activité et de maximiser le temps de contact du solvant avec le matériel végétal

(Djemai Zoughlache, 2009).

Les solvants polaires sont souvent utilisés pour récupérer les molécules bioactives
desmatrices végétales. Il est bien connu que I’éthanol et I’acétate d’éthyle sont des bonnes
solvants pour extraire les composés phénoliques et les molécules bioactives(Basset et

Boumaagouda, 2020).

Ruta graveolens est une plante pleine de métabolites secondaires (flavonoides, coumarines,
alcaloides, huiles essentielles...). Les variations de rendement enregistrées pour la rue
peuvent étre attribuées adivers facteurs, notamment 1’origine géographique de la plante,
I’environnement (type de climat, sol, etc.), aux conditions et le stade de la récolte et de
stockage (Falleh et al., 2008 ; Abdi et Tirouche, 2022). Autant, la différence dans le
rendement peut se lier au ’organe végétal utilisé a savoir les feuilles, les fleurs, les tiges ou

les racines (Atia et Troudi, 2023).

D’autres facteurs peuvent avoir une influence sur le rendement d’extraction qu’ils
s’agissent les méthodes et les conditions d’extraction appliquées tels que le pH, la
température, le ratio solide/liquide, la solubilité des composés bioactifs dans un solvant
d’extraction, le temps d’extraction etla nature du solvant (Macheix et al., 2005;Santos et al.,
2012).
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2. Criblage phytochimique

L'étude des composés actifs issus des plantes revét une importance capitale car elle a
offert une alternative a tous les produits chimiques.Afin d'atteindre cet objectif, une analyse
phytochimique a été réalisée sur les extraits préparés a partir les feuilles de Ruta graveolens
en utilisant deux solvants (éthanol et acétate d'éthyle). Les résultats obtenus de 1’ensemble de
réactions de caractérisation pour différents composés chimiques sont exprimeés selon le type
de réaction suivant, qui sont en relation avec l'intensité du précipité ou de coloration et

sontregroupés dans le Tableau 4.
Tableau 4 :Screening photochimique des extraits des feuilles de Ruta graveolens.

Extrait éthanolique Extrait acétate d'éthyle

Tanins (++) (+)
Flavonoides (++) (+1)
Qiunones libres ) (++)
Coumarines ) (+)
Stéroides ) (+)
Terpénoides ) )
Composé réducteurs ) ()
Alcaloides ) (+++)
Saponoside ) ()
Anthocyamine () ()

D’apres le tableau 3, nous remarquons une variation dans la distribution des groupes
chimiques entre les deux solvants d’extraction utilisés. Il est a noter I’apparition des
flavonoides, des tanins, des stéroides et des alcaloides dans les deux extraits des feuilles de

Ruta graveolens.
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Tandis que, les terpénoides, les composés reducteurs, les anthocyamines et les
saponoside sont notés des résultats négatives dans les deux extraits. En revanche, les résultats
de recherche sur les quinones libres et les coumarines ont montré leur absence dans I'extrait

éthanolique par contre ils sont présents dans I'extrait d'acétate d'éthyle.

Par conséquent, ces résultats ont déduit la richesse des extraits des feuilles de Ruta
graveolens par les flavonoides et les tanins. Ils sont des composés naturels présents dans de
nombreux fruits et légumes qui ont une importante propriété antioxydante. Ils sont considérés
comme des pigments. Souvent, ils ont impliqué dans la coloration des fleurs, des fruits, et
parfois des feuilles. Dans l'alimentation humaine, ils sont les plus répandus dans les fruits,
vins, thés et cacao (Bouzred et Damak, 2023). Pareillement, ils sont synthétisés par les
plantes soumises a des conditions difficiles (infections, blessures, radiation UV, ...) et sont
impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la

rhizogenése, la germination des graines ou la maturation des fruits.

Autant, les tanins constituent un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. De
ce fait, ils sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes
insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, en

réduisant ainsi la digestibilité des aliments (Boucif, 2018).

Ces résultats sont en d’accord avec (Diwan et al., 2012) sur la composition
phytochimique de Ruta graveolensou ils ont déclaré la présence des flavonoides en

proportion importante. Des mémes résultats sont rapportés par (Gouami et Nebili, 2020),

Dont ils ont constaté la présence des flavonoides (flavoneles, flavone, anthocyanes), tanins
catéchique, les stéroides, des terpenes, des alcaloides et des huiles essentielles. Ainsi, ils ont

déclaré I’absence des tanins galliques, les quinones et les saponines.

Comparativement aux résultats de Ruta graveolens, (Attou, 2011) a noté presque les
méme composition chimique avec Ruta chalepensis. Ainsi, (Daoudi et al., 2016) ont montré
la richesse d’espece Ruta chalepensis par les flavones, catéchols, Stérols, triterpenes, oses et
holosides. Par contre, elle est dépourvue des leucoanthocyanes qui sont caractérisés I’espece

Ruta montana.

