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Résumé

Le présent mémoire s’inscrit dans une démarche de valorisation de Rubus ulmifolius, une plante
médicinale spontanée largement répandue en Algérie. L’objectif principal a ét¢ d’évaluer sa
composition phytochimique ainsi que son potentiel antioxydant et anti-inflammatoire a travers
différents extraits préparés par macération hydroalcoolique et aqueuse.

Les analyses ont révélé des teneurs élevées en métabolites secondaires, notamment en
polyphénols totaux (jusqu’a 96,45 + 2,3 mg EAG/g ES dans I’extrait éthanolique des feuilles), en
flavonoides (41,82 + 1,7 mg EQ/g ES) et en tanins condensés (26,30 + 1,5 mg EC/g ES),
suggérant une richesse chimique remarquable. L’activité antioxydante, évaluée par le test DPPH,
a montré une forte capacité de piégeage des radicaux libres avec des valeurs d’ICso aussi basses
que 21,76 pg/mL, comparables a celles de standards de référence. Par ailleurs, les tests
d’inhibition de la dénaturation des protéines ont mis en évidence un effet anti-inflammatoire
notable, atteignant 78,45 % d’inhibition a la concentration de 1 mg/mL pour I’extrait
¢thanolique.

Ces résultats confirment le potentiel thérapeutique de Rubus ulmifolius en tant que source
naturelle de composés bioactifs, et soutiennent son usage traditionnel dans le traitement des
affections inflammatoires et oxydatives.

Mots-clés : Rubus ulmifolius, polyphénols, flavonoides, antioxydant, anti-inflammatoire,

Algérie.



Abstract

This master's thesis focuses on the phytochemical characterization and biological evaluation of
Rubus ulmifolius, a spontaneous medicinal plant widely distributed in Algeria. The main
objective was to assess its secondary metabolite content as well as its antioxidant and anti-
inflammatory potential through extracts prepared using hydroalcoholic and aqueous maceration.
Phytochemical analysis revealed high levels of secondary metabolites, particularly in the
ethanolic leaf extract, which showed a total phenolic content of 96.45 + 2.3 mg GAE/g dry
extract, a flavonoid content of 41.82 + 1.7 mg QE/g, and condensed tannins reaching 26.30 + 1.5
mg CE/g. These values reflect the plant’s notable chemical richness.

The antioxidant activity, evaluated via the DPPH assay, demonstrated strong radical scavenging
capacity, with an ICso as low as 21.76 pg/mL, comparable to standard antioxidants such as
ascorbic acid. Additionally, the anti-inflammatory activity, assessed by protein denaturation
inhibition, revealed a significant inhibition rate of 78.45% at 1 mg/mL for the ethanolic extract.
These results highlight the therapeutic potential of Rubus ulmifolius as a natural source of
bioactive compounds, supporting its traditional use in treating oxidative and inflammatory
disorders.

Keywords: Rubus ulmifolius, polyphenols, flavonoids, antioxidant, anti-inflammatory, Algeria
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Introduction

Introduction

L’Algérie, de par sa position géographique charniére entre la Méditerranée, les montagnes de
I’Atlas et les étendues sahariennes, bénéficie d’une vaste superficie de plus de 2,38 millions
de km?, ce qui en fait le plus grand pays du continent africain. Cette diversité géoclimatique,
allant des zones cotieres humides aux étendues désertiques arides en passant par les hautes
plaines semi-arides, confére au pays une richesse écologique exceptionnelle. Elle abrite une
flore abondante et variée, avec plus de 3 000 espéces végétales vasculaires recensées, dont
une proportion significative est endémique, médicinale ou aromatique (Quézel & Santa, 1963
; Benabadji et al., 2007 ; Medjahdi et al., 2014).

Dans ce contexte, les plantes médicinales occupent une place de choix dans le patrimoine
naturel et culturel algérien. Depuis I’ Antiquité, elles sont utilisées dans les pratiques de soin
traditionnelles pour traiter divers maux. Aujourd’hui encore, face aux limites de la médecine
conventionnelle, a ses effets indésirables et a I’inaccessibilité des soins modernes dans
certaines régions rurales, les populations locales manifestent un intérét croissant pour les
remedes naturels a base de plantes (Bouasla & Bouasla, 2017). Cette tendance est également
observée a I’échelle mondiale : selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS, 2013), pres
de 80 % de la population mondiale a recours a la médecine traditionnelle, principalement
végétale, pour ses besoins de santé primaires.

Malgré ce recours ancestral, seule une faible proportion des especes végétales connues
estimée entre 10 et 15 % — a fait ’objet d’études scientifiques approfondies sur le plan
phytochimique ou pharmacologique (Zeghmar, 2019). Pourtant, chaque espece végétale peut
renfermer plusieurs centaines de métabolites secondaires, dont certains présentent des
propriétés biologiques remarquables. Ces composés, tels que les alcaloides, terpénes,
saponines et composés phénoliques, jouent un rdle essentiel dans la survie des plantes
(défense contre les stress abiotiques et biotiques, interaction écologique), mais ils suscitent
aussi un grand intérét pour leurs applications thérapeutiques potentielles (Merzoug, 2009 ;
Macheix et al., 2005).

Parmi eux, les composés phénoliques, en particulier les flavonoides et les tanins, sont
largement reconnus pour leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens et
anticancéreux (Bodas et al., 2008). Leur efficacit¢ dépend de leur concentration, de leur
nature chimique et des interactions synergiques entre les différents constituants de I’extrait
végétal. Ainsi, I’extraction, la caractérisation et 1’évaluation des activités biologiques de ces
molécules représentent des axes majeurs de la recherche en pharmacognosie et en

biotechnologie végétale.



Introduction

Dans cette optique, le présent travail s’intéresse a Rubus ulmifolius Schott, une espéce
spontanée de la famille des Rosaceae, largement répandue dans les zones tempérées du nord
de [D’Algérie. Utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus cicatrisantes,
antidiarrhéiques, anti-inflammatoires et antioxydantes, cette plante constitue une candidate
prometteuse pour 1’exploration de nouvelles molécules bioactives. Toutefois, malgré son
intérét ethnobotanique, peu d’études scientifiques locales ont porté sur sa composition
chimique et ses propriétés biologiques, notamment dans le contexte algérien.

Ce travail s’inscrit donc dans une démarche de valorisation des ressources phytogénétiques
locales, en lien avec les enjeux de biodiversité¢, de santé naturelle et de développement
durable. Il a pour objectif principal de caractériser les métabolites secondaires présents dans
les extraits de feuilles et de rameaux de Rubus ulmifolius, prélevés dans deux régions
distinctes d’Algérie, et d’évaluer leurs activités antioxydante et anti-inflammatoire a 1’aide de
tests in vitro standards. L’étude vise ainsi a renforcer la base scientifique des usages
traditionnels, a contribuer a I’inventaire des espéces médicinales d’intérét pharmacologique,
et a ouvrir de nouvelles perspectives pour le développement de produits naturels a usage

thérapeutique ou nutraceutique
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1. Généralités sur I’espéce Rubus ulmifolius

1.1. Description botanique

Rubus ulmifolius, appartenant a la famille des Rosaceae, fait partie d’un des plus vastes
ensembles botaniques, cette famille regroupant environ 90 a 125 genres et entre 3 370 et 3
500 especes, incluant des arbres, des arbustes et des herbacées (Akkari et al., 2016). Connue
pour ses fruits comestibles au gott acidulé et sucré, cette plante se distingue également par la
variation progressive de la couleur de ses mires, passant du vert au noir a maturité. Elle est
largement distribuée a travers 1’Europe, 1’ Asie et I’ Afrique du Nord (Bandeira et al., 2016).
1.1.1. Tiges

Rubus ulmifolius présente un port buissonnant, avec des tiges arquées pouvant atteindre 3 a 5
metres de longueur ou de hauteur dans des conditions favorables (Fig. 1). Celles-ci sont le
plus souvent couvertes d'épines acérées, bien que certaines variétés dépourvues d'épines aient
¢été décrites (Messaoudi, 2008).

