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Introduction

Si la médecine par les plantes connait un engouement extraordinaire a travers
le monde, il est impossible de ne voir la gu'un phénomene de mode. Bien slr, notre
époque est profondément marquée par la recherche d’'une vie plus saine, dun retour

alanature, aux valeurs essentielles. (Wichtl et Anton, 2003).

La phytothérapie a existé depuis I'antiquité. Les plantes, par leur
métabolisme secondaire, synthétisent des métabolites de nature variée ou plusieurs
études scientifiques ont démontré leurs effets bénéfiques sur plusieurs pathologies
(Katalinic et al., 2006).

Le médicament a base de plantes est un "complexe' de molécules, issu d une
ou plusieurs especes veégétades. De nombreuses formes gaéniques sont aujourd’ hui
proposées, certaines plus innovantes que dautres.  Malgré I'industrie

pharmaceutique, les plantes ne furent jamais abandonnées. (Wichtl et Anton, 2003).

Pour mieux expliquer dou provient I'effet thérapeutique, il faut procéder a
une étude phytochimique. C'est une pratique basée sur les avancées scientifiques qui
recherchent et identifient les extraits actifs des plantes et qui sont moins agressifs

pour I’organisme. (Verdrager, 1978 ; Fernandez, 2003)

Dans le cadre de ce travail notre choix sSest porté sur une plante, trés
répondue dans la région de Begaia, la mire sauvage, qui est trés utiliste comme
plante médicinale pour ses propriétés  anti-oxydantes, antibactériennes et
antifongique. Cette plante vivace qui fait partie de la famille des Rosaceae de
I’espece Rubus Fruticosus L. possede de nombreuses vertus tel que les vitamines, les
minéraux ans que des métabolites bioactifs qui lui confére son action

thérapeutique.

Ce travaill est présenté en trois chapitres. Le premier chapitre porte sur la
phytothérapie, présentation de la plante et ses propriétés thérapeutiques, ainsi que les
meétabolites secondaires qu’ €lle contient.

Le deuxiéme chapitre est de I'ordre pratique, dans lequel est exposé le matérid les

méthodes utilisés, asavoir :
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v' L’extraction des métabolites secondaires de cette plante par décoction,
macération et par micro-ondes
v’ Caractérisation des métabolites secondaires par les méthodes
colorimétrique, spectrométriques et chromatographiques
v Evaluation de I’ activité antioxydants et antibactérienne
Le troiseme chapitre comporte la partie résultats et discussion, la discussion des
résultats des travaux qui ont pu étre rédiser au niveau du laboratoire avant |’ état
pandémique et la présentation et la discussion  des résultats référencés issue des
études antécédentes sur des extraits de la méme plantes rédisée par dautres

chercheurs avec des conditions opératoires similaires et différentes des nétres

Enfin une conclusion géné&rale résumera essentiellement |'étude réalisée dans ce

mémoire et des perspectives liées a notre travail.
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Chapitre 1 Aspect théorique de I'étude

La plante, organisme vivant, marque son identité par des specificités
morphologiques, a l'origine de la classification botanique, mais aussi biochimiques,
lites a des voies de biosynthéses inédites, représentant I'intéré de I'usage des
plantes médicinaes (Bruneton, 1987).

Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de définition |égale d'une
plante médicindle au sens juridique, mais en France « une plante » est dite
médicinale. Lorsgu'elle est inscrite a la pharmacopée et que son usage est
exclusivement médicinal. C'est-adire qu'eles sont présentées pour leurs propriétés
préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines ou animales (Moreau,
2003).

Ce sont des plantes utilistes en médecine traditionnelle dont au moins une partie
possede des propriétés meédicamenteuses. Leur action provient de leurs composes
chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composés présents (Sanago, 2006).

Une plante médicinale est un végéta dont un des organes, par exemple la feuille
ou l'écorce, possede des vertus curatives lorsgu'il est utilise a un certain dosage et
d’une maniere précise (Barka, 2017).

|.1 La phytothérapie
|.1.1 Définition dela phytothérapie

La phytothérapie est le traitement par les plantes (Brunenton, 1999), c'est une
discipline alopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels
et/ou certains états pathologiques au moyen de végétaux, de parties de végétaux ou
de préparations a base de végétaux, gqu'elles soient consommeées ou utilisées en voie
externe (Wichtl et Anton, 2003).

Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie qui
désigne l'ensemble des substances utilisees pour traiter les plantes, a savoir les
pesticides, fongicides, herbicides, ou insecticides (Prescrire, 2007).

On distingue deux types de phytothérapies :

e La phytothérapie traditionnelle : Cest une thérapie de substitution qui a pour
but de traiter les symptébmes d'une affection. Ses origines peuvent parfois étre tres
anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les vertus découvertes

empiriquement. Elles concernent notamment les pathologies saisonnieres depuis les
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troubles psychosomatiques légers jusqu aux symptdmes hépatobiliaires, en passant

par les atteintes digestives ou dermatologiques (Prescrire, 2007).

e La phytothérapie clinique : Clest une approche globale du patient et de son
environnement est nécessaire pour déterminer le traitement, ains quun examen
clinique complet. Son mode d'action est basé sur un traitement a long terme agissant
sur le systéme neuro-végétatif. Dans ce type les indications sont liées a une
thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou renforcer |’ efficacité
d’un traitement allopathique classique pour certaines pathologies (M or eau, 2003).

1.1.2 Principe de la phytothérapie

La phytothérapie repose sur [I'utilisation de plantes médicindles a des fins
thérapeutiques. En médecine classique, les fabricants pharmaceutiques extraient le
principe actif des plantes pour en faire des médicaments.
La logique de traitement est également différente entre la meédecine classique et la
phytothérapie. La médecine moderne est substitutive, c'est-adire que les
meédicaments classiques regularisent les fonctions de I'organisme et le soulagent du
besoin de sSauto guérir. En phytothérapie, les plantes sont également utilisées
comme des médicaments pour réguler les fonctions du corps.
Sdon les phytothérapeutes, une maladie ne survient pas par hasard. Elle est la
conséquence d'un déséquilibre interne a I'organisme qui  doit en permanence
Sadapter a son environnement. La phytothérapie sattache a analyser les systemes
constitutifs de I'organisme : systemes neuroendocrinien, hormonal, immunitaire,

systeme de drainage... (Devoyer, 2012).

[.1.3 Intérét dela phytothérapie

La phytothérapie se pratique sous différentes formes et uniquement dans le cas
de maadies « bénignes » Bien sOr, bon nombre de symptdmes nécessitent des
antibiotiques ou autres traitements lourds. Dans d'autres cas, se soigner par les
plantes représente une alternative reconnue par la médecine et dénuée de tout effet

toxique pour |’ organisme (Berlencourt, 2008-2013).
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|.1.4 Exemples de plantes utilisées en phytothérapie

De  nombreuses plantes sont  utilistes  depuis des sSiecles  en
phytothérapie, certaines dentre elles ont éé identifiées comme éant des
plantes médicinale a effets thérapeutiques et leur efficacité a éé approuvée
suite a des éudes menées sur des parties de plantes ou des plantes en

entier. A titre d’ exemples:

v L’ écorce de grenade ont des effets antioxydant et antibactérien (Dies et Aggoune,
2019).

v Feuilles de |’ inule viscose ont des effets hémostatique et antioxydant (Anani et
Belhadi, 2018).

v Feuilles de I’ ortie ont des effets antifongique et antibactérien (Guelil, 2018).

v Les racines du Carthamus ont des effets cicatrisant et antibactérien (Halou et Bali,
2019).

v Feuillesdel’ olivier ont des effets antifongique et antibiotique (Saadi et Saoudi,
2018).

|.2. Etude botanique dela mdre sauvage (RubusfruticosusL.)