32



Partie 2 : Résultats et discussion

Les essais phytochimiques effectués par (Allouni, 2018) ont dévoilé que les extraits de
la partie aérienne de Ruta montana sont caractérisés par la présence des tanins et et les
coumarines qui se trouvent dans toutes les parties de la plante, et en particulier dans les fruits.
Néanmoins, le travail D’(Atia et Troudi, 2023) a montré que les extraits acétonique et
d'acétate d'éthyle de Ruta tuberculata sont généralement caractérisés par une faible teneur en
coumarines et flavonoides. Par contre, les travaux de (Hamdi et al., 2018) sur la méme plante
ont révélé que le contenu le plus important en flavonoides a été observé dans I’extrait

d'acétate d'éthyle. Ainsi, il est tres riche en tanin et coumarine (Benaichi et Bechki, 2023).

Les résulats obtenus du test du criblage des flavonoides des deux plantes de R.
tuberculata et P. tomentosa montré la richesse des extraits acétonique et les extraits aqueux en
flavonoides. Cette richesse a été notée pour les extraits méthanoliques de deux plantes, par
contre ceux d’acétate d'éthyle sont caractérisés par un teneur en flavonoides plus faible
(Benaichi et Bechki, 2023).

La variation de la composition chimique des plantes peut étre influencée par plusieurs
facteurs tels que la situation géographique, 1’organe prélevé, la période et le moment de
prélevement ainsi les conditions de stockage (Telli, 2017). De plus, les conditions biotiques et
abiotiques, la nature du sol et le type du climat ou poussent ces plantes ont influé sur
labiosynthese des meétabolites secondaires (Enneb et al., 2015). Similairement, la teneur des
molécules bioactives varient selon certains paramétres pendant la croissance de la plante telles

que: la salinité, sécheresse et exposition solaire (Falleh et al., 2008).

L'absence des autre familles chimiques peut étre expliqué par une différence au niveau
de plusieurs parametres soit géographiques, physicochimiques ou biologiques tels que: la
différence du site de récolte y compris ’environnement de la plante, les précipitations, la
topographie,la lumiere, la saison, type de sols, le patrimoine génétique , période de récolte, la
procédure d'extraction utilisée, la partie de la plante étudiée ou leurs produits phytochimiques
(Malik et al., 2012; Akhtar et al., 2018 ; Serondo et al., 2022).
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3. Activité insecticide
3.1.Taux de mortalité

Au niveau du laboratoire, I’étude de la toxicité de différents extraits organiques des
feuilles de Ruta graveolens a été réalisée par un traitement de contact vis-a-vis les adultes
d’insecte étudié. Suivant les figures 14 et 15 qui présente I’effet toxique de différents extraits
organiques contre les adultes Bruchus rufimanus, I'utilisation des doses croissantes des

extraits provoquent la morte des individus traités. Ainsi, la toxicité se differe d’un extrait
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Figure 14: Toxicité d’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de Ruta graveolens contre
les adultes de Bruchus rufimanus.
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Figure 15: Toxicité d’extrait étanolique des feuilles de Ruta graveolens contre les
adultes de Bruchus rufimanus.
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Les études toxicologiques permettent de déterminer 1’efficacité des extraits des feuilles
de Ruta graveolens ; ainsi les résultats obtenu sont montré que le taux de mortalité des
bruches évolue proportionnellement avec la durée d’exposition et les différentes
concentrations employés (9,12 et 15 mg/mL). La mortalité moyenne des bruches dans les lots

témoins est nulle dans les 3 premiers jours d’exposition.

Il est remarquable que la concentration 9 mg/mL de deux extraits organiques provoque
des taux de mortalité ne dépassent pas 40 % pendant les premiers 12 h de temps d’exposition.
Tandis que, la mortalité est de I’ordre de 60% est obtenue apres une exposition de 48h.

De plus, les taux de mortalité obtenus par la concentration 12 mg/mL d’extrait d’acétate
d’éthyle sont plus élevés que ceux obtenus par I’extrait éthanolique. En effet, une mortalité
prés de 90 % a été enregistrée pendant les 12h et 24h d’exposition par I’utilisation d’extrait
d’acétate d’éthyle. Autant, elle est de 1’ordre de 100% apres une exposition de 48h.
Néanmoins, I’extrait éthanolique provoque des taux de mortalité ne dépassent pas 60 %

pendant les premiers 24 h de temps d’exposition.

Toutefois, la concentration 15 mg/mL des extraits a présenté une mortalité de 1’ordre de
100% a I'égard des adultes des bruches aprés 12h de temps d’exposition pour 1’extrait
d’acétate. Pour I’extrait éthanolique, il est provoqué un taux de mortalité de 100% apres un

temps d’exposition de 24h.