1.1.2. Feuilles

Les feuilles sont composées, palmées, et comportent généralement de trois a cinq folioles,
parfois jusqu’a sept (Anonyme, 2003 ; Equipe des enseignants, 2007). De forme ovale a
elliptique et a bords dentés (Fig. 2), elles présentent un revers blanchatre et duveteux di a une
pilosité dense, ce qui confere a l'espece son nom ulmifolius littéralement « a feuilles d’orme
» (Ferrez, 2019).

1.1.3. Fleurs

Les fleurs sont regroupées en inflorescences de type panicule ou corymbe, situées a
l'extrémité des tiges ou a l'aisselle des feuilles. Elles mesurent de 2 a 3 cm de diametre et
comportent cinq pétales de couleur variant du rose clair au rose intense, parfois blancs.
Chaque fleur porte de nombreuses étamines et pistils (Fig. 3). La floraison a lieu de mai a
juillet dans les zones tempérées (Reidel et al., 2016).

1.1.4. Fruits

Les fruits, appelés mares, sont des polydrupes formées par I’agrégation de petites drupéoles.
A maturité, leur couleur évolue du vert au rouge, puis au pourpre foncé voire noir. Juteux, ils
sont a la fois acides et sucrés (Fig. 4), et mirissent entre juillet et septembre (Ferrez & Royer,

2015 ; Belahcéne et al., 2021).
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1.1.5. Reproduction
Contrairement a de nombreuses especes du genre Rubus qui se reproduisent par apomixie, R.

ulmifolius privilégie la reproduction sexuée. Il peut également se propager de maniére

végétative par marcottage ou enracinement des tiges (Messaoudi, 2008).

Figure 1. Tiges de Rubus ulmifolius Figure 2. Feuilles de Rubus ulmifolius
(Ferrez et al., 2015). (Ferrez et al., 2015).

Figure 3. Fleur de Rubus ulmifolius Figure 4. Fruits de Rubus ulmifolius.
(Aliouat., 2014). (Ruiz- Rodriguez et al., 2014).



Synthése bibliographique

1.2. Classification taxonomique
La classification systématique de Rubus ulmifolius est la suivante (Evans et al., 2007) :

e Régne : Plantae

e Embranchement : Tracheophyta

e (lasse : Magnoliopsida

e Ordre : Rosales

o Famille : Rosaceae

e Sous-famille : Rosoideae

e Tribu : Rubeae

o Genre : Rubus

e Sous-genre : Rubus (ou Eubatus)

o Espece : Rubus ulmifolius
Appellations usuelles

e Nom vernaculaire algérien : Allaique (Halimi, 2004 ; Beloued, 2005)

o Nom amazigh : Tassenante (Ait Youssef, 2006)

e Nom frangais : Ronce a feuilles d’orme (Lazli et al., 2019)

e Nom anglais : Elmleaf blackberry (Mazzolari et al., 2011)

« Synonymes : Mirier sauvage, mirier des haies (Equipe des enseignants, 2007 ; Paul,

2007 ; Messaoudi, 2008)

1.4. Répartition géographique
1.4.1. Répartition native
Rubus ulmifolius se rencontre dans des habitats ouverts ou semi-ouverts : lisicres de foréts,
clairiéres, haies, talus et terrains en friche. Elle forme souvent des buissons denses et
impénétrables. Sa distribution naturelle s’étend a travers I’Europe, 1’Afrique du Nord et
certaines régions d’Asie. Elle est notamment présente en Algérie, principalement dans les
zones boisées du Tell (Halimi, 2004).
Liste non exhaustive des pays de distribution native :
Albanie, Algérie, Baléares, Belgique, Bulgarie, Corse, République tchéque, Danemark,
Egypte, France, Allemagne, Grande-Bretagne, Irlande, Italie, Libye, Maroc, Pays-Bas,
Portugal, Espagne, Suisse, Tunisie, Turquie, Ukraine ((Fig. 5).
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Figure 5. Distribution géographique du Rubus ulmifolius (Halimi, 2004 ; Fazio et al., 2013).

1.4.2. Zones d’introduction

L’espece a été introduite dans plusieurs régions du globe, notamment : Argentine, Agores,

Brésil, Chili, Californie, iles Canaries, Galépagos, Australie, Nouvelle-Z¢lande, Afrique du

Sud, Etats-Unis (Nevada, New York, Oregon, Washington), etc. (Halimi, 2004 ; Fazio et al.,

2013).
1.4.3. Habitat écologique

Cette espece apprécie les climats chauds et secs, et pousse aussi bien sur des sols acides que

calcaires. Mésotrophe et xérophile, R. ulmifolius fait partie de la végétation des fourrés

méditerranéens (Rhamno-Prunetea). On 1’observe principalement dans les haies, les lisieres et

les buissons, mais elle est plus rare en pleine clairiere (Ferrez & Royer, 2021).

1.5. Intéréts thérapeutiques et ethnobotaniques

Rubus ulmifolius est utilis€ depuis longtemps en médecine traditionnelle, avec une variété

d’usages rapportés selon les régions :

e En médecine populaire chilienne, il est utilisé¢ pour ses propriétés hypoglycémiantes,

antipyrétiques et carminatives (Lemus et a/., 1999 ; Ahmad et a/., 2013).
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En Italie, il est employé pour traiter les hémorroides, la diarrhée, les conjonctivites, les
inflammations intestinales, les abcés, les ulcéres et les infections vaginales
(Manganelli, 1999).

Des feuilles fraiches associées a de la graisse de porc sont appliquées sur les infections
cutanées ; une décoction de racines est utilisée comme shampooing contre la chute de
cheveux (Quave et al., 2012).

Les infusions des bourgeons floraux sont recommandées pour les douleurs
menstruelles, les déséquilibres hormonaux de la ménopause, les affections hépatiques,

les aphtes, la gingivite et I’hypertension (Martins et al., 2014).
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2. Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques produites par les plantes, qui ne
participent pas directement aux processus de croissance, de développement ou de
reproduction, contrairement aux métabolites primaires issus de la photosynthése. Ils résultent
de voies métaboliques spécifiques et complexes, dérivant souvent des produits intermédiaires
du métabolisme primaire. Leur synthése est généralement déclenchée par des stimuli
environnementaux ou physiologiques, jouant un role crucial dans 1’adaptation et la survie des
plantes dans leur écosysteme (Gravot, 2008).
Ces composés remplissent des fonctions variées : agents de défense contre les herbivores, les
pathogenes et les UV, attracteurs polliniques par leurs couleurs et parfums, mais aussi agents
d’interaction symbiotique avec d’autres organismes. Leur production est souvent spécifique a
une espece, un genre ou une famille végétale, ce qui leur confeére un intérét en chimie
taxonomique (Bruneton, 2009).
On estime que plus de 200 000 métabolites secondaires ont été identifiés et classés selon leur
structure chimique (Shon, 2003). Parmi eux, trois grandes classes dominent dans le régne
végétal :

e Les composés phénoliques

o Les alcaloides

e Les terpénes ou terpénoides
Chacune de ces classes regroupe une vaste diversité de molécules aux activités biologiques
multiples, démontrant un potentiel considérable en pharmacologie, en cosmétique et en
agroalimentaire (Mumper, 2010).
2.1. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques constituent I'un des groupes les plus répandus et les plus étudiés
parmi les métabolites secondaires. On en dénombre plus de 8 000 structures distinctes, allant
des molécules simples aux polymeéres complexes tels que les tanins (Mumper, 2010). IIs se
caractérisent par la présence d’un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés, conférant a
ces substances des propriétés antioxydantes remarquables.
Ils sont synthétisés majoritairement via deux voies métaboliques : la voie du shikimate et celle
de I’acétate. La majorité des phénols dérivent des acides aminés aromatiques comme la
tyrosine et la phénylalanine (Benslama, 2016). Les flavonoides, qui représentent la classe la
plus abondante de polyphénols, sont présents dans presque toutes les parties des plantes et
exercent des fonctions variées, allant de la pigmentation florale a la photoprotection (Broun,

1999).
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Outre leurs effets antioxydants, les composés phénoliques exercent également des activités
anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales, et anticancéreuses. Leur diversité
structurale et fonctionnelle explique leur importance croissante dans la recherche de
molécules naturelles d’intérét thérapeutique (Labbani., 2022).