La mire sauvage est présente depuis I'Antiquiteé. Dans la Grece Antique,
sykamion (nom de la mire en grec), était dga utiliste a des fins thérapeutiques. En
effet, les Grecs utilisaient le jus de mdre sauvage pour lutter contre la goutte et le
mal de gorge.

Quant aux Celtes, ils la considéraient comme une plante sacrée, pourvue de pouvoirs

meédicaux et magiques.

La mlre sauvage favorisait la guérison et permettait de rester en bonne santé. Mais
plus encore, €elle attirait la richesse et la protection. Sans oublier les Amérindiens qui

consomment la mdre sauvage depuis toujours.

Par alleurs, dés le ler siecle, Pline I’Ancien, Galien et Dioscoride utilisaient la mdre
sauvage. Comme toutes les parties de la plantes avaient un usage, on récoltait le

fruit, les feuilles ou encore les racines.
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Et ceux-ci soignaient de nombreux maux tels les ulceres, la toux, les plaies, et les

fievres. Plus tard, au 12eéme siecle, Hildegarde de Bingen compléta la liste des
traitements possibles.

Le nom Rubus fruticosus L (Figure 1.1) (Lim, 2012) provient du latin ruber ;
rouge en référence a la couleur des fruits avant leur compléete maturité. Frutex
signifie rgeton ou en forme darbrisseau. Rubus fruticosus L. est une plante
appartenant a la famille des rosacées. Elle est communément connue sous le nom de
Ronce commune, MdUrier sauvages, Blackberry en anglas et Tdt e Ullayg en
Algérie (Lim, 2012). Cette espece est originare d’'Asie et d'Europe. Cest une
plante spontanée qui se trouve dans les terrains incultes, le long des haies, clairieres

des bois, bords des chemins, lisiére et coupe forestiére (Rameau €t al., 2008).

Figurel.l: Laplante de Rubusfritucosus L. (Lim, 2012)

|.2.1 Classification et appellation dela mlre sauvage (Rubus FruticosusL.)
La position systématique de la Ronce est la suivante (Bock 2013) :

Régne: Plantae

Sousrégne : Tracheobionta

Super division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
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Sous classe : Rosidae
Ordre: Rosales
Famille : Rosaceae
Genre: Rubus

Espece: RubusfruticosusL.

Plusieurs noms vernaculaires sont attribués a cette plante (Lim 2012) :
e Nom francais: Ronce commune, Ronce des bois, Ronce des haies, Ronce
européenne, Mures sauvages,
e Nom Anglais. Blackberry;
e Nom Arabe: Tat e Ullayq;
e Nom Kabyle: Tizwa

|.2.2 Description botanique de Rubus Fruticosus L.

Sous-arbrisseaux Vvivaces, espece caractérisee par des aiguillons arqués, trés
vulnérants, rougeédtres et recouverts de pruine (Alioute, 2014) (Figure 1.2).
Les feuilles: de forme  convexes, vertes et glabrescentes en dessus, blanches
tomenteuses en dessous, a 5 folioles elliptique peu profondément dentées, nettement

pétiolul ées.

Les fleurs: sépales tomenteux, réfléchis. Pétaes d'un rose vif, suborbiculaires,
chiffonnes. Etamines égaant  ou dépassant peu les styles  roses.
Le fruit: le fruit est composé de nombreuses drupéoles noires plutét luisantes.

Lafloraison : alieu dejuin aao(t.
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Figurel.2: Aspect général de Rubus fritucosus L. (Alioute, 2014).

|.2.3 Distribution mondiale de Rubus FruticosusL.

La répartition de I'espéce Rubus fruticosus L. séend sur toute | Europe,
L’Afrique du Nord (Atlas), I’Afrique australe, le Sud-Est de [I'Audtrdie, la
Nouvelle-Zélande, les EtatsUnis et le Chili. La ronce est également présente plus
prés de I'Equateur, mais a des altitudes plus élevées (on trouve jusgu'a plus de 2 000
m d’ atitude) (Figurel.3) (Wehrlen, 1985).

En Algérie, elle se trouve dans les régions cotieres méditerranéennes comme Béaia

en laretrouve aussi dans les hauts palataux comme Constantine, Tizi ouzou, ..).
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Figurel.3: Aire de répartition mondiale de Rubus fruticosus L.(Wehrlen, 1985).

|.2.4 La phytochimie de RubusfruticosusL.

Plusieurs études phytochimiques réalisées sur la plante Rubus fruticosus ont
permis didentifier certains composants bioactifs auxquels sont attribuées les
activités pharmacologiques de cette plante, dont les plus important sont les acides
phénoliques comme |'acide élagique, I'acide galique, I'acide cafféique, I'acide p-
coumarique et les flavonoides comme la querceting, le kaempferol, la myriciting, la
catéchine, |'epicatéchine, | epicatéchine galate, la cyanidine-3-O-glucoside et la
guercetine-3-D-glucoside. (Gudej et Tomczyk, 2004 ;Radovanovi¢ el al.,, 2013 ;
Milivojevic et al., 2011).

Des Triterpenes acides comme 1’acide rubutique, rubinique et 2-o-Hydroxyursolique
ont étéisolés apartir de Rubus fruticosus (Zia-Ul-Haq et al., 2014).

Les composes aromatiques tels que le 5-hydroxymethylfurfural et le 2,3-dihydro-
3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one  sont éventuellement présents dans cette
plante (Turemis et al, 2003).
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| .3 Les métabolites bioactives dans le Rubus fritucosus L.

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I"adaptation de la plante a sont environnement ainsi que la régulation des symbioses et
d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les pathogenes,
comme agents allelophatiques ou pour attirer les agents charges de la pollinisation ou de la
dissémination desfruits. (Judd et al., 2002)

Leur incorporation dans I’alimentation humaine peut étre utile pour la prévention contre

plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, lesinfectionsviral). (Makkar et al., 2007)
1.3.1 Les polyphénoles

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, d'un poids
moléculaires élevé (Haslam, 1993), se trouvent dans un certain nombre de plantes

agricoles et médicinales (Psotova et al., 2003).

L’éément structura fondamental qui caractérise les composes phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel il est directement lié au moins a
un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester,
hétéroside (Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques naturels regroupent plus de 8000 substances chimiques
comprenant au MoOINsS un noyau aromatique, e un ou plusieurs groupes hydroxyles
(Bamforth, 1999). Allant de molécules simples a des composés hautement
complexes (Urquiaga, 2000). L’accumulation de ces dernieres dans les plantes,
varie quantitativement et qualitativement non seulement dans les différentes parties
de la plante, mais aussi d'une espece vegétale a une autre. On peut distinguer les
différentes classes de polyphénols en se basant d’'une part, sur le nombre d atomes
constitutifs et d autre part, sur la structure du sguelette de base (Har bor ne, 2000) :

e Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoique, acides
hydroxycinnamiques),

e Lesflavonoides qui représentent la classe la plus abondante et 1a plus étudiée,

e Lestaninset lignines,

e Et plusrares, les coumarines et les stilbenes.
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Les flavonoides, les acides phénoliques, les stilbénes, les tanins et les lignanes
(Tableau 1.1) (Bruneton, 1999), sont majoritairement présents dans les racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollen, graines de bois et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des

graines,...etc (Boizot et Charpentier, 2006).