Les reésultats de notre expérimentation montrent que les deux extraits sont efficaces a
I'égard de B. rufimanus. Tandis que, I'extrait d'acétate d’éthyle des feuilles de R. graveolens a
révélé un pouvoir insecticide significatif sur les insectes de l'espece de B. rufimanus par
rapport I’extrait éthanolique pendant les premiérs heures apres une application par contact. En
conséquence, 1’efficacité des extraits est meilleure vis-a-vis les adultes de bruches pendant

24h d’exposition et il est atteint un taux maximal de 100%.

Le test de toxicité par contact de l'extrait d'acétate d’éthyle a 1’égard des adultes de
bruche sa déduit que le taux de la mortalité accroitre avec 1’augmentation de la
concentrations d’extrait. Alors, le taux de la mortalité a été lié avec la variation des doses de
traitement et de temps d’exposition. En effet, de méme constatation a été noté par (Siradj,

2015) qu’il a étudié I'effet d’huile essentielle d’oranger (Citrus sinensis) sur les adultes de P.
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blanchardi. Les résultats obtenus indiquent que les taux de mortalité, pour des différentes

doses, augmentent parallélement avec les doses et la durée d’expositions.

Généralement, plusieurs travaux scientifiques ont été montrés I’activité insecticide des
plantes contre les les insectes des denrée stockées tels que : Melia azedarach L., Peganum
harmala L. Myrtus communis, Eucalyptus citrodoria, Menthapiperita, Origanum vulgare,
Oleaeuropaea L., Melia azedarach L. (Amara et Bouarroudj, 2020 ;Chebili et Chebiri,
2021; Zerroudi et Kadi, 2021).

A titre de comparaison, les résultats des taux de mortalité totale de différentes
concentrations des exraits Ruta graveolens sur les imagos de Bruchus rufimanus étaient
similaires a ceux déterminer par (Zerroudi et Kadi, 2021) qu’ils ont montré que la plante
d’eucalyptus (Eucalyptus citrodoria) a une efficacité sur le ravageur B. rufimanus par un taux
de mortalité qui atteint 100%. Aussi, (Bouziane Assam, 2015)a montré un effet toxique tres
hautement significatif sur la durée de vie de B. rufimanus par un test de contact avec I’huile
essentielle de Salvia officinalis ; il a enregistré une mortalité totale des méales et des femelles
de B. rufimanus aprés 24h d’exposition pour la plus forte dose d’huile. Ainsi, des mémes
résultats ont été déterminés par (Bachi et Mahmoudi, 2017) pour I’huile essentielle de pin

maritime.

Autre étude a été menée par (Chebili et Chebiri, 2021) pour les bruches d'haricot
traitées par les huile essentielle de Mentha piperita par un test d'inhalation. L'inhalation de
cette huile présente des niveaux de toxicité notables, entrainant une diminution substantielle
de la durée de vie de B. rufimanus. A mesure que la dose et la durée d’exposition augmentent,
I’impact devient encore plus prononcé. Ainsi, a des doses maximales, une mortalité compléte
a été observée dans les 24 heures suivant I'exposition. Ces résultats sont semblable avec ceux
qui rapportés par (Joseph et al., 2022) pour I’activité répulsive des huiles essentielles de Z.

officinale et C. ambrosioi d’organes frais a 1’égard de la bruche d’haricot.

Egalement, le pouvoir insecticide a été montré pour le genre Ruta par 1’espéce R.
chalepensis selon 1’étude menée par (Benhissen et al., 2019), ils ont marqué la sensibilité des
larves du quatrieme stade de C. longiareolata aux extraits aqueux des feuilles de R.
chalepensis se qui traduite par des taux de mortalit¢ plus ou moins élevés selon les

concentrations utilisées et surtout selon le temps d’exposition aux extraits.
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3.2.Cinétique de la mortalite

Les adultes de B. rufimanus traités par les différents extraits organiques des feuilles de
Ruta graveolens ont présenté une variation remarquable des taux de mortalité au cours de
I’évolution de temps d’exposition avec un enregistrement de fagon réguliére pour chaque

extrait pendant les 72 h.
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Figure 16 : Cinétique de mortalité des imagos de Bruchus rufimanus traités par

I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Ruta graveolens.