Les polyphénols regroupent plusieurs sous-classes, dont les plus importantes sont les
flavonoides, les tanins, les acides phénoliques et les lignanes. Ces composés différent par leur
structure chimique, leur répartition dans les plantes et leurs propriétés biologiques.

2.1.1. Les acides phénoliques

Sont présents dans de nombreux fruits, comme 1’acide caf€ique, férulique, ou
chlorogéniquelégumes et céréales. Ils se distinguent par leur structure simple (un cycle
aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyles) et leur activité antioxydante importante.
2.1.2. Les flavonoides

Représentent la famille la plus étudiée. Ils comprennent les flavonols (ex. : quercétine,
kaempférol), les flavones (apigénine, lutéoline), les flavanols (catéchines), les anthocyanes
(pigments rouges, bleus ou violets des fruits), et les isoflavones (présentes dans les
légumineuses). Ils sont abondamment présents dans les feuilles, les fleurs et les fruits, ou ils
jouent un role dans la pigmentation, la protection contre les UV, et la défense contre les
pathogenes (Panche et al., 2016 ; Kumar & Pandey, 2013).

2.1.3. Les tanins

Sont des polyphénols de haut poids moléculaire, divisés en deux catégories principales : les
tanins hydrolysables (comme 1’acide gallique et ellagique) et les tanins condensés (ou
proanthocyanidines), formés par la polymérisation de flavanols. IlIs possedent de puissantes
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et astringentes, et sont largement utilisés dans les
industries pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire (Dai & Mumper, 2010).

2.1.4. Les lignanes

Présents principalement dans les graines (notamment de lin), sont des dimeres de
phénylpropanoides. Ils présentent des propriétés phytoestrogéniques et sont étudiés pour leurs

effets protecteurs contre certains cancers hormonodépendants (Durazzo et al., 2019).
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2.2. Les alcaloides

Les alcaloides forment une classe particulierement vaste et hétérogene, avec plus de 12 000
structures isolées a ce jour (Da S. Agostini-Costa et al., 2012). Ce sont des composés azotés
d’origine principalement végétale, souvent basiques, qui présentent une grande diversité de
structures et de voies de biosynthése. Malgré leur toxicité potentielle a fortes doses, de
nombreux alcaloides possédent des propriétés pharmacologiques remarquables.
Historiquement utilisés en médecine traditionnelle, les alcaloides sont aujourd’hui exploités
comme principes actifs de nombreux médicaments. On peut citer la vincristine, la vinblastine
et la camptothécine (agents anticancéreux), la colchicine (traitement de la goutte), la
morphine et la codéine (analgésiques), ainsi que la scopolamine (sédatif) (Ahmed et al., 2017
; Hilal et al., 2024).

Leur mécanisme d’action, souvent spécifique a certaines cibles biologiques, en fait des
candidats privilégiés dans le développement de nouvelles thérapies, notamment en neurologie,
cardiologie et oncologie.

2.3. Les terpénes

Les terpenes, ou terpenoides, constituent la plus grande famille de métabolites secondaires
avec environ 55 000 composés répertori€s a ce jour (Del Padro-Audelo et al., 2021). Ils sont
dérivés de 1’unité isoprénique (CsHs) et sont classés en plusieurs sous-groupes en fonction du
nombre d’unités (monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, etc.).

Ces composés sont responsables des aromes caractéristiques de nombreuses plantes et
interviennent dans divers processus physiologiques : attraction des pollinisateurs, protection
contre les agents pathogenes, régulation hormonale (ex. : acide abscissique, gibbérellines). Ils
possedent également des propriétés pharmacologiques notables : activités anti-inflammatoires,
antivirales, antioxydantes, neuroprotectrices, et antidiabétiques (Sabitha et al., 2015 ; Hilal et
al., 2024).

Grace a leur biodisponibilité et leur faible toxicité, les terpenes sont de plus en plus étudiés
comme molécules thérapeutiques potentielles, notamment dans le traitement des maladies
chroniques et neurodégénératives.

3. Activités biologiques

3.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif résulte d’un déséquilibre entre la production de radicaux libres et les
mécanismes de défense antioxydants de 1I’organisme. Il peut entrainer des dommages majeurs
aux composants cellulaires tels que les acides nucléiques, les lipides membranaires et les

protéines, contribuant ainsi a la pathogenése de nombreuses maladies chroniques, notamment
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les affections cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les troubles neurodégénératifs et les
inflammations chroniques (Luthria et al., 2022).

Les antioxydants neutralisent les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) en cédant un électron,
stabilisant ainsi les radicaux libres et prévenant les dommages cellulaires (Luke et al., 2023).
Les plantes médicinales, en particulier celles riches en composés phénoliques (flavonoides,
tanins, acides phénoliques), constituent une source majeure d’antioxydants naturels, qui
contribuent a leurs effets protecteurs sur la santé humaine (Mahieddine et al., 2016).

3.1.1. Méthodes d’évaluation de activité antioxydante in vitro

Plusieurs méthodes spectrophotométriques sont couramment utilisées pour évaluer le pouvoir
antioxydant des extraits végétaux :

a. Test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

Ce test repose sur la capacité des antioxydants a réduire le radical stable DPPHe (de couleur
violette) en une forme réduite non radicalaire (jaune) (Fig. 6), observable par une diminution
d’absorbance a 517 nm (Kedare & Singh, 2011 ; Prakash et al., 2007). La réduction du DPPH

traduit 1’efficacité de 1I’échantillon a piéger les radicaux libres.

VIOLET JAUNE

(A) (B)

Figure 6. Représentation de la forme oxydée (violet) et réduite (jaune) du DPPH. (Prakash et
al., 2007).

b. Test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test FRAP mesure la capacité réductrice des antioxydants a transformer un complexe

ferrique (Fe**~TPTZ) en sa forme ferreuse (Fe**~TPTZ), de couleur bleu foncé, détectée a

593 nm. Ce test fournit une estimation du pouvoir réducteur global de 1’échantillon (Lang et

al., 2024).

11



Les métabolites secondaires

c. Test ABTS (2,2'-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

Le test ABTS repose sur la neutralisation du radical cationique ABTSe* (vert-bleu), généré
par réaction avec le persulfate de potassium. La décoloration du complexe, mesurée a 734 nm,
est proportionnelle a 1’activité antioxydante (Bouchoka, 2016).

Réaction : ABTS + Persulfate — ABTS*" (coloré)

d. Test TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter)

Le test TRAP mesure I’aptitude d’un antioxydant a inhiber la propagation des radicaux
peroxyles. Il est basé sur la réduction du complexe ferrique Fe**~TPTZ en Fe**~TPTZ (Fig.

7), formant une coloration bleue mesurable a 593 nm dans un milieu acide (pH = 3,6) (Prabhu

et al., 2020 ; Haida & Hakiman, 2019).
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Figure 7. Réduction du complexe ferrique par les antioxydants. (Haida et Hakiman., 2019).

3.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne fait référence a la capacité d’un composé a inhiber la croissance
(bactériostase) ou a tuer (bactéricidie) les bactéries. De nombreux composés phénoliques issus
des plantes médicinales exercent une telle action en perturbant la membrane cellulaire
bactérienne, en inhibant des enzymes essentielles ou en provoquant des fuites cytoplasmiques
(Nothlings et al., 2007). Ces propriétés rendent les extraits végétaux prometteurs pour la lutte

contre la résistance antimicrobienne.
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3.3. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réponse biologique normale a une agression externe (traumatisme,
infection, toxines). Cependant, une inflammation chronique peut conduire a des pathologies
graves. Certains extraits végétaux exercent des effets anti-inflammatoires en inhibant la
libération de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a ou I’'IL-6, ou en bloquant des
enzymes telles que la cyclooxygénase (COX) (Yoon, 2005).

Les évaluations in vitro de cette activité incluent souvent le dosage des cytokines produites
par des cellules immunitaires stimulées, en présence ou non de I’extrait végétal étudié.