Les polyphénols sont des composés organiques, tres abondants dans les fruits et les
feuilles de mlres sauvages, qui jouent également un rdle sur la physiologie des
plantes, particulierement dans la défense contre les biotiques et le stress abiotique.
(Marhoune et Boulebtina, 2017).

Tableau |.1: Laclassification des polyphénoles (Bruneton, 1999).

Composés phénoliques

Squelette
carboné

Cs Phénols simples hydroquinone HO—@—OH Busserole
O z
C..C Acides acide HO Epices,
61 hydroxybenzoiques | parahydroxybenzoique an fraises
Acides . ] HO N\ o y
. . acide paracoumarique Tomates, ail
hydroxycinnamiques

OH

N
. s Carottes,
Coumarines ombelliférone .
coriandre
HO O O

Classe Exemple Structure Origine

Ce-Cs
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1.3.1.1 Lesacides phénoliques

Le terme acide phénoliqgue peut s appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En
phytochimie, I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérives des acides

benzoique et cinnamique (Belyagoubi et Benhammou, 2011).

a COOH COOH

OH OH
gallic acid protocatechuic acid
b
HO = COOH
. _COOH :@/\/
/©/\/ HO
HO p-coumaric acid caffeic acid

D O
CHLO . COOH
HO @/\/
HO

ferulic acid
OCH, ) ) .
sinapic acid

Figurel.4 : Structures des acides hydroxybenzoiques (a) et hydroxycinnamiques (b)
(Belyagoubi et Benhammou, 2011).

1.3.1.2 Lesflavonoides

Les flavonoides constituent une large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols (Bruneton, 1999). IIs constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux
(Havsteen, 2002). Ils dérivent de [I'enchainement Benzo-pyrone et peuvent étre
classés selon la nature des différents substituant présents sur les cycles de la
molécule et du degré de saturation (Figure 1.4) (Hendrich, 2006). Les flavonoides
sont des composeés phénoliques, tres abondants dans la nature, trouvés partout dans
les plantes développées et ils sont identifiés dans toutes les parties de la plante y
compris les feuilles, les racines, les tiges, les fleurs, le pollen, le nectar, les graines et
I"écorce (Cermak et al.,, 1998; Tim Cushnie e Lamb, 2005). Dans la plante
Rubus fritucosus L. ces métabolites sont localises dans les feuilles (Meziti, 2018), le
fruit (Issaadi, 2010)




Chapitre 1 Aspect théorique de I'étude

Figurel.5: Structure de base des flavonoides. (Hendrich, 2006)

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes
sont les flavones, les flavanols, les flavanones, |es dihydroflavanols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, |es aurones et les anthocyanes (Figure1.5) (Manach et al.,

2004).

Isoflavones

HO

T
OH ©
Ry FI | By
Flavanols avonois

Ad@ Ay
OH OH

OH OH D

Figurel.6 : Structure des principales classes de flavonoides (M anach et al., 2004)
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.3.1.3 Lestanins

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les
angiospermes, les gymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones (tannins
hydrolysables). Ces composés ont la capacité de se combiner et de précipiter les
protéines. Ces combinaisons varient d'une protéine a une autre selon les degrés
d affinités. (Harborne., 1997). Leur poids moléculaire est compris entre 5000 et
3000 Daltons. On distingue deux grands groupes de tanins:

e Tanins hydrolysables: Ces composés sont considérés comme des oligo ou des
polyesters d'un sucre et d'un nombre variable dacide phénol. Généralement le
sucre est le D-glucose et I'acide phénol soit I'acide gallique dans le cas des
gdlotanins soit I'acide élagique dans le cas des tanins classiquement dénommés
élagitanins (Bruneton, 2009) (Figure|.6).

COOH

HO OH 0 0=C
He Cow
OH 0

ACIDE GALLIQUE

HO
HO 0=—CHj
HO 5 OH
HO . K OH
HO © OH
HO

ACIDE TANNIQUL (ELLAGITANNIN)
ACIDE TANNIQUE (GALLOTANNIN)

Figurel.7 : Structure des tannins hydrol ysables et des acides associés (I ssaadi,
2010).
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« Acidegallique

L'acide gadlique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoique) est un composé organique
aromatique, l'un des six isomeres de l'acide trihydroxybenzoique, largement
répandu dans les plantes soit sous forme libre soit comme composant des
gdlotanins (Figure 1.7) (Bruneton, 2009), cet acide est classe dans les acides
phénols (ou acides phénoliques) puisquil comporte a la fois une fonction
carboxyligue et des hydroxyles phénoliques. Et comme il est dérivé de l'acide
benzoique, on le classe aussi dans les acides hydroxybenzoiques.

On le trouve a I'état naturel dans des galles de chénes (ou noix de gale), de
sumac, d hamamélis, les feuilles de thé, |'écorce de chéne, la peau de grenade,
entre autres plantes. Sa formule chimique est C6H2(OH)3COOH. Les sels et
estersissus de cet acide sont appelés gallates.

Fréguemment utilisé dans I'industrie pharmaceutique, il est un précurseur pour la

synthése de lamescaline.

HO OH
OH

Figurel.8: Structure chimiques de I’ acide gallique (Bruneton, 2009).

e Tanins condensés: Les tanins condensés different fondamentalement des tanins
hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leurs molécules et leur
structure est voisine de celle des flavonoides. Il sagit des polyméres flavaniques
constituées d'unité de flavan-3-ols liées entre eles par des liaisons carbone
(Bruneton, 2009), (Figure 1.8) Dans la plante Rubus fritucosus L. ces

meétabolites sont localisés dans les feuilles (1 ssaadi, 2010).
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Figurel.9: Structures de tannins condenseés. (I ssaadi, 2010)

| .4 Propriété phar macologique et usage thérapeutiquetraditionnel de

Rubus fritucosusL.

La ronce est une plante médicinale trés appréciée pour son efficacité a traiter
certaines maladies. Congtituée essentiellement de tanins, cette plante détient un
pouvoir astringent et anti-diarrhéique. Le gargarisme par la décoction de la ronce est
utilise pour le traitement des inflammations de la bouches comme les aphtes, les
gingivites, les pharyngites. Les feuilles de la ronce possedent une action
antibactérienne et antifongique ; ains €elles sont utilisées pour soigner les plaies et
les blessures extérieures. Le décocté des feuilles peut servir de collyre pour les yeux.
Les bourgeons sont employés pour guérir la bronchite et permet datténuer les
problemes d'insuffisance respiratoire. La ronce est dotée auss de propriétés
carminatives, diurétique et anti hémorroidaire (Fournier, 2010 ; Zia-Ul-Hag et al.,
2014).