D’apres la figure 16 qui présente 1’évolution temporelle de la toxicité d’extrait
d’acétate d’éthyle contre les imagos de Bruchus rufimanus. La toxicité de cet extrait présente
une certaine stabilisation apres 24 h de I’exposition. L’obtention d une mortalité de 1’ordre de
100% ne dépasse pas les 2h d’exposition pour la concentration 15 mg/mL d’extrait d’acétate
d’éthyle testé. Les concentrations 9 et 12 mg/mL présentent un effet toxique progressif avec le
temps d’exposition. Le départ de I’effet est enregistré aprés 6h de contact pour la
concentration 9 mg/mL d’extrait d’acétate d’éthyle. Cette concentration présente une toxicité
qui ne dépasse pas 70% pendant 72h d’exposition. En revanche, la concentration 12 mg/mL a
présent une toxicité de I’ordre de 100 % aprés 48h d’exposition. Alors, ’extrait d’acétate
d’éthyle présente une toxicité qui se différe d’une concentration a I’autre avec un ordre

croissant.
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L’¢évolution temporelle de la toxicité des extraits éthanolique des feuilles de Ruta

graveolens contre les imagos de Bruchus rufimanus a été présentée dans la figurel7.
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Figure 17: Cinétique de mortalité des imagos de Bruchus rufimanus traités par

I’extrait éthanolique des feuilles de Ruta graveolens.

Il est remarquable que la stabilité de la toxicité des extraits soit remarquée apres 48 h
d’exposition pour toutes les concentrations testées. En effet, les concentrations 12 mg/mL et

15 mg/mL d’extrait éthanolique provoque une moralité de 1’ordre de 100 % apres 48h et 24h
d’exposition respectivement.

Le départ de D’effet toxique a été enregistré aprés 2 h d’exposition pour les
concentrations 12 mg/mL et 15 mg/mL. Par contre, la concentration 9 mg/ml présente un effet
toxique apres un temps d’exposition de 6h. Ainsi, cette concentration expose des taux de
mortalité maximale ne dépassent pas 60% pendant les 72 h de ’exposition.

Le suivi de la cinétique de la mortalité apres le traitement par contact des adultes de
bruches par les deux extraits d'acétate d’¢thyle et d’éthanol permet de déduire une
augmentation progressive pour les taux de mortalité en paralléle avec le temps d’exposition.
Souvent, ont a noté des effets toxiques aprés 2h d’exposition pour les concentrations 12

mg/mL et 15 mg/mL. Ainsi, cette évolution est stabilisée généralement apres 24h de contact.
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En conséquence, les taux de la mortalité ont été bien liés avec la variation des doses de

traitement et de temps d’exposition.

Ces résultats sont comparables avec le travail d’(El Idrissi et Amechrouq, 2014) qu’ils
ont étudié I’activité insecticide de I’huile essentielle de Dysphania ambrosioides L. sur
Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). lls ont constaté que la toxicité de I’huile
essentielle dépend de la concentration et de la durée d’exposition. De sorte que, la survie des
adultes diminue au fur et a mesure que la concentration de I’huile essentielle et la durée

d’exposition augmentent.

3.3.Efficacité de Pactivité
3.3.1. Doses létales

Sur la base des droites de régression des probits correspondants au pourcentage de la
mortalité corrigée en fonction des logarithmes du temps de traitement, on a déterminé les
doses létales de 25%, 50% et 90% de la population de Bruchus rufimanus. Les résultats de la
régression établis ainsi que leurs parametres de l'extrait de l'acétate d'éthyle ont été déterminés

dans le tableau 5 :

Tableau 5:Valeurs de doses létales d’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Ruta

graveolens.
d’élsmsion Equation R’ [n?gﬁu [rr?glﬁu [rr?g%fﬁu
6h y=15479x-10,69  0,9924 | 9,3331 | 10,3173 | 12,4850
12 h y=12,834x-7,5682 0,991 | 8,4484 | 9,5343 | 12,0000
24 h y=11,302x-5,8193  0,9708 | 7,9005 | 9,0634 | 11,7685
48 h y=11,032x-4,9753  0,8102 | 6,9682 | 8,0208 | 10,4815
72h y=10,158x-3,9782  0,8102 | 6,5691 | 7,6534 | 10,2344

D’apres le tableau 5, les valeurs de DLso de 1’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Ruta
graveolens se varient de 7,6534 mg/mL a10,3173mg/mL, alors que les valeurs de DLgo se varient
de 10,2344 mg/mL au 12,4850mg/mL.
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Tableau 6: Valeurs de doses Iétales d’extrait éthanolique des feuilles de Ruta graveolens.

d’élsgﬁsion Equation R’ [rr?gl7r2r5|I] [rr?g|7r53|] [rr?glﬁﬁu
6h y= 48547 x-0,5368  0,9502 | 10,0385 | 13,8198 | 25,3850
12h y=68636x-2,1393 0868 | 87492 | 10,9690 | 16,8636
24h y=10972x-57575 07413 | 82989 | 9,5598 | 12,5110
48 h y=11,032x-4,9753 08102 | 6,9682 | 8,0208 | 10,4815
72h y=11,032x-4,9753 0,8102 | 69682 | 80208 | 10,4815

Le tableau 6 présent la régression de I’extrait éthanolique des feuilles de Ruta

graveolens. Ces résultats montrent que 1’effet toxique de cet extrait est appréciable pendant
les 6h avec des valeurs de DLsy comprises entre 8,0208 mg/mL et 13,8198 mg/mL. Autant,
les valeurs de DLggvarient de 10,8415 a25,3850 mg/mL.