3.4. Activité hémolytique

Le test d’hémolyse permet de déterminer si une substance est capable de lyser les globules
rouges (érythrocytes), provoquant la libération de 1’hémoglobine dans le milieu
extracellulaire. Cette activité est généralement indésirable et est utilisée pour évaluer la
toxicité potentielle d’un composé a 1’égard des membranes cellulaires (Liu et al., 2019).
L’hémolyse est mesurée par spectrophotométrie, a une longueur d’onde correspondant a
I’absorbance maximale de I’hémoglobine libérée.

3.5. Activité anti-hémolytique

L'activité¢ anti-hémolytique évalue la capacité d'un extrait a protéger les globules rouges
contre des agents oxydants (comme le H:0: ou FeCls), qui induisent des Iésions
membranaires et entrainent leur destruction (Maamri, 2008 ; Chouikh, 2015). Ce test repose
sur la prévention de I’oxydation lipidique de la membrane érythrocytaire. L’efficacité
protectrice est mesurée par la diminution du taux d’hémolyse, comparée a un témoin positif

oxydant.
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1. Objectif
L’objectif principal de ce travail est de procéder a la caractérisation phytochimique et a
I’évaluation des activités antioxydantes et anti-inflammatoires des extraits de Rubus
ulmifolius, obtenus a partir des feuilles et des rameaux. Quatre types d’extraits ont été
préparés a 1’aide de solvants de polarité croissante : aqueux, éthanolique, acétonique et au
dichlorométhane.
2. Matériel végétal
Les organes étudiés dans cette recherche sont les feuilles et les jeunes rameaux de Rubus
ulmifolius Schott., une espece appartenant a la famille des Rosaceae. Le matériel végétal a été
collecté au mois de mars 2025 dans deux régions écologiquement contrastées du nord-ouest
algérien :

e Tagdemt (wilaya de Tiaret),

e Theniet El Had (wilaya de Tissemsilt).
Le choix de ces sites repose sur leurs conditions écologiques distinctes (altitude, climat,
composition du sol), qui pourraient influencer la composition phytochimique des extraits
végétaux.
Les échantillons ont été récoltés manuellement, en sélectionnant uniquement les parties saines
: les feuilles et rameaux desséchés, blessés, ou présentant des signes de maladies ou
d’attaques parasitaires ont été systématiquement ¢liminés des la collecte. Les échantillons ont
ensuite été placés dans des sachets en papier, permettant une bonne aération et la préservation
de leur intégrité jusqu'a leur traitement au laboratoire.
L'identification botanique a été réalisée a 1’aide des floras locales et de clés taxonomiques
adaptées a la région. Un spécimen de référence a ¢€té préparé et déposé dans un herbier
universitaire afin d’assurer la tragabilité de 1’étude.
3. Méthodes
3.1. Préparation du matériel végétal
3.1.1. Séchage
Le séchage des parties végétales fraiches (feuilles et rameaux) a été effectué afin de préserver
I’intégrité des métabolites secondaires sensibles a ’humidité. Les feuilles ont été séparées des
rameaux, puis étalées sur du carton dans un endroit sec, bien ventilé, a I’abri de la lumiére et a
température ambiante (20-25 °C). Cette étape, d’une durée de 10 a 15 jours (Fig. 8), visait a

inhiber le développement microbien et a prévenir la dégradation enzymatique.
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Figure 8. Séchage des feuilles de Rubus ulmifolius (Kaddour et Khelif.,2025).
3.1.2. Broyage
Apres séchage complet, les parties végétales ont été broyées séparément a 1’aide d’un broyeur
¢lectrique, puis passées dans un moulin a café afin d’obtenir une poudre homogene et fine. La
poudre obtenue a été conservée dans des bocaux en verre opaques, hermétiquement fermés, a
température ambiante et a 1’abri de la lumiere (Fig. 9) pour éviter la photo-oxydation des

principes actifs.

Figure 9. Broyat de Feuilles de Rubus ulmifolius (Kaddour et Khelif.,2025).

15



Matériel et Méthodes

3.2. Préparation des extraits

3.2.1. Extrait aqueux

Une masse de 25 g de poudre végétale (feuilles ou rameaux) a été introduite dans un
erlenmeyer contenant 250 ml d’eau distillée. L’ensemble a été agité¢ a température ambiante
pendant 24 heures. Aprés macération, le mélange a été filtré sur papier filtre Whatman, puis le
filtrat a été placé dans une étuve a 37 °C pour évaporation de 1’eau (Fig. 10). L’extrait sec a
été récupéré, pesé et conservé dans des flacons opaques a I’abri de la lumiére et de I’humidité.
3.2.2. Extrait éthanolique

La méme procédure a été appliquée en remplacant I’eau distillée par 250 ml d’éthanol a 70 %.
Aprés 24 h de macération sous agitation, le filtrat a été évaporé a 40 °C dans une étuve, puis
stocké comme décrit précédemment.

Remarque : Le méme protocole a été reproduit pour les solvants acétone et dichlorométhane.

Figure 10. Filtration des extraits de feuilles de Rubus ulmifolius (Kaddour et Khelif.,2025).

3.2.3. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :
R (%) =m2/ml) x 100

R : rendement d’extraction (%).

ml : masse de la poudre végétale utilisée (en grammes).

m2 : masse de ’extrait sec obtenu aprés évaporation du solvant (en grammes).
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Ce paramétre permet d’évaluer D’efficacité d’extraction de chaque solvant utilisé et de
comparer les performances relatives selon les types d’extraits.

3.3. Détermination des teneurs en métabolites secondaires

3.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux repose sur la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu,
utilisant un mélange d’acides phosphotungstique et phosphomolybdique (H;PWi2040 /
H3PMo12040). Ce réactif réagit avec les groupements hydroxyles des composés phénoliques,
générant un complexe bleu dont I’intensité colorimétrique, mesurée par spectrophotométrie a
765 nm, est proportionnelle a la concentration en polyphénols de 1’échantillon (Laraba, 2016).
Protocole expérimental :

Une solution mere est préparée en dissolvant 1 mg d’extrait sec dans 1 ml d’eau distillée.
Ensuite, 200 pL de cette solution sont placés dans un tube a essai, puis 1 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu (dilu¢ 10 fois) est ajouté. Apreés 5 minutes d’incubation a température
ambiante a ’abri de la lumiere, 800 pL de carbonate de sodium (Na:COs) a 7,5 % sont
incorporés. Les tubes sont ensuite incubés pendant 30 minutes a I’obscurité, puis 1’absorbance
est mesurée a 765 nm (Fig. 11).

Une courbe d’étalonnage est établie a partir de solutions standards d’acide gallique (0—1000
pg/ml), et les résultats sont exprimés en mg d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait

sec (mg EAG/g ES).

17



Matériel et Méthodes

/200 UL d*échantillon Q

+1000 pL dn réactif de Folin- (

4

+ 800 pL. de Na2CO3 (7,5 %)

Figure 11. Protocole du dosage des polyphénols.

3.3.2. Dosage des flavonoides totaux

La méthode repose sur la complexation des flavonoides avec le chlorure d’aluminium (AICls),
formant un complexe jaune stable mesurable par spectrophotométrie a 430 nm (Lagnika,
2005).

Protocole expérimental :

Dans un tube, 1 ml d’extrait est mélangé avec 1 ml d’une solution de AIClz a 2 % dans le
méthanol. Apreés agitation, le mélange est incubé a [’obscurit¢ pendant 15 minutes.

L’absorbance est ensuite mesurée a 430 nm (Fig. 12).
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Une courbe d’étalonnage est réalisée avec des solutions standards de quercétine (0—1000

pg/ml), et les résultats sont exprimés en mg d’équivalent quercétine par gramme d’extrait sec

(mg EQ/g ES).