En plus de ces activités, I'’éude menée par (Gomar et al., 2014), met en évidence un

effet protecteur des difficultés cognitives, conséquentes au diabéte.
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|.5 L activité anti-oxydante
Il existe des mécanismes de défense cellulaire qui détruit les radicaux oxygenes

(Peroxydases cellulaires) ou qui piegent les radicaux libre (molécules anti-oxydantes) (Boyd
et al., 2003).

|.5.1 Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est défini comme éant toute substance qui peut retarder ou
empécher |'oxydation des substances biologiqgue. Ce sont des composés qui
réagissent avec les radicaux libres et les rendent ains inoffensifs (Boyd et al.,
2003). lls sont capables de minimiser efficacement les rancissements, retarder la
peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielles et nutritionnelles du
produit alimentaire. lls permettent le maintien de la qualité et d augmenter la durée
de conservation du produit. (Barka et Medjahed, 2017).

|.5.2 Définition d’un radicale

Un radical libre est une espéce chimique qui possede un éectron célibataire qui
lui confére une réactivité visavis dautres molécules. La production d espéces
réactives de I’'oxygéne (ROS) ou de radicaux libres est normae et ne constitue pas
une situation pathologique en soi. En effet, elle joue un rdle dans certaines voies de
signalisation. De plus, il existe divers systemes permettant d'éiminer les ROS et de
rétablir la balance oxydative. Ces systémes peuvent étre des enzymes d'origine
endogéne (catalase par exemple) ou de simples molécules dorigine exogene

(vitamine E par exemple) (Florence, 2016).

|.6 Formes galéniques pour les médicaments a base de plantes médicinales

Il existe différentes formes pharmaceutique du principe actif comme les gélules,
les comprimés, des pommades, des sirops,...etc, pour les médicaments a base de
plantes. Le principe actif renfermé, initidlement sous forme de poudre, dextrait ou
teintures peut se présenter sous différents aspects et constitue ce que I'on appelle une
forme galénique. (Morriset al., 1987).
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1.6.1 Laformegaléniqueliquide

Les préparations liquides pour usage oral sont habituellement des solutions,
émulsions ou suspensions contenant un ou plusieurs principes actifs dans un
véhicule approprié : certains liquides pour administration orale peuvent consister en
des principes actifs utilisés tels quels. (Phar macopée Eur opéen éd 5.5)

Les liquides pour usage oral peuvent contenir des conservateurs antimicrobiens
appropriés, des antis oxydants et d’ autres substances auxiliaires telles que :

Des agents de dispersion, de suspension, des substances épaississantes.
Emulsionnantes, des tampons, des mouillants, des solubilisant, des stabilisants, des

aromatisants, des édul corants, des matiéres col orantes autori sées.

.6.1.1Lesirop

Selon la pharmacopée européenne, un sirop peut étre définit comme étant une
forme gaénique liquide qui contient au moins un principe actif administré par voie
orale. (Figurel.9)

Les sirops sont des préparations aqueuses caractérisees par leur saveur sucrée et

leur consistance visqueuse. lls peuvent contenir du saccharose a une concentration
au moins égae a 45% m/m. La saveur sucrée peu également leur étre conférée par
d’autres polyols ou édulcorants. Ils contiennent généralement des aromatisants ou
autres agents de sapidité (Pharmacopée européenne, 2008). IIs sont administrés par
voieorae.
A une concentration voisine de 65% en masse (une densité de l'ordre de 1, 32 a
20°C), le saccharose assure, sSous certaines conditions, une  protection
antimicrobienne. La densité des sirops est comprise entre 1.26 et1l.32 (Fonteneau,
Klusiewicz, 2008).

v Composition du sirop
Les sirops peuvent contenir un ou plusieurs principes actifs et des substances
auxiliaires (colorant, aromatisants, agents antimicrobien). Le nom et la concentration

des édul corants et des polyols doivent étre indiqués sur I'éiquette (Hir et al., 2009).
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Figurel.10 : Forme pharmacologique d’ un sirop
e Sirop a basedu RubusFruticosusL.

» RubusFritucosus G37

Le Rubus Fritucosus G37 est un médicament a base de jeunes pousses de Ronce sous forme
sirop conditionné dans un flacon en verre de 50ml. (Figurel.11)
e Ingrédients
Ingrédients médicinaux : Rubus fruticosus 0,05 ml (jeunes pousses de Ronce) (extrait
1:202,5mg) :
I ngrédients non-médicinaux : Alcool, eau, glycérine.
e Posologie
Adultes et enfants > 12 ans : 5-15 gouttes par jour, en dehors des repas, pures ou diluées
dans de |’ eau, ou selon les directives d’ un praticien de la santé.
e Précautions et misesen garde
Consulter un praticien de lasanté si les symptdmes persistent ou s aggravent.
Ne pas utiliser si le sceau de sécurité est brisé.
Tenir hors de |a portée des jeunes enfants.
e Contre-indications
Ne pas utiliser si vous étes enceinte ou si vous allaitez sauf sur I’avis d’un praticien dela
sante.
Pour plus d’information, consulter votre praticien en soins de santé.
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Figurel.11 : Sirop de Rubus Fritucosus G37

» RubusFruticosus BIO 60 mi
Le Rubus Fruticosus BIO 60ml est un médicament a base de Rubus Fruticosus (bourgeon)
sous forme sirop conditionné dans un flacon en verre de 60ml le fabricant est canadien

(Homeocan) (Figurel.12)

Ce médicament aide a apaiser les voies respiratoires e a renforcer les
défenses naturelles de l'organisme. La ronce est employée pour guérir la
bronchite e permet datténuer les problémes  dinsuffisance  respiratoire.
Elle est auss riche en vitamine C e en acides organiques, cest une plante

dépurative et fortifiante.
e Ingrédients

Ingrédient médicinal (pour 1 goutte) : Rubus fruticosus 1DH (1:200) 0.05 ml,
équivalent a 0.25 mg de jeunes pousses de Petit mdrier.
Ingrédients non médicinaux : Glyceérol, Alcool, Eau purifiée
e Posologie
Adultes (plus de 12 ans) : Prendre 50 gouttes 3 fois par jour dans un verre d’ eau ou tel que
recommandeé par un praticien de la santé.
e Contre-indication
Ne pas utiliser si vous étes enceinte ou si vous alaitez sauf sur larecommandation d’un
praticien de la santé.
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Figurel.12 : Flacon de sirop de Rubus Fritucosus BIO 60 ml (homeocan.ca).

» RubusFruticosus

Le Rubus Fruticosus est un médicament a base de Rubus Fruticosus sous forme sirop
conditionné dans un flacon en verre de 125ml.

Rubus fructicosus peut aider a réduire la douleur qui accompagne la décalcification desos. Le
traitement de I'arthrose chez |es personnes agées est délicat, comme |'ostéoporose,.il est aussi
indiqué pour la spondylarthrite ankylosante, la bronchite, I'emphyseme, la polyarthrite
rhumatoide et les maladies respiratoires sclérosees. (La para.ca) Figurel.13.

e Ingrédients

I ngrédients médicinaux : Rubus fructicosus (M drier sauvage) 1 X
I ngrédients non-médicinaux : glycérine, alcool, eau pure.
e Posologie
Adultes en enfants de plus de 12 ans : 50 gouttes (1/2 cuillére acafé) une atroisfois par
jour.
Les enfants de moins de 12 ans : 15 a 25 gouttes une atroisfois par jour.
e Précautions et mise en garde
Si les symptomes persistent ou saggravent, consultez votre médecin. Si vous étes enceinte
ou alaitez, ne pas utiliser, amoins que conseillé par votre professionnel de la santé.
e Contre-indications
Aucune connue.
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Figurel.13: Sirop abase du Rubus Fritucosus (L a para.ca)
1.6.1.2 L es gouttes buvables

Les gouttes buvables sont des solutions relativement concentrées, contenant un ou
plusieurs principes actifs dissous dans un solvant approprié, par une dissolution simple. Elles
sont administrées par un compte-gouttes incorporé dans le bouchon ou remplacé par une
seringue graduée ou pipette (Phar macie galénique, 2008). Ils peuvent etre des solutions, des
eémulsions ou des suspensions a administres en petits volumes au moyen d un dispositif

approprié (Phar macopée Européen, Ed 5.5).