3.3.2. Temps létals

Sur la base des droites de regression des probits correspondants au pourcentage de la
mortalité corrigee en fonction des logarithmes des concentrations de traitement, on a

déterminé les temps létales de 25%, 50% et 90% de la population de Bruchus rufimanus.

Tableau 7: Valeurs de temps létales d’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de Ruta

graveolens.

Concentration Equation R? TLas[h]  TLso[h]  TLeo[h]
9 mg/mL y =1,1208x + 3,4157 0,9509 6,4891 25,9146 | 360,8858
12 mg/mL y =1,8173x + 4,2015 0 1,1709 2,7504 13,9582
15 mg/mL ND ND ND ND ND

D’apres les résultats de la régression établis d’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles de

Ruta graveolens indiqués dans le tableau 6, cet extrait présente un temps létal minimal de
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2,75h pour une mortalité cumulée de 50% de la population qui a été enregistré pour la dose 12

mg/mL.

Tableau 8: Valeurs de temps létales d’extrait éthanolique des feuilles de Ruta graveolens.

Concentration Equation R? TLos[h] TLso[h]  TLoo[h]

9 mg/mL y =1,0657x + 3,4155  0,9303 7,1510 | 30,6772 | 489,5323

12 mg/mL y=3,1835x+1,6789 0,8654 6,7843 | 11,0465 | 72,9206

15 mg/mL y=2,3082 x +3,7161  0,8482 1,8375 3,5994 12,9314

Le tableau 8 présent la régression établis de I’extrait éthanolique des feuilles de Ruta
graveolens appliqué sur le ravageur Bruchus rufimanus. Les résultats montrent que cette
extrait présente un temps létal minimal de 3,5994h pour une mortalité cumulée de 50% de la
population qui a été enregistré pour la dose 15 mg/mL.

L’efficacité insecticide d’espéce Ruta graveolens a été confirmee par le travail de
(Perera et al., 2019). Ils ont déduit que I’huile essenticlle de cette plante a présenté une forte
toxicité en fonction de la concentration et I'espéces d'insectes et le temps, dans les quelles
I'extrait a causé un mortalité de 100% a des concentrations de 1,52 et 0,46 mg/mL contre les

deux espéces Sitophilus zeamais et Corcyra cephalonica.

Pareillement, la plante de Ruta graveolens montré une excellente activité larvicide dans
I'étude de (Dris et Bouabida, 2020). En effet, I'huile essentielle de Ruta graveolens, aux deux
concentrations létale (LCys et LCsp), provoque une diminution significative du poids et du
volume, des compositions biochimiques et des indices caloriques des larves de troisieme et
quatriéme stade de Culex pipiens. Ainsi, ils ont noté des valeurs LCso de 9,95 et 11,77 ppm
pour L3 et L4 de Culex pipiens respectivement ; et la mortalité a été enregistrée apres 24

heures d'exposition.

De plus, l'efficacité de I’activité larvicide a été déduit par ’espéce R. chalepensis du
méme genre que Ruta graveolens. (Benhissen et al., 2019) ont observé qu’il y'a une
sensibilité des larves du quatrieme stade de C. longiareolata aux extraits aqueux des feuilles
de R. chalepensis qui se traduit par des taux de mortalité plus ou moins élevés selon les

concentrations utilisées et surtout selon le temps d’exposition aux extraits. Pour assurer une
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mortalité de 50 % des larves aprés le premier jour, la concentration d’extrait de R. chalepensis
doit étre égale a 22,17 g/L, et la concentration 46 g/L assurent la mortalité de 90%. Au
deuxieme jour, les doses létales DLsp et la DLgo sont 8,82 g/L et 14,31 g/L repectivement.
Concernant les temps létaux, la concentration 8 g/L de feuilles de R. chalepensis peut éliminer
50% de la population de C. longiareolata en environ 3 jours et 90% de ces moustiques

peuvent étre éliminés dans 8 jours de traitement.

Autre étude menée par (Ali et al., (2013) sur I'évaluation de l'activité insectiside des
huiles essentielles de Ruta chalepensis sur Aedes aegypti et Anophele. Quadrimaculatus. Ils
ont montré qu’il y'a une activité répulsive sur les larves ; et la toxicité est plus importante sur

celles d’A. quadrimaculatus (CLso de 14,9 ppm) que sur A. aegypti (LCso de 22,2 ppm).