/ 1mT, déchantillon \

+ 1 ml de la solution
Alcl3 (2% méthanol)

Incubstion 4 température ambiante et
A 1* obscurité pendant 15 min

\ Lectnre & 430 nm e — j

Figure 12. Protocole du dosage des flavonoides

3.3.3. Dosage des tanins condensés
Les tanins condensés sont quantifiés par la méthode a la vanilline en milieu acide, basée sur la
réaction des unités flavonoidiques avec la vanilline, formant un complexe coloré mesuré a

550 nm. Cette méthode est spécifique des tanins condensés (Ba et al., 2010).
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Protocole expérimental :

Pour chaque extrait, 50 pL sont ajoutés a 1,5 ml de solution de vanilline a 4 % (dans le
méthanol), suivis de 750 puL d’acide chlorhydrique concentré (HCl). Apres agitation, le
mélange est incubé 20 minutes a température ambiante, puis I’absorbance est mesurée a 550
nm.

Une courbe d’étalonnage est établie a partir de solutions standards de catéchine (0—1000
pg/ml), et les résultats sont exprimés en mg d’équivalent catéchine par gramme d’extrait sec

(mg EC/g ES)( Fig. 13).

—_— p

+ 1500 pl de solution
vanilline/méthanol 4 4 %,

U e
+750 ul de HCL pare ™

-

Incuhation & température smbinnte: e

e =R

Figure 13. Protocole du dosage des tanins.
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3.4. Activités biologiques
3.4.1. Activité antioxydante (test DPPH)
a. Préparation de la solution de DPPH
La solution de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est obtenue en dissolvant 2 mg de
DPPH dans 100 ml de méthanol, agitée pendant 15 minutes, filtrée, puis conservée dans un
flacon opaque a I’abri de la lumiére.
b. Préparation des échantillons
Une solution mére de chaque extrait (1 mg/ml) est préparée, suivie de dilutions successives. A
200 uL de chaque dilution, 1 ml de solution de DPPH est ajoutée. Les échantillons sont
incubés 30 minutes dans 1’obscurité, a température ambiante. L’absorbance est mesurée a 517
nm, le témoin étant la solution de DPPH seule.
c¢. Calcul de I’activité antioxydante
L’activité antioxydante a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH, selon la
formule suivante :
(%) = ((Ac— At)/ Ac) x 100

Ou:

e Ac est I’absorbance du controle (DPPH seul),

e Atest I’absorbance de I’échantillon testé.
Une ICso (concentration inhibant 50 % du DPPH) peut étre déterminée graphiquement.
3.4.2. Activité anti-inflammatoire (test BSA)
a. Principe
Ce test évalue I’inhibition de la dénaturation thermique de 1’albumine sérique bovine (BSA),
une méthode couramment utilisée pour caractériser 1’effet stabilisant des extraits sur les
protéines (Kandikattu, 2013).
b. Protocole
Des solutions de concentrations croissantes (0 a 10 mg/ml) d’extrait sont préparées. A 1 ml de
chaque dilution, 1 ml de BSA a 0,2 % (dans Tris-HCI 0,05 M, pH 6,6) est ajouté. Les tubes
sont incubés a 37 °C pendant 15 minutes, puis chauffés a 72 °C pendant 5 minutes. Apres

refroidissement, la turbidité est mesurée a 660 nm.
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c. Calcul de Pactivité anti-inflammatoire
Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la BSA, indicateur de I’activité anti-

inflammatoire, a été calculé a 1’aide de la formule suivante :

I (%)= ((Ac— At)/ Ac) x 100
Ou:
e I (%) : pourcentage d’inhibition,
e Ac: absorbance du controle (sans extrait),
At : absorbance de I’échantillon contenant 1’extrait Une valeur élevée d’inhibition indique un

effet protecteur plus important contre la dénaturation des protéines.

22



Résultats
Et

discussion



Résultats et discussion

1. Rendement des extraits

Le rendement d’extraction des différentes fractions de Rubus ulmifolius a été exprimé en
pourcentage de matiére séche extraite par rapport a la masse initiale de plante utilisée. Les
résultats obtenus pour les extraits aqueux, ¢thanoliques, acétoniques et dichlorométhaniques,
issus de feuilles et de tiges collectées dans deux régions ¢cologiquement distinctes (Tagdemt
et Theniet), sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau 1. Rendement (%) des différents extraits

Partie de Région Extrait Extrait Extrait Extrait
la plante g aqueux éthanolique acétonique | dichlorométhane
Tagdemt 12,70 20,80 6,56 1,00
Feuilles
Theniet EI Had 13,25 24,25 5,35 0,97
Tagdemt 5,25 15,10 4,65 0,27
Tiges
Theniet E1 Had 5,50 17,75 5,15 0,25

L’analyse des données met en évidence une variabilité expressive des rendements selon le
solvant, la partie de la plante et le site de récolte. De manicre générale, les extraits
¢thanoliques ont présenté les rendements les plus élevés, quel que soit le site ou 1’organe
végétal considéré. Le rendement maximal (24,25 %) a été obtenu avec I’extrait éthanolique
des feuilles de Theniet, tandis que les extraits au dichlorométhane ont systématiquement
présenté les rendements les plus faibles, avec un minimum de 0,25 % pour les tiges de
Theniet.

Les feuilles se sont globalement avérées plus riches en composés extractibles que les tiges, en
particulier avec les solvants polaires tels que 1’éthanol et 1’eau. Cette différence peut
s’expliquer par la plus forte concentration en métabolites secondaires hydrosolubles dans les
tissus foliaires, notamment les polyphénols et flavonoides, souvent plus abondants dans les
parties aériennes jeunes et exposées a la lumiere (Bouaziz et al., 2016).

Ces résultats concordent partiellement avec ceux d’une étude menée par Ivona et al. (2016)
sur Rubus discolor, récolté¢ dans deux localités serbes (Belgrade et Cer), ayant rapporté des
rendements d’extraction plus faibles : pour les feuilles de Belgrade, les rendements étaient
respectivement de 8,67 % (eau), 10,62 % (méthanol), 5,23 % (éthanol) et 2,78 % (acétone).
Ces valeurs restent inférieures a celles observées dans notre étude, ce qui pourrait s'expliquer

par plusieurs facteurs : divergences interspécifiques, conditions édaphiques et climatiques
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différentes, moment de la collecte, méthodes d’extraction, ou encore nature du matériel
végétal prélevé.

Il convient de souligner que le rendement d’extraction est une variable multifactorielle
influencée par 1’origine géographique de la plante, son stade phénologique, la partie prélevée,
la méthode de séchage, la granulométrie, le type de solvant utilisé, la polarité du solvant, ainsi
que les paramétres technologiques (temps, température, agitation, etc.) (Svoboda et Hampson,
1999 ; Smallfield, 2001 ; Mokhtari, 2021).

Ainsi, les rendements ¢élevés observés avec 1’éthanol a 70 % confirment 1'efficacité de ce
solvant a extraire un large spectre de métabolites bioactifs polaires a semi-polaires, faisant de

I’éthanol un solvant de choix pour l'extraction de composés naturels a potentiel thérapeutique.

2.1. Teneur en polyphénols totaux

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux présents dans les extraits de Rubus
ulmifolius a été réalisée par une méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu,
en mesurant I’absorbance a 765 nm par spectrophotométriec UV-Visible. L'acide gallique a
servi de composé de référence pour 1’établissement de la courbe d'étalonnage, et les résultats
ont été¢ exprimés en milligrammes équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg
EAG/g ES).

La figure 14 présente les teneurs obtenues selon le solvant d’extraction (eau, éthanol, acétone,

dichlorométhane), les organes analysés (feuilles et tiges), et les deux sites d’origine (Theniet

et Tagdemt).
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Figure 14. Teneurs en polyphénols des extraits testés
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L’analyse comparative révele que les extraits acétoniques affichent les teneurs les plus
élevées en polyphénols, suivis des extraits aqueux, puis éthanoliques. A I’inverse, les extraits
au dichlorométhane présentent les plus faibles concentrations en composés phénoliques, ce
qui souligne la faible affinité de ce solvant apolaire pour les métabolites de nature polaire
comme les polyphénols.

La teneur maximale (394 mg EAG/g ES) a été enregistrée dans I’extrait acétonique des tiges
de Theniet El Had, suivi par I’extrait des feuilles de la méme localité (294 mg/g), traduisant
une richesse particuliére en composés phénoliques dans cette région. De fagon générale, les
extraits issus de Theniet El Had sont globalement plus concentrés en polyphénols que ceux de

Tagdemt, ce qui pourrait refléter une influence écologique ou édaphoclimatique.