> Rubus Fruticosus J.Pousses Gouttes

Le Rubus Fruticosus J.Pousses est un médicament homéopathi que sous forme de macérat
glycé&riné. Disponible dans différentes dilutions : 1DH, 3DH, 6DH,3CH.
Ce médicament est fabriqué par le Laboratoires Boiron, 2 avenue de I'Ouest Lyonnais,
69510 Messimy, et est conditionné dans des flacon de 30, 60, et 125ml. Les gouttes
doivent étre dilué dans un peu d’ eau et est administré par voie orale. Un léger trouble peut
apparaitre sans incidence sur la qualité du médicament. (11lico pharma) Figurel.14.

e Listedesexcipientsa effet notoire: Ethanol

e Précautions et miseen garde
Ce médicament contient de I'alcool. En raison de la présence d'alcool, prévenez votre
médecin en cas de maladie du foie, d'épilepsie, de grossesse ou d'allaitement.
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L'usage chez |'enfant doit étre fait sur avis médical seulement.
Ne pas laisser alaportée des enfants.

Figurel.14 : Les gouttes d'homéopathie Boiron Rubus Fruticosus J.Pousses (11lico pharma)

» Ronce (Rubusfructicosus) bourgeon BIO, 30 ml
Le médicament Ronce (Rubus fructicosus) bourgeon BIO est a base de bourgeons sous forme de
gouttes conditionné dans des flacons de 30 ml
L e bourgeon de ronce est particulierement recommandé pour les problémes respiratoires chroniques.
(Aroma-zen) Figurel.14.

e Ingrédients
I ngrédients médicaux : ronce (rubus fructicosus): 10,3%
I ngrédients non-médicaux : eau, alcool a 32%, glycérine

e Posologie
Prendre 10 a 15 gouttes dans un petit verre d'eau, 15 min avant les repas.
Une prise par jour, pendant au moins 21 jours.

e Précautions et miseen garde

Tenir hors de portée des enfants
Ne pas dépasser |a dose journaliére recommandée
Ne se substitue pas a une alimentation variée et a un mode de vie sain
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e Astuce
Pour le traitement des animaux domestiques (chiens et chats particuliérement), il est conseillé
de donner 1 goutte de macérat glycériné pour 5 a 10 kg.

¢ Indication
Un flacon de 30ml permet de faire une cure d'un mois.
Il est conseillé de faire des cures de longue durée (2 mois).

Figurel.15 : Ronce (Rubus fructicosus) bourgeon BIO, 30 ml (Aroma-zen)
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[1.1 préparation du matériel végétal

La récolte des feuilles de Rubus Fruticosus L. communément appelé dans la
région de la Kabylie Inijel (Figure Il. 1) a été réaisée au mois de mars 2020 dans
larégion d’ Aokas, wilaya de Bgjaia. (Figurell. 2)

Figurell.l: Laplante Rubus fruticosus L.
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Figurell.2: Site de collecte de la plante Rubus fruticosus L.
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Les feuilles de Rubus Fruticosus L. sont préaablement laver avec I'eau du
robinet et ensuite avec l'eau digtillée pour éiminer les poussieres et d autres

particules contaminants, elles sont ensuite sechées al’a libre (Figurell.3)

Figurell.3: Echantillon végétal desfeuilles de Rubus FruticosusL.

[1.2 Produits chimiques utilisés

L’ensemble des produits chimiques et réactifs utilises dans [I'extraction, la
separation, les caractérisations qualitatives et quantitatives ains que les tests

mi crobiol ogiques sont regroupés dans le Tableau 11.1 (Annexes ).
[1.3 Extraction des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques des feuilles fraiches de Rubus
Fruticosus L. a éé rédisée par trois différentes méthodes, a savoir par décoction,

par macération afroid et enfin par irradiations micro-ondes
11.3.1 La décoction

Cette méthode d'extraction a été réadlisée sdlon le protocole décrit par Konkon
et al., 2006 avec quelques modifications. 20 grammes de feuilles fraichesde Rubus
Fruticosus L sont introduites dans 200ml d'eau distillée chaude, le mélange sous
couvert est chauffer pendant 30min a 80°C (Figure 11.4). Apres refroidissement de

ce dernier une filtration est réalisée sur papier Wathman n°1(Figure 11.5). L’extrait
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végétal est conservé dans un contenant en verre a 4°C pour une utilisation

ultérieure.

Figurell.4 : Extraction par décoction des composés phénoliques des feuilles fraiches de

Rubus Fruticosus L
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Figurell.5: Extrait par décoction des composés phénoliques des feuilles fraiches de Rubus

Fruticosus L

[1.3.2 Extraction par macération dans un méange hydro-alcoolique

eau/méthanal

L’extraction par macération dans un solvant hydro méthanolique(v/v) : (50/50) a
éé effectué selon le protocole décrit par Hamia e al. 2014, avec quelques
modifications. 20g de la matiére végétaeest mélangé avec 100 ml de solvant
hydrométhanolique 50% (Figure 11.6). Apres une macération sous couvert pendant
24h, I'extrait est filtré sur papier Wathman n°1 (Figure 11.7). Le filtrat est conservé

au frai a4 °C pour une utilisation future.
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Figurell.6: Extraction par macération des composés phénoliques des feuilles fraiches de
Rubus Fruticosus L.

Figurell.7 : Extrait par macération des composés phénoliques des feuilles fraiches de Rubus
Fruticosus L (macérét).
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[1.3.3 Extraction par irradiation avec micro ondes dans un méange hydro
alcoolique eau/méthanal

L’extraction par micro onde dans un solvant hydro éthanolique (v/v): (10/90) des
composes bioactifs des feuilles Rubus Fructicosus L. est réalisée en utilisant un appareil

micro-onde (Kenwood), avec une puissance de 1450W.

Cette méthode d’ extraction a été réalisée selon le protocole décrit par Paré et al. 1990 en y
apportant quelques modifications en variant le temps. Des échantillons de 20g des feuilles
fraiches du Rubus Fruticosus L. sont mélangés a un solvant hydro éthanoique (90%) avec
un temps d'irradiation relatif a chaque échantillon: [1min, 5min, 10 min, 15min, 30min].
Apres refroidissement et filtration sur papier Wathman n°1. Les extraits en question sont

conservés dans un contenant en verre a4°C pour une utilisation ultérieure.

[1.4. Extraction destanninsgalliques et condenses de |’ extrait desfeuilles

fraiches de Rubus Fruticosus L

Les extraits vegétaux obtenus par les trois méthodes d extractions ont été
débarrasses de la chlorophylle et les lipides par un traitement avec le
dichlorométhane (3*.30ml) par agitation pendant  15min  suivi dune extraction
liquide/ liquide (Figurel1.8).
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Figurell.8: extraction liquide/liquide de la chlorophylle et les lipides des extraits des

feuilles fraiche de Rubus fruticosus L. obtenus par les trois méthodes d’ extraction

Les extraits agueux on été ensuite traités par |'acétate d éthyle (3*30ml) qui
extrait les tannins galiques et les proanthocyanidoles dimériques (Figure 11.9). Les
tannins plus condensés restent dans la phase agueuse (Zhang et al., 2008) .Aprés
évaporation du solvant les extraits sont conservé a 4°C pour une utilisation

ultérieure.