Egalement, le travail de (Regnault-Roger et Hamraoui, 1993), sur les larves d’A.
obtectus, B. rufimanus et C. maculatus exposées aux extraits de d’O. glandulosum, a montré
que cette plante présente une activité contre ces especes. La mortalité en genéral est plus
élevé en A. obtectus pour les mémes doses/durée d’exposition que en B. rufimanus et C.
maculatus. En plus, aprés le 6™ jour, tous les insectes expérimentales d’A. obtectus ont été
morts par toutes les doses testées. Ainsi, B. rufimanus et C. maculatus semblent étre plus
résistants que A. obtectus aux différentes concentrations.Les DLsy déterminées étaient de 1,44
uL/ 30 g de graines sur A. obtectus, de 7,72 uL/ 30 g de graines sur B. rufimanus, et de 2,06

uL/ 30 g de graines sur C. maculatus.

3.4. Tests de toxicité des fractions obtenues

La figure 18 présentente les taux de mortalités de différentes fractions d’extrait d'acétate
d'éthyle des feuilles de Ruta graveolens contre les adultes de Bruchus rufimanus en fonction

des temps d’expositions.

Ces résultats montrent que les fractions 1 et 4 sont les plus toxiques avec des taux de
mortalité de 1’ordre de 100% aprés une heure de 1’exposition. Les autres fractions présentent
des taux de mortalités variés avec les temps d’expositions. La fraction la moins toxique est la
fraction 5 qui a présentée une toxicité de I’ordre de 100 % apres 24 de I’exposition de insectes

vis-a-vis ’extrait

Tous les fractions récupuré de I’extraitsd'acétate d'éthyle des feuilles de Ruta graveolens

présentent une forte toxicité contre les adultes de Bruchus rufimanus.
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Figure 18 :Toxicité des fractions d’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de Ruta
graveolens contre les adultes de Bruchus rufimanus.

3.5.Analyses chromatographiques des extraits par HPLC

D’aprés les résultasts mentionnés dans la figure 19 et le tableau 9, les analyses
chromatographiques d’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de Ruta graveolens par HPLC ont
permis de détecter 12 pics. Aprés 'utilisations des standards, 8 pics ont été déterminés qui
sont respectivement selon les temps de rétention : Acide chlorogenique, Acide tannique,

Quercetine, Adonitol, Acide gallique, Acide coumarique, Acide caféique, Acide ascorbique.

Nos résultats ressemblent avec ceux de (Ekiert et al., 2014) qui a peu identifier la
présence d'acide caféique, acide chlorogénique, acide p-coumarique, acide p-
hydroxybenzoique, acide protocatéchique et acide syringique dans l'extrait méthanolique de

Ruta graveolens.
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Figure 19 : Chromatogramme d’analyses d’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de Ruta
graveolens par HPLC

(Elansary et al., 2020) montré que Ruta graveolens contenait principalement les
acides phénoliques, I'acide chlorogénique et l'acide p-coumarique, ainsi que les flavonoides

rutoside et quercétine.

Selon (Saeed et al., 2023), Les principaux composés phénoliques du les extraits a
I'éthanol de Ruta graveolens étaient le catéchol et la coumarine, I'nydroquinone, tandis que le

résorcinol et la coumarine provenant des extraits a I'acétate d'éthyle.

Le travail de (Frent et al., 2023) a permis détecter dans 1’extrait de Ruta graveolens
des composés polyphénoliques et flavonoides, tel que l'acide chlorogénique, l'acide p-
coumarique, acide férulique, acide synapique, isoquercétine, et quercétine. (Lee et al., 2023),
ont indiqué que les extraits de Ruta graveolens étaient riches en des composés phénoliques

tels que I'acide protocatéchique, la rutine, le psoraléne et la xanthotoxine.
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(Al-Ajlouni et al., 2015) a montré que HPLC a permis de détecter 5 composants dans
I’extrait éthanolique a savoir : Rutin, Psoralen, Xanthotoxin, Bergapten et Imperatorin.
(Molnar et al., 2018) a pu extraire la Rutine a partir des feuilles de Ruta graveolens. La
rutine est le principal glycoside flavonoide trouvé dans Ruta graveolens par méthode

chromatographique (Hamad et al, 2012).

Les métabolites phénoliques végétaux tels que l'acide chlorogénique et I'acide
tannique portent négativement sur le comportement alimentaire, la croissance, le
développement et la reproduction des insectes, et qu'ils peuvent avoir des effets mortels sur
des insectes spécifiques. L’acide chlorogénique est un métabolite naturelle a potentiel

insecticide présent dans diverses plantes. (Lin et al., 2023).