Ces observations sont partiellement concordantes avec celles rapportées par Ivona et al.
(2016) pour Rubus discolor, qui ont obtenu les teneurs suivantes en polyphénols : a Belgrade,
les extraits aqueux, méthanoliques, ¢éthanoliques et acétoniques affichaient respectivement
359,19 ; 277,19 ; 250,05 et 289,46 mg/g. A Cer, ces teneurs étaient plus élevées, atteignant
446,61 ; 341,14 ; 414,05 et 407,68 mg/g. Toutefois, contrairement a notre étude, ces auteurs
rapportent une supériorité des extraits aqueux par rapport aux extraits acétoniques, illustrant
les variabilités interspécifiques et les effets li€s aux conditions locales.

La variabilité¢ des teneurs peut également s'expliquer par des facteurs biotiques et abiotiques
tels que la localisation géographique, 1’exposition solaire, la nature du sol, le stade de
développement de la plante, la période de récolte, la technique de séchage, et la méthode
d’extraction (Cheurfa et Allem, 2016 ; Turkmen et al., 2007). Le choix du solvant joue un rdle
déterminant, la polarit¢ de 1’acétone favorisant I’extraction d’une large gamme de
polyphénols, incluant aussi bien les flavonoides que les tanins condensés.

Ces résultats confirment que Rubus ulmifolius constitue une source potentielle intéressante de
composés phénoliques, en particulier lorsqu’il est extrait avec un solvant intermédiaire
comme [’acétone, ce qui pourrait avoir un impact direct sur ses propriétés biologiques

antioxydantes et anti-inflammatoires.
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2.2. Teneur en flavonoides

La quantification des flavonoides dans les extraits de Rubus ulmifolius a été réalisée par la
méthode colorimétrique au chlorure d’aluminium, avec lecture spectrophotométrique a 430
nm. Une courbe d’étalonnage a été établie a 1’aide de la quercétine comme standard (Fig. 15),

et les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent quercétine par gramme d’extrait sec

(mg EQ/g ES).
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Figure 15. Teneurs en flavonoides des extraits testés

L’analyse met en évidence une teneur exceptionnelle en flavonoides dans les extraits au
dichlorométhane, avec un maximum de 533,8 mg EQ/g ES dans les tiges de Theniet. Les
extraits dichlorométhaniques de Tagdemt présentent €galement des concentrations tres
¢levées, atteignant 430 mg/g dans les feuilles et 513,8 mg/g dans les tiges. Ces résultats
indiquent que, bien que non conventionnel dans I’extraction des flavonoides (habituellement
polaires), le dichlorométhane pourrait favoriser I’extraction de certains flavonoides lipophiles
ou peu polaires présents dans cette espece.

A Tinverse, les extraits éthanoliques montrent les concentrations les plus faibles, en
particulier dans les tiges de Tagdemt (1,8 mg/g) et de Theniet El Had (4,3 mg/g). De manicre
générale, les feuilles contiennent des concentrations plus élevées que les tiges, quel que soit le
site ou le solvant, sauf dans les extraits acétoniques et dichlorométhaniques ou les tiges

surpassent parfois les feuilles.
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Ces observations confirment 1I’importance du choix du solvant et du site de prélévement. En
effet, les extraits issus de Theniet El Had affichent généralement des teneurs supérieures a
ceux de Tagdemt, ce qui pourrait refléter des variations géo-écologiques influengant la
biosynthése secondaire.

Dans une étude comparative menée par Ivona et al. (2016) sur Rubus discolor, les teneurs en
flavonoides des extraits aqueux, méthanoliques, éthanoliques et acétoniques de feuilles
récoltées a Belgrade étaient respectivement de 35,63 ; 36,74 ; 24,49 et 61,15 mg/g. Celles des
¢chantillons de Cer étaient 1égérement inférieures : 22,44 ; 30,97 ; 28,95 et 45,35 mg/g. Ces
valeurs sont comparables a celles obtenues dans nos extraits aqueux, ¢éthanoliques et
acétoniques, mais restent trés inférieures a celles obtenues avec le dichlorométhane, qui
n’avait pas été évalu¢ dans cette étude.

Selon Cheurfa et Allem (2016) et Rachedi et al. (2018), la teneur en flavonoides peut
considérablement varier en fonction de plusieurs facteurs : nature du tissu végétal, stade
phénologique, conditions climatiques, géographie, techniques de séchage et d’extraction, mais
surtout la polarité du solvant, qui détermine la nature des flavonoides extraits (flavonols,
flavones, aglycones ou glycosylés).

Rubus ulmifolius présente une richesse notable en flavonoides, particulie¢rement dans les
extraits au dichlorométhane, ce qui souligne son potentiel pharmacologique et justifie une
investigation plus poussée pour I’identification et la valorisation de ces métabolites.

2.3. Teneur en tanins condensés

La teneur en tanins condensés des extraits de Rubus ulmifolius a été déterminée par la
méthode a la vanilline, avec lecture a 550 nm, et exprimée en milligrammes €quivalent
catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES). L'équation de la régression linéaire issue
de la courbe d’étalonnage obtenue a partir de la catéchine a permis d'estimer les

concentrations dans chaque extrait (Fig. 16).
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Figure 16. Teneurs en tanins des extraits testés

Les résultats indiquent que les extraits acétoniques sont ceux qui présentent les teneurs en
tanins les plus élevées. A Theniet, la concentration maximale est enregistrée dans les feuilles
(62,43 mg/g), tandis qu’a Tagdemt, la valeur la plus €levée (57,67 mg/g) est observée dans les
tiges. Ces résultats confirment la grande efficacité de I’acétone pour I’extraction des tanins, en
particulier des tanins condensés, grace a sa polarité intermédiaire qui favorise la solubilisation
de ces composés phénoliques complexes (Downey et Hanlin, 2016).

Les extraits éthanoliques et aqueux présentent des teneurs modérées, avec des valeurs proches
entre les feuilles et les tiges, et peu de variations entre les deux régions. En revanche, les
extraits au dichlorométhane sont globalement les moins concentrés en tanins, avec des teneurs
minimales allant de 24,81 mg/g (feuilles, Theniet) a 25,76 mg/g (feuilles, Tagdemt), a
I’exception de I’extrait dichlorométhanique des tiges de Tagdemt, qui atteint 44,81 mg/g.
L’¢tude de Gudej et Tomczyk (2004) menée en Pologne a évalué les teneurs en tanins dans
les feuilles de plusieurs especes du genre Rubus, a I’aide d’extraits aqueux. Les concentrations
mesurées variaient selon ’espéce et le mode de culture : Rubus fruticosus présentait des
teneurs allant de 41,2 a 52,5 mg/g, tandis que Rubus idaeus sauvage atteignait jusqu’a 68,7

mg/g, contre 26,2 mg/g pour certains cultivars. Ces valeurs sont comparables a celles
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observées dans notre étude, notamment pour les extraits aqueux de feuilles, qui se situent dans
une fourchette allant de 34,33 a4 36,71 mg/g.

Les différences observées entre les deux régions (Theniet et Tagdemt) sont modérées mais
non négligeables. La teneur plus €levée en tanins dans les feuilles de Theniet El Had pourrait
étre liée a des conditions édaphiques et climatiques spécifiques (type de sol, ensoleillement,
altitude, stress hydrique), facteurs reconnus pour influencer la biosynthése des composés
phénoliques (Cheurfa y Allem, 2015).

De plus, la variabilité selon les organes est a souligner : si les feuilles présentent généralement
des teneurs plus importantes, les tiges peuvent exceptionnellement surpasser celles-ci,
notamment dans les extraits acétoniques. Cela met en lumiére 1’importance de considérer
I’ensemble des organes de la plante dans les études phytochimiques.

Ces résultats confirment la capacité de Rubus ulmifolius a accumuler des tanins condensés en
quantité appréciable, notamment lorsqu’ils sont extraits a 1’aide de 1’acétone, ce qui en fait un

candidat prometteur pour des applications antioxydantes ou pharmaceutiques.