Figurell.9: séparation destanins galliques et condensés
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|1.5. Caractérisation qualitative et quantitative des métabolites secondair es

dans|’extrait desfeuilles fraiches de Rubus FruticosusL

I1. 5.1 Caractérisations photochimiques par colorations et précipitations

La caractérisation

des métabolites présents dans |’extrait

qualitative photochimique

est résumée dans letableau 11.1.

par coloration et par précipitation

des feuilles fraiches de Rubus Fruticosus L

Tableau I1.2 : Lesdifférentes réactions utilisées pour la caractérisation par coloration.

Nature des
métabolites

secondaires

Réactifs et protocoles
d’identification

Le Résultat positif

Tanins totaux (Mole
et Waterman, 1987 ;
Ben Naser et al.,
1996 avec

modifications)

5ml de I'extrait brut + 1ml de la
solution de FeClz a (2%)

La coloration bleue
indique la présence
des tanins gallique.

La coloration
verdatre indique la
présence des tanins

condenseés.

2ml de I'extrait brut + 1ml de la
vanilline chlorhydrique et
chauffage au bain marie pendant

15min

La coloration rose
foncé indique Ia
présence des tanins

condenseés.

Flavonoides (
Bahorun, 1996 avec

modifications)

Iml de I'extrait brut + 1ml de la
solution d’ AICl3 ( 2%)

Coloration jaune

Polyphénols (Negi et
al., 2003 avec
modifications)

0.2ml de ’extrat + 1ml du
réactif Folin Ciocalteu, on laisse
incuber pondant 4min a
température ambiante puis on

gjout 0.8ml de NaxCO3 (2%)

Coloration bleue
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11.5.2. Caractérisation par chromatographie
11.5.2.1 Chromatographie sur couche mince CCM

La chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique anaytique
rapide, ssmple et peu couteuse, utilisé au cours de la séparation et de I'identification
des métabolites (Bennouar et Chekakta, 2017).

v Principe

Cette technique repose principdement sur le phénomene d'adsorption sélective des
composants, la migration (verticale) est fonction de la polarité des substances. De la
polarité¢ de I'édluant (phase mobile) e du pouvoir dadsorption de la phase

stationnaire.
Lamise en ceuvre d’ une CCM nécessite plusieurs matérielstel que:

-une cuve chromatographie: c'est un récipient en vere, fermé par un couvercle

maintenu étanche.

-une phase dstationnaire: c'est une couche dabsorbant éaé uniformément sur un
support en auminium ou en verre de dimension variable (généraement 20*20cm)
avec une épaisseur comprise entre 0.5 et 2mm. L’absorbant gque nous avons utilisés

est le gel desilice.

-La phase mobile: c'est I'8uant, il est composé d'un mélange de solvant qui maigre

lentement |e long de la plague en entrainant |es composants de I’ échantillon déposeé.

L’ &uant utilisés ; eau distillée, méthanal.

v M ode opératoire

Des petits spots de |'extrait sont déposés par une pipette pasteur sur une plague
CCM préaablement découpée. La plague est déposée verticalement dans la phase
mobile dans une cuve contenant le solvant déution. Une fois le développement du

chromatogramme effectué, la plague est séché a tempé&ature ambiante puis
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examinée sous une lampe UV-Visible. Le rapport frontal pour chague constituant est

déterminé selon larelation :

distance parcoure par l'echantillon h

Rf = -

~ distance parcoure par le front de solvant " H

h= distance parcourue par la substance cm.

H= distance parcourue par |’ éuant cm.

11.5.2.2 Chromatographie liquide haute performance (pression) (HPLC)

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC, High performance
liquid chromatography), est une technique de séparation anaytique et/ou préparatrice de
molécules présentes dans un méange. Cela permet dadapter les méthodes

chromatographiques usuelles (voir Colonne) sur un montage haut pression (Figure I1.10).

Figurell.10 : montage de |’ appareil HPLC
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La phase mobile est liquide percole & haute pression a travers une phase stationnaire de
granulométrie trés fine ce que permet de separer plus efficacement les composées donc
d utiliser des colonnes plus petites avec une économie de support, de solvant et de produit a
anayser (Fabien, 2009).

v Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (€uant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne

chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre
la phase mobile et la phase stationnaire. Les différents solutés sont caractérisés par un pic.

L'ensembl e des pics enregistrés est appel € chromatogramme. (Imami et al., 2016).

v Protocole d’analyse

L’analyse chromatographique de I’extrait bruts de Rubus fruticosus est réalisée par
HPLC-TOF-MS sdlon le protocole décrit par Demirtas et al.,, 2013. Le systéme
utilise est Agilent Technologies série 1260 doté d'un détecteur 6210 Spectrometre
de masse a temps de vol (Time of Flight (TOF)/MS) et d'une colonne ZORBAX
SB-C18 (4.6 x100mm, 3.5 pm).

La phase mobile est constituée d’un mélange de deux solvant A et B (acétonitrile et
acide formique a 0.1% respectivement dans de I'eau bi distillée) avec un gradient
dont le programme du solvant est le suivant: 0-1 min 10% B, 1-20 min 50% B, 20-
23 min 80% B, 23- 25 min 0% B; 25-30 min 10% B. L’extrait bruts (200 pg) est
solubilis¢ dans le méthanol et filtré a travers un filtre PTFE (0.45um) pour éliminer
les particules. Le volume injecté est 10 pl. Le débit du solvant est de 0.6 ml min-1 et

latempérature de la colonne est 35°C.
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Le mode dionisation de I'instrument HPLC-TOF/MS est négatif et fonctionne avec
une température du gaz d'azote de 325°C, un débit d'azote gazeux de 0,7 mL/min,
un nébuliseur de 40 ps, un voltage capillare de 4000 V e un voltage du
fragmenteur de 175V (Afif Chaouche, 2015).

Nous avons envisagé de faire une anayse par HPLC propre a nous pour pouvoir
comparer les résultats et voir I'influence de la méhode et le choix du solvant
d’extraction sur la teneur en composées phénoliques qui on était extrait, vue la

situation actuelle du payé notre projet est malheureusement misal’ arrét.

[1.5.3 Caractérisation par les méthodes spectrophotométries Infra-Rouge(IR) et
UV-Visble

11.5.3.1 Caractérisation par Infra-rouge(lR)

La spectroscopie infrarouge a été exploité pour la caractérisation qualitative des
métabolites secondaires dans I'extrait des feuilles fraiche de Rubus Fruticosus L.
Elle permet didentifier la nature des groupes fonctionnels des composés des

liquides, des solides, des gaz, des poudres, des fibres, des films ou des surfaces.
v Principe

L'analyse du faisceau infrarouge permet de détecter un certain nombre de bandes
d’absorption qui correspondent aux modes de vibrations caractéristiques des divers
groupements contenus dans les substances analysés. Le spectre infrarouge constitué
par I'ensemble de ces bandes représente aors |'empreinte digitale de la molécule
(Mahdjar, 2013). Dans notre éude I'ensemble des mesures spectrophotométries IR
sont réalisées sur un appareil IR Affinité (Figure 11.11), les données sont traitées par

lelogicid IR solution au laboratoire d’ analyse université de Bejaia
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Figurell.11 : appareil del’ Infra Rouge- shimadzu-

v Protocole d’analyse

Déposer une goutte de chaque extrait sur une pastille de KBr (bromure de
potassium) préparée en amant, placé ensuite ces pastilles dans I'appareil IR (IR
affinity —schimadzu) pour I’ analyse.