Tableau 9: Résultat d’intégration d’analyses d’extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de Ruta
graveolens par HPLC

No. Nom du Peak Tempsde rétentionmin
! Acide chlorogenic 1,830
2 Acide tannique 4,515
° Quercetine 5,203
’ ND 8,332
° Adonitol 9,628
° ND 12,063
! ND 13,660
° ND 15,870
° Acide galique 19,215
10 Acide coumarique 21,937
1 Acide caféique 23,665
12 Acide ascorbique 27,262
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Conclusion

Pour assurer une meilleure contribution, tout en préservant au maximum le milieu naturel, de
nouvelles approches préventives ainsi que de nouveaux produits sont constamment recherchés. Les
produits naturels ayant une vaste gamme d'effets pharmacologiques tels que anti-paludisme,
bactéricides, fongicides, acaricides, etc., peuvent étre aussi utilisées comme insecticides alternatifs
depuis longtemps.

La présente étude vise & évaluer I'efficacité des extraits des feuilles de Ruta graveolens
récolté au niveau de la région de Zelfana —Ghardaia vis-a-vis le ravageur des denrées stockées
Bruchus rufimanus d'importance de sécurité alimentaire en déterminant les paramétres de létalité.
De plus, nous nous sommes intéresses a la purification et la caractérisation des molécules

bioactives des extraits promotteurs.

La macération a froid de la poudre des feuilles de Ruta graveolens dans deux solvants
(éthanol et acétate d'éthyle) a révelé des faibles rendements, qui étaient de I’ordre 1,24 % et 2,16%
pour I’extrait d’acétate d’éthyle et d’éthanol respectivement. Alors, le meilleur extrait était I'extrait

éthanolique.

L’analyse qualitative réalisée par un screening phytochimique a montré la présence de
nombreux familles des composes naturelles, principalement les flavonoides, les tanins les
alcaloides pour les deux extraits. Il a en outre révélé des quantités plus faibles des stéroides. En
revanche, les quinones libres et les coumarines sont caractérisés 1’extrait d’acétate d’éthyle
seulement, dont ils sont absents dans I'extrait éthanolique. Par contre, les tests de recherche des

saponosides, des anthocyamine, des tererpénoides et des composes réducteur sont négatifs.

L’étude de lactivité insecticide des extraits bruts des feuilles de Ruta graveolens apres
I’application des traitements par contact Vis-a-vis les adultes de Bruchus rufimanus dans les
conditions du laboratoire a révélé un bon effet insecticide représentant des taux de mortalité tres
importants avec une relation dose-réponse. En effet, a forte dose, les extraits des feuilles de ruta

graveolens provoquent une mortalité totale des bruches.

Le fractionnement d’extrait d’acétate d’éthyle par des méthodes chromatographiques
(chromatographie sur colonne et en couche mince) a permis d’obtenir six fractions qu’elles ont

confirmé la toxicité des différents composes des feuilles de cette plante.
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L’identification des substances bioactives contenues dans les fractions d’extrait de R.
graveolens est effectuée par une chromatographie liquide a haute performance (HPLC) qu’elle
permet de détecter la présence de: Acide chlorogenic, Acide tannique, Quercetine, Adonitol,
Acide galique, Acide coumarique, Acide cafeique, Acide ascorbique.

Absolument, l'utilisation de bio-insecticides végétaux dans I'agriculture s'inscrit parfaitement
dans le cadre du progrés durable. La biodiversité végétale de I'Algerie a été exploité comme une
source formidable des métabolites secondaires aux diverses proprietés en particulier
thérapeutiques. Ces composés peuvent étre utilisés de maniere efficace et respectueuse de
I'environnement pour contrbler les ravageurs alimentaires, offrant ainsi une alternative aux produits

chimiques synthétiques qui peuvent étre nocifs pour la santé humaine et I'écosysteme.

En perspective, il serait souhaitable de:

-Etudier I’acte des extraits de Ruta graveolens sur certain parametre biologique et

physiologique tel que la reproduction et la durée de cycle biologique de ce ravageur.
-Etudier I’activité insecticide des extraits de Ruta graveolens contre d’autres ennemis.

-Appliquer des tests toxicologiques aux extraits des feuilles pour contrdler leur effet

toxique sur 1’étre humain.

-Accomplir des analyses fines pour reconnaitre le principe actif et la composition

chimique de chaque fraction testée.
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Résumé