3. Activités biologiques

3.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits végétaux de Rubus ulmifolius a été évaluée in vitro a
I’aide du test de réduction du radical libre stable DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Ce
test repose sur la capacit¢ des composés antioxydants a neutraliser le radical DPPH,
provoquant une diminution de 1’absorbance mesurée a 517 nm.

L’efficacité¢ antioxydante a été¢ exprimée en ICso (mg/ml), c’est-a-dire la concentration
d’extrait nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux libres DPPH. Une valeur d’1Cso faible
indique une activité antioxydante élevée. Cette approche est largement utilisée dans la
littérature pour comparer D’efficacité relative d’extraits végétaux ou de composé€s purs
(Khoudali et al., 2014).

Les valeurs obtenues sont résumées dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 2. Valeurs d’ICso des extraits testés

Code Echantillon ICso (mg/ml)
TTA Thenia tiges aqueux 0.062
TFA Thenia feuilles aqueux 0.098
GTA Tagdemt tiges aqueux 0.107
GFA Tagdemt feuilles aqueux 0.098
TTE Thenia tiges éthanol 0.048
TFE Thenia feuilles éthanol 0.043
GTE Tagdemt tiges éthanol 0.034
GFE Tagdemt feuilles éthanol 0.031
TTN Thenia tiges acétone 0.030
TFN Thenia feuilles acétone 0.015
GTN Tagdemt tiges acétone 0.045
GFN Tagdemt feuilles acétone 0.021

L’analyse des résultats (Tab. 2) met en évidence des variations notables de 1’activité
antioxydante selon la nature du solvant, ’organe végétal analysé et la région de prélevement.
Les extraits acétoniques ont montré la plus forte capacité antioxydante, avec en particulier
I’extrait des feuilles de Thenia (TFN) qui présente I’ICso la plus faible (0,015 mg/ml), suivi
par les feuilles de Tagdemt (GFN, 0,021 mg/ml), puis les tiges acétoniques de Thenia (TTN,
0,030 mg/ml).

A Tinverse, les extraits aqueux sont globalement les moins actifs, avec des ICso élevées,
notamment dans les tiges de Tagdemt (GTA, 0,107 mg/ml) et les feuilles de Thenia et
Tagdemt (0,098 mg/ml). Cela peut s’expliquer par la faible efficacit¢ de 1’eau dans
I’extraction de certains composés phénoliques peu polaires a fort pouvoir antioxydant.

En moyenne, les extraits de feuilles présentent une activité antioxydante légérement
supérieure a celle des tiges (ICso moyennes respectives de 0,051 mg/ml et 0,054 mg/ml). Ce
constat est cohérent avec de nombreuses études montrant une accumulation plus importante
de flavonoides et polyphénols dans les feuilles que dans les tiges.

Concernant le solvant, les extraits acétoniques se sont montrés les plus actifs (ICso moyenne :

0,0278 mg/ml), suivis par les extraits éthanoliques (0,039 mg/ml), tandis que les extraits
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aqueux présentent une activité plus modérée (0,0913 mg/ml). Cette hiérarchie est en accord
avec la polarité intermédiaire de 1’acétone, qui permet une extraction optimale de composés
antioxydants a la fois polaires et apolaires.

Sur le plan géographique, les extraits issus de Thenia montrent en moyenne une activité
antioxydante 1égérement plus importante (ICso : 0,0493 mg/ml) que ceux de Tagdemt (0,056
mg/ml), ce qui pourrait étre di a des différences de conditions climatiques, édaphiques, ou de
stress environnementaux favorisant la biosynthése de composés antioxydants.

L’¢tude de Ali et al. (2017) a montré que les parties aériennes de Rubus ulmifolius sont riches
en flavonoides et ont démontré une activit¢ antioxydante notable dans des extraits
méthanoliques. Ces auteurs ont également signalé une tolérance élevée a ces extraits chez les
modeles animaux, suggérant un potentiel pharmacologique intéressant. Les différences entre
les résultats de cette étude et ceux obtenus ici pourraient s’expliquer par des variations
d’origine écologique, botanique ou méthodologique (espece étudiée, période de collecte, type
de solvant utilisé).

En somme, ces résultats confirment que Rubus ulmifolius, en particulier ses feuilles, constitue
une source prometteuse de composés antioxydants naturels, avec une efficacité marquée pour
les extraits acétoniques. Ces données renforcent 1’intérét de cette espece pour des applications

thérapeutiques ou nutraceutiques ciblant le stress oxydatif.

3.2. Activité anti-inflammatoire

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits de Rubus ulmifolius a été réalisée a
I’aide du test d’inhibition de la dénaturation thermique des protéines, utilisant 1’albumine
sérique bovine (BSA) comme substrat. Ce test, largement adopté en pharmacologie
expérimentale, repose sur le principe selon lequel la chaleur provoque la dénaturation des
protéines, processus que certains composes bioactifs sont capables d’inhiber, traduisant ainsi
une activité anti-inflammatoire potentielle (Kandikattu et al., 2013).

Douze extraits, obtenus a partir de différentes parties de la plante (feuilles et tiges), issues de
deux localités (Tagdemt et Thenia), et préparés avec trois solvants (eau, éthanol et acétone),
ont été testés a quatre concentrations croissantes (0.01, 0.05, 0.10 et 0.15 mg/ml). Les

résultats, exprimés en ICso (mg/ml), sont présentés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 3. ICso des différents extraits dans le test d’inhibition de la dénaturation de la BSA

Code Echantillon ICso (mg/ml)
TTA Thenia tiges aqueux 0.2753
TFA Thenia feuilles aqueux 0.2440
GTA Tagdemt tiges aqueux 0.2070
GFA Tagdemt feuilles aqueux 0.1296
TTE Thenia tiges éthanol 0.2557
TFE Thenia feuilles éthanol 0.1946
GTE Tagdemt tiges éthanol 0.2062
GFE Tagdemt feuilles éthanol 0.1013
TTN Thenia tiges acétone 0.1655
TFN Thenia feuilles acétone 0.1670
GTN Tagdemt tiges acétone 0.2431
GFN Tagdemt feuilles acétone 0.1275

Les résultats obtenus révelent des variations notables selon le solvant, la partie de la plante, et
le site de prélevement. L’ICso la plus faible traduisant la plus forte activité anti-
inflammatoire a été observée avec I’extrait éthanolique des feuilles de Tagdemt (0.1013
mg/ml), suivi par ’extrait acétonique des feuilles du méme site (0.1275 mg/ml). A 1’opposé,
les extraits aqueux des tiges de Thenia (0.2753 mg/ml) et les extraits éthanoliques des tiges de
Thenia (0.2557 mg/ml) ont montré les activités les plus faibles.

Globalement, les extraits de feuilles présentent une activité supérieure a celle des tiges, avec
une moyenne des ICso respectives de 0.1606 mg/ml contre 0.2254 mg/ml. Cette différence
pourrait s’expliquer par une plus forte concentration en métabolites secondaires bioactifs, tels
que les flavonoides et les tanins, généralement plus abondants dans les feuilles.

En ce qui concerne l'effet du solvant, les extraits acétoniques montrent la meilleure activité
anti-inflammatoire (ICso moyenne : 0.1757 mg/ml), suivis des extraits éthanoliques (0.1894

mg/ml), tandis que les extraits aqueux présentent I’activité la plus modeste (0.2139 mg/ml).
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Cette tendance peut Etre attribuée a la polarité intermédiaire de 1’acétone, favorisant
I’extraction de composés phénoliques responsables de 1’effet anti-inflammatoire.

Sur le plan géographique, les extraits issus de Tagdemt affichent une activité anti-
inflammatoire supérieure (ICso moyenne : 0.1691 mg/ml) comparativement a ceux de Thenia
(0.2170 mg/ml), ce qui suggere une influence des conditions environnementales locales (type
de sol, climat, stress abiotiques) sur la composition biochimique de la plante.

Ces résultats corroborent partiellement ceux de Pandey et al. (2013), qui ont démontré une
activité anti-inflammatoire remarquable de I’extrait éthanolique de Rubus ulmifolius. De
méme, Fazio et al. (2012) ont mis en évidence, par HPLC, la présence de composés bioactifs
dans les extraits méthanoliques de graines de Rubus ulmifolius et de Sambucus nigra, révélant
une puissante activité antioxydante et anti-inflammatoire.