11.5.3.2 Caractérisation par Ultraviolet —Visible (UV-Vis)

La spectrophotométrie UV-vis est une méhode analytigue quaitative et
quantitative qui consiste a mesurer |’absorbance ou la densité optique d'une
substance chimique en solution, plus cette espéce est concentrée plus elle absorbe la

lumiére dans les limites de proportionnalité énoncées par laloi de Beer-Lambert :

A=g*I*C

A : Absorbance

¢ : Le coefficient d’absorption molaire en L.mol*.cm™
| : Lalargeur decuve (1cm)

C : Laconcentration dela solution en mol/L
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v Principe

Le principe repose sur |'absorption de la lumiére par les especes chimiques,
I’appareil comporte une source de lumiére blanche, un systéme dispersif permettant
de sélectionner la longueur d'onde de la radiation et un systeme détecteur permettant
la mesure de l'intensité lumineuse de la radiation monochromatique traversant la
solution. Le spectrophotométre effectue une comparaison entre les intensités
lumineuses incidentes et transmises e permet par l'intermédiaire d'un circuit

électronique d’ afficher I” absorbance.

Pour valider la loi de Beer-Lambert il faut travailler en lumiere monochromatique,
les solutions utilisees doivent étre diluées, homogenes, et le soluté ne doit pas

donner de réactions sous I’ effet de lalumiére incidente. (Silverstein et al., 1998)

Dans notre étude I'ensemble des mesures spectrophotométries UV-Visible sont
réalisées sur un appareil Spectroscan50 (Figure 11.12), les données sont traitées par
le logicidl UV-Win .5. Des mesures réaisees au laboratoire d’analyse a |'université

deBgaa.

Figurell.12 : appareil del’ UV visible-spectro scan 50-
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v Protocole de caractérisation et de quantification destanins galliques

La caractérisation et la quantification des tannins galliques par UV-Vis  basée sur
la réaction des tannins galiques avec les chlorures de fer (Mole e Waterman
,1987). Pour la détermination et I'identification de ces composés, un volume de 1ml
de I'extrait brut a éé gouté a 3ml dune solution de trichlorures de fer (0.01M) dans
I’acide chloridrique (0.001M). L’absorbance de la mixture est lue apres 15 secondes
a une longueur d’onde (A) de 750nm sur un spectrophotometre UV-Vis. La teneur

en tannin galliques est déterminée avec laformule suivante :

TG (%) =(AbsxM xV)/.E molex P.
ou : TG: tannins gallique , Abs. absorbance, E mole: 2169 de I’ acide gallique (constante

expriméen moles), M: mass =300, V: volume del extrait , P: poids de |’ échantillon

v Protocole de caractérisation et de quantification destanins condensés

Nous avons adopté la méthode a la vanilline avec I'HCI. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des TCs et la
formation de complexes rouges(Makkar., 2000; Schofield et al., 2001), cela
sexplique par la propriété des tanins a se transformer en anthocyanidols de couleur
rouge par réaction avec la vanilline (Sun et al.,, 1998). La teneur en tanins
condensés a éé déterminée par la méthode de vanilline décrite par Julkunen-Titto,
1985.

Un volume de 50 pl de chaque extrait a ét¢ ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750
ul de P’acide chlorhydrique concentré¢ (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est
laisse réagir a température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée
a550 nmcontre un blanc. Différentes concentrations comprises entre 0 et 1000
pg/ml préparées a partir d’'une solution mere de la catéchine, permettront de tracer la
courbe d’ éalonnage.
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v Protocole de caractérisation et de quantification des flavonoides totaux

La quantification des flavonoides a éé effectuée par une méthode basée sur la
formation d'un complexe trés stable, entre le chlorure d’auminium et les atomes

d’ oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika., 2005)

le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Zhishen et al., 1999 e Kim et
al.,2003 eny apportant quel ques modifications

Dans un tube a essai, 400uL d’extrait pour le témoin ont été ajoutés a 120uL de
NaNO, a 5%. Aprés 5min, 120ul d’AlClz a 10% ont été additionnés, et le milieu
est mélangé vigoureusement. Aprés 6min, un volume de 800uL de NaOH a 1M a été
gouté au milieu. L’absorbance est lue immédiatement a 510 nm contre le témoin.
Une solution méthanoligue de quercétine a été préparée. Des solutions filles
préparées a partir de la solution mere a différentes concentrations comprises entre 0

et 1000 pug/ml, permettront de tracer la courbe d’ étalonnage.

v Protocole de caractérisation et de quantification des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,
1999). Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de
groupements hydroxyles présents dans |'extrait. Le protocole utilise est basé sur
celui décrit par Singleton et Ross, 1965 en 'y apportant quel ques modifications.

Dans un tube a essai, 200uL d’extrait a été ajouté avec un mélange de Iml de réactif
Folin-ciocalteu dilu¢ 10 fois, et 800uL de NaCl a 7.5%. Le tube est agité et

conserveés pendant 30 min. L’ absorbance est lue a 765 nm.

Une courbe déadonnage a été réaisée en paradléle dans les mémes conditions

opératoires en utilisant I'acide galiqgue a différentes concentrations (0 a 1000

ng/mi).
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[1.6 Evaluation de |'effet anti-radicalaire des extraits de Rubus

Fruticosus L

11.6.1 Letest de piégeage du radical DPPH
v Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylnydrazyl) est une méthode largement utilisee dans

I’analyse de I’ activité antioxydante.

En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des éectrons libres au sein de la
molécule. La présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette
foncée de la solution. La réduction des radicaux DPPHe par un agent antioxydant
entraine une décoloration de la solution (Molyneux, 2004). Le changement de
couleur peut étre suivie par spectrophotométrie a 517nm et de cette fagon le
potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre déerminée
(Popovici et al., 2010 ; Molyneux, 2004).

A SWe

: e + Antioxydant-OH ——» HiN + Antluydantoo'
ON NO, ON NO,
NO, NO,
Forme libre (Violet) Forme réduite (Jaune)

Figurell.13: Forme radicalaire et réduite du DPPH (Sanchez-M or eno, 2002).

Notons que compte tenu de la solubilité en milieu organique du DPPH, cette méthode

est plus adaptée pour les dosages qui se déroulent en milieu a coolique (méthanol et éthanal).
v M éthode de dosage

Dans notre étude, ce test a été évalué suivant le protocol e appliqué en 2007 par Kuramasamy

et ses collaborateurs. Brievement, 1 ml d’ une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a
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été mélangé avec 1ml de différentes dilutions des extraits de plante (0-1 mg/ml). Le mélange
obtenu est ensuite gardé al’ abri de lalumiére alatempérature ambiante pendant 30 minutes.
Puis |’ absorbance est mesurée a 517 nm contre un témoin compose de 1ml de la solution de
DPPH et de 1ml de méthanol (Laraba et al., 2016).