Les dégats causés par les insectes aux stocks de céréales et de légumineuses ont fait 1’objet de nombreuses études en Afrique.
L'objectif principal de ce travail consiste de trouver des substances naturelles & un effet insecticide contre le ravageur de la féve :
Bruchus rufimanus en utilisant les extraits des feuilles de la plante Ruta graveolens(Rutaceae) de la région de Zelfana - Ghardaia
comme une alternative aux pesticides synthétiques pollueurs de I’environnement. Les feuilles de la plante ont été soumises a une
extraction par macération dans deux solvants : acétate d'éthyle et éthanol. L’analyse qualitative réalisée par un screening
phytochimique a déterminé la présence de plusieurs composés chimique en particulier les flavonoides, les tannins, les stéroides et
les alcaloides. L’étude de I’activité insecticide des extraits de R. graveolensa été montré un effet toxique trés fort sur les adultes
de Bruchus rufimanu avec un traitement par contact, notamment pour I’extrait acétate d’éthyle. Cette efficacité est représentée
par des parametres toxicologiques calculés, a savoir DLsg, DLgg, TLso et TLgo. La sensibilité des adultes était variable et encore
plus élevée avec ’augmentation des concentrations d’extrait et avec le temps d’exposition. Le fractionnement d’extrait d’acétate
d’éthyle par des méthodes chromatographiques (chromatographie sur colonne et en couche mince) permet d’obtenir six fractions
qu’elles ont confirmé la toxicité des différents composés des feuilles de cette plante. L’identification des substances bioactives
contenues dans les fractions d’extrait de R. graveolens est effectuée par un chromatographie liquide a haut performance (HPLC).
Dans le cadre de la lutte biologique, ’application de ce produit insecticide ¢a pourrait étre trés efficace contre les ravageurs et
pour la protection des stocks des légumineuses.

Mots clés: effet insecticide, Bruchus rufimanus, Ruta graveolens, chromatographie sur colonne, HPLC.

Abstract

The damage caused by insects to cereal and legume stocks has been the subject of numerous studies in Africa. The main aim of
this work is to find natural substances with an insecticidal effect against the bean pest Bruchus rufimanus, using extracts from the
leaves of the Ruta graveolens plant (Rutaceae) from the Zelfana - Ghardaia region as an alternative to synthetic pesticides that
pollute the environment. The plant leaves were extracted by maceration in two solvents: ethyl acetate and ethanol. Qualitative
analysis using phytochemical screening determined the presence of several chemical compounds, in particular flavonoids,
tannins, steroids and alkaloids. The study of the insecticidal activity of R. graveolens extracts showed a very strong toxic effect
on Bruchus rufimanu adults with contact treatment, particularly for the ethyl acetate extract. This efficacy is represented by
calculated toxicological parameters, namely LDso, LDgg, TLso and TLgo. The sensitivity of adults was variable and even higher
with increasing extract concentrations and exposure time. Fractionation of ethyl acetate extract using chromatographic methods
(column and thin layer chromatography) yielded six fractions, which confirmed the toxicity of the various compounds in the
leaves of this plant. The bioactive substances contained in the R. graveolens extract fractions were identified using high-
performance liquid chromatography (HPLC).

In the context of biological control, the application of this insecticidal product could be very effective against pests and for the
protection of legume stocks.

Key words: Insecticidal effect, Bruchus rufimanus, Ruta graveolens, column chromatography, HPLC.

e osindl sa Jand) 138 (e st Cingll Ui il 8 il 5l e 3pal) g g g il il 5 gl (5 yaad il Lasasi il 1 a1 S

dslaie (wRUta graveolens (Rutaceae) <l () ) sf (e clialii alaaiuly ¢ Bruchus rufimanus Jsdll 48 s <l piall se 53l @3 daada o) 5
F\A;.u\.\ Gc}J\ Jalaill aas 5 J YT 5 day) u\.u.u\ JUTTILN L; @Jh ) d‘))‘ Cualdinl Al &gl G\S\ LelihiaW Glapadl BaS 4o ye - dll )
4.\)...»;1\ u\md\):bmmbéu)@_k\ u\m;&ﬂ\;uw\juasﬂ\} A.:}:}s)\ﬂ\ uhS)AmY} ‘MJI_LA.\SM &.\L\SJA\ u.ama:d\ Jjaj@u\(;ﬂ_m.&l\ ua;;ﬂ\
Y il (alitiad Al als (aedlilly dallaall e Bruchus rufimanus g s o ceadidl e las G Ll 1,55 R, graveolens cibaliiual

,90«@\4;)_;‘\}5044@\«c).;.n}504_\@\4.;)_;.&\,9044@\@)91\}Sow\mﬁ\@jQM\w\ Gl aria SR (e Alladl) o2 clial
e 55 S (b alaainly U il (aliioe 4003 o il By i pail) 05 5 Galivivnall <l 38 558305 e ey o s ie cadldl Lnliaa S
2 8392 gall U of gy daill o) gal) maa 5 il aa KBy LR LS el A S (fraction)s! ja) 4w (e (388 1 A8kl 5 3 geall Ll je gila 5 )
(HPLC) el dglle Al Ll 2 giles S aladiuly R, graveolens Al Galdiie ¢l jal
1 5 b dlead s CHAY) auim Tam Ylad ol pdiall el il 138 ksl ) oS o (S e o sal) AnBISa Bl

HPLC #1a¥1 e Jiladl Julas o saall Ll 2 5ila s S Ruta graveolens <Bruchus rufimanus ol piall sue il dalidal) cilaldl)