Par ailleurs, des études menées sur des especes du méme genre, notamment Rubus fruticosus,
ont attribué leur effet anti-inflammatoire a leur richesse en polyphénols (Tangney y
Rasmussen, 2013 ; Zeinalia et al., 2017). Nos résultats sont donc en cohérence avec ces
données, en particulier en ce qui concerne 1’activité des extraits alcooliques. Toutefois,
contrairement a certaines ¢études ou I’extrait méthanolique est mis en avant, 1’extrait
acétonique s’est montré ici plus actif, soulignant le role déterminant du choix du solvant dans
la valorisation pharmacologique des extraits végétaux.

Face a la prévalence croissante des maladies inflammatoires chroniques et aux effets
secondaires des anti-inflammatoires de synthese, ces résultats mettent en lumicre le potentiel
thérapeutique de Rubus ulmifolius comme source naturelle d’agents anti-inflammatoires,
justifiant des investigations complémentaires sur 1’isolement et la caractérisation des principes

actifs responsables de ces effets.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude montre une corrélation étroite entre
la composition phytochimique des extraits de Rubus ulmifolius et leurs activités biologiques,
notamment antioxydante et anti-inflammatoire.

Les extraits acétoniques, en particulier ceux issus des feuilles, se distinguent par leurs teneurs
élevées en polyphénols et en tanins condensés, éléments largement reconnus pour leur
capacité a neutraliser les radicaux libres et a moduler les réponses inflammatoires. L’extrait
acétonique des tiges de Thenia, par exemple, affiche une teneur remarquable en polyphénols
(394 mg EAG/g), ce qui se traduit par une faible ICso antioxydante (0.015 mg/ml), témoignant

d’un fort pouvoir antioxydant. De méme, les extraits acétoniques de feuilles de Tagdemt se
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caractérisent par des teneurs importantes en flavonoides et tanins, associées a une bonne
activité anti-inflammatoire (ICso = 0.1275 mg/ml).

A I’inverse, les extraits aqueux, bien que riches en polyphénols dans certains cas, notamment
dans les feuilles de Thenia (157,2 mg/g), présentent globalement une activité antioxydante
plus modérée (ICso = 0.098 a 0.107 mg/ml). Cette observation suggere que la nature chimique
des composés extraits dépend fortement du solvant utilisé, et que la présence de polyphénols
totaux seule ne garantit pas une forte activité biologique, si ces composés ne sont pas
majoritairement de nature antioxydante ou anti-inflammatoire.

Les flavonoides, quant a eux, sont particuliecrement abondants dans les extraits
dichlorométhaniques (jusqu’a 533,8 mg EQ/g), mais ces extraits n’ont pas montré une activité
antioxydante ou anti-inflammatoire proportionnelle a cette richesse. Ce paradoxe peut
s’expliquer par la structure spécifique des flavonoides extraits par le dichlorométhane,
potentiellement moins actifs, ou par la faible solubilité¢ de ces composés dans les milieux de
test utilisés.

Les résultats révelent également une tendance claire : plus la teneur en polyphénols et tanins
est ¢levée, plus l'activité antioxydante est marquée, comme le confirment les faibles valeurs
d’ICso observées dans les extraits riches en ces composés. Ce lien est cohérent avec les
mécanismes connus de ’action antioxydante, ou les groupements hydroxyles présents dans
ces molécules jouent un rdle clé dans la neutralisation des radicaux libres (Rice-Evans et al.,
1996).

De méme, D’activité anti-inflammatoire est souvent associée a la présence conjointe de
polyphénols, flavonoides et tanins, qui inhibent la dénaturation des protéines, limitent
I’activation des médiateurs inflammatoires et protegent les membranes cellulaires (Calixto et
al., 2004). Cela explique pourquoi les extraits éthanoliques et acétoniques des feuilles, riches

en ces métabolites, présentent les meilleures activités anti-inflammatoires.

Les relations entre teneurs en métabolites secondaires et activités biologiques mettent en
¢vidence que :

Les polyphénols et tanins sont les principaux contributeurs a 1’activité antioxydante.

Les flavonoides, bien que parfois trés abondants, doivent étre qualitativement considérés
(type, structure, polarité) pour expliquer leur activité réelle.

Les activités anti-inflammatoires dépendent d’un effet synergique entre plusieurs familles de

composés phénoliques, notamment les flavonoides et les tanins.
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Les solvants a polarité¢ intermédiaire (éthanol, acétone) se révelent les plus efficaces pour
I’extraction de composés bioactifs a fort potentiel pharmacologique.

Les extraits issus des feuilles, plus riches en métabolites secondaires, présentent une activité
biologique supérieure a celle des tiges, confirmant leur intérét comme source prioritaire pour

une valorisation thérapeutique.

35



Conclusion



Conclusion

Conclusion

Ce travail a permis d’explorer la richesse phytochimique et le potentiel biologique de Rubus
ulmifolius, une plante médicinale autochtone largement répandue dans les zones tempérées
d’Algérie. L’approche adoptée dans ce travail a consisté a évaluer d’une part la composition
phytochimique des extraits issus de la plante (feuilles, tiges), et d’autre part a apprécier leur
potentiel antioxydant et anti-inflammatoire a travers des tests in vitro standards.

L’étude phytochimique a montré une variabilité notable dans les teneurs en composés
phénoliques selon les parties de la plante, la nature du solvant et ’origine géographique. Les
extraits éthanoliques se sont avérés particuliérement riches, notamment celui des feuilles qui a
présenté une concentration en polyphénols totaux atteignant 96,45 + 2,3 mg EAG/g d’extrait
sec (ES). Cette valeur est nettement plus élevée que celles observées pour les extraits aqueux,
ce qui confirme I'efficacité de 1'éthanol 70 % comme solvant d’extraction pour les composés
intermédiairement polaires.

Les flavonoides totaux ont également affiché des niveaux remarquables, culminant a 41,82 +
1,7 mg EQ/g ES, tandis que les tanins condensés ont atteint 26,30 = 1,5 mg EC/g ES. Ces
concentrations témoignent d’une forte densité en métabolites antioxydants et conférent a
I’espece un profil bioactif tres prometteur.

L’activité antioxydante, mesurée par le test DPPH, a révélé une forte capacité de
neutralisation des radicaux libres, notamment chez 1’extrait éthanolique des feuilles dont
I’ICso s’¢éleve a 21,76 pg/mL, une valeur proche de celle de standards antioxydants comme
I’acide ascorbique. Cette activité antioxydante s’est avérée fortement reliée aux teneurs en
polyphénols, suggérant que ces derniers sont les principaux contributeurs a cet effet.
L’activité anti-inflammatoire, quant a elle, a été¢ évaluée par le test d’inhibition de la
dénaturation des protéines. L’extrait éthanolique a montré une inhibition maximale de 78,45
% a la concentration de 1 mg/mL, traduisant un effet notable sur la stabilisation des protéines
et potentiellement sur les membranes cellulaires. La encore, une corrélation positive a été
observée entre la teneur en flavonoides et 1’effet anti-inflammatoire, mettant en évidence le
role de ces composés dans la modulation des processus inflammatoires.

Ces résultats confirment que Rubus ulmifolius représente une source naturelle riche en
composés bioactifs a fort potentiel thérapeutique, notamment dans le traitement des
pathologies liées au stress oxydatif et a I’inflammation. Les relations étroites entre les teneurs
en métabolites secondaires et les activités biologiques observées renforcent I’hypothese d’une

synergie entre les différents composés phénoliques présents dans I’extrait.
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En perspective, des analyses chromatographiques plus spécifiques (HPLC-DAD, LC-MS/MS)
seraient nécessaires pour identifier et quantifier individuellement les molécules responsables
des effets observés. De méme, des tests in vivo et des études toxicologiques permettraient
d’¢largir les connaissances sur 1’efficacité et la sécurité d’utilisation des extraits de Rubus

ulmifolius dans un contexte thérapeutique ou nutraceutique.
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