Les echantillons, les témoins (I’ acide ascorbique, la quercétine, le BHA, le BHT, et le torolox)
et le blanc sont préparés dans les mémes conditions opératoires. La décroissance de
I’ absorbance est mesurée au spectrophotométre et le % Pl (pourcentage d’inhibition) est
calculé suivant la formule ci-dessous :

Densité optique de blanc — Densité optique de I’ échantillon

%Pl = X 100
Densité optique de blanc

La rédlisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations qui
correspondents a 50 % d’inhibition (ICsp); la valeur d’'ICsy la plus faible correspond a
I’ efficacité de I’ extrait la plus élevée. Lavaeur de I’ |Csy est exprimée en pg/ml (3 répétitions

pour chague concentration).
I1.6.2 Dosage de la capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

Le test du PPM (PhosphoMolybdate) est une variante du test au DPPH. Au cours de ce
test, I’ hydrogéne et |’ électron sont transférés du composé réducteur (extrait-antioxydant) vers
le complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la

structure du compose antioxydant.
v Principe

Le test est basé sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent sous la forme dions
molybdate MoO42- a molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de I'extrait ou d un agent
antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d'un complexe verdétre
(phosphate/ Mo (V) a un pH acide (Prieto et al., 1999). On mesure I’augmentation de la
coloration du complexe molybdéne (V1) en présence d antioxydant. A la différence des autres
tests, ce test permet non seulement de quantifier |I'apport de I'activité antioxydante des

polyphénols mais aussi d' autres composés antioxydantstel que les vitamines (C, E...).
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v M éthode de dosage

La méthode consiste a introduire dans un tube 200 pl de chague extrait a différente
concentrations mélangés a 2000ul d’'un réactif composé de H,SO, (0,6 M), de NaPO, (28
mM) et du molybdate d’ammonium (4 mM). Le tube est ensuite bien fermé puis incubé a
95°C pendant 90 minutes. Aprés les avoir refroidis, I’ absorbance est mesurée a 695 nm. Le
témoin est congtitué de 200 ul de méthanol mélangé avec 2000 ul du réactif mentionné ci-
dessus. Les échantillons et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent acide ascorbique par gramme de matiere seche de
I’extrait (mg EAA/g EXYS).

11.6.3. Dosage du pouvoir réducteur « FRAP »
v Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+).

Cette méthode évalue e pouvoir réducteur des composes (Ou et al., 2001).

La présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par consequent, le Fe2+ peut étre évaué en
mesurant et en surveillant |’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le
milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002). En effet, le systéme FeCl3/K3Fe(CN)6
confere a la méthode la sensibilité pour la détermination «semi quantitative» des

concentrations des antioxydants, qui participent alaréaction redox (Amarowicz et al., 2004).

Figurell.14 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre e complexe
ferricyanide ferrique Fe (111) et un antioxydant (AH) (Laraba et al., 2016).
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v M éthode de dosage

Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Oyaizu, 1986. Dans un tube a

essai en verre contenant 200 pl de solution d' échantillon a différentes concentrations, ont été
goutés 500 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 6,6) puis 500 pl de potassium
hexacyanoferrate [K3Fe (CN) 6] 1% dans I’eau digtillée. L’ ensemble est chauffé a 50°C au
bain marie pendant 20 minutes. Un volume de 500 ul d'acide trichloracétique (10%) est
ensuite gjouté et le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Un aliquote de 500
pL de surnageant et transféré dans un autre tube auquel ont été gjoutés 500 ul d’eau distillée
et 100 pl de FeCl3 1% fraichement préparé dans de I’ eau distillée. Un blanc sans échantillon
est préparé dans les mémes conditions en remplacant I'extrait par méthanol. (Laraba et al.,
2016).

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’extrait par le méthanol qui permet de calibrer
I"appareil (UV-VIS spectrophotometre). Le controle positif est représenté par une solution
d’un antioxydant standard ; I’ acide ascorbique dont |’ absorbance a été mesure dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation de |’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

[1.7 Evaluation del’ activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne a été faite par la méhode de diffusion en milieu
gélosé. Ainsi, des boites de Pétri contenant la gélose Mueler Hinton pour les
bactéries ou la gélose Sabouraud pour les champignons ont éé ensemencées avec la
suspenson a 05 Mc Farland suivant les recommandations de NCCLS (2006).
Ensuite, des disques de 6 mm de diamétre, imprégnés de 10 pl de Dextrait a
différentes concentrations ont été placés au centre de chaque boite. Apres incubation
a 37°C pendant 24h pour les bactéries ou a 28°C pendant 48h pour les champignons,
le pouvoir antimicrobien de [I'extrait est déerminé par la mesure du diamétre
d’inhibition. Tous les tests ont été répétés trois fois pour calculer les moyennes et les

erreurs standards a la moyenne (Afif Chaouche, 2015).
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Dans notre étude |’ extraction des métabolites secondaires des feuilles fraiche de Rubus
Fruticosus L. a été réalisée par trois méthodes ; par infusion dans |’eau qui est une méthode
relative a I'usage traditionnel, par macération dans un mélange hydro-alcoolique pour voir
I’ effet de la nature du solvant sur la nature des métabolites extraits, et une derniere méthode
par irradiation avec des micros ondes avec différents temps d'irradiation et voir le temps op-
timum pour avoir un extrait riche en métabolites secondaire en un temps relativement court
par apport aux autres méthodes conventionnelles d extraction. Un plan expérimentale a été
élaboré pour I'identification qualitatives et quantitatives par différentes méthodes spectro-
photométriques UV-Vis et IR ainsi que les méthodes chromatographiques celle de couche
mince CCM et la chromatographie liquide haute performance HPLC. Des applications pour
evaluer I'activité biologiques de certains métabolites dans I’ extrait des feuilles fraiches de
Rubus Fruticosus L asavair I’ activité antibactérienne, et anti-oxydante on été planifiées.

Une partie du programme expérimentale élaboré a été réalisé a savoir |’ extraction avec
les différentes méthodes ainsi que I’identification qualitative avec certaines méthodes phy-
tochimiques de précipitation et de coloration et |es méthodes spectrophotométrique UV-Vis
et IR ainsi que la chromatographie sur couche mince CCM ont été réalisees. Les autres étapes
prévues dans le plan expérimentale a savoir I’analyse HPLC et les testes biologiques n’ont
pas pus étre réalisés a cause de I’ éat pandémique du moment, néanmoins ces résultats réfé-
rencés issue des études antécédentes sur des extraits de la méme plantes réalisée par
d’ autres chercheurs avec des conditions opératoires similaires et différentes des nétres ont

été présenté pour mettre en évidence I’ activité biologique des métabolites de cette plante.

[11.1 Rendement de |'extraction des polyphénols dans les extraits des

feuillesde RubusFritucosusL.

La macération de la poudre de feuilles de Rubus fruticosus L. dans un méange
hydro-méthanoliqgue eau /méthanol/ (2:8 v/v) (Meziti, 2018) a donné un extrait brut
de couleur vert foncée avec un rendement en polyphénol totaux de 21,5%.
L’utilisation du solvant hydro-alcoolique permet une bonne récupéation des compo-
ses polaires, ains que les composees de moyenne et de faible polarité, principale-
ment les composés phénoliques (Xia et al., 2010). La méthode de macération sous
agitation permet d'accélérer le processus d'extraction et de minimiser le temps de
contact du solvant avec I'extrait tout en préservant la bio-activité de ses constituants.
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De méme, le déroulement de cette extraction a température ambiante ains que
I’épuisement du solvant a pression réduite permet dobtenir le maximum de compo-
ses et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures

éleveées utilisées dans d’ autres méthodes d’ extraction (Seidel, 2005).

D’autres méthodes d'extraction ont é&é rédisé sur les feuilles de Rubus Fruti-
cosus L. avec des solvants différents. L'ensemble des valeurs de rendements obte-

nues par les différentes méthodes d extraction sont présentées dansle Tableau 111.1

Tableau I11.1: Vaeurs des rendements obtenues par différentes méthodes
d’ extraction
Méthode d’ extraction Rendement (%)
Macération dans |le méthanol 100% 20.6

(Marhoune et Boulebtona, 2017)

Macération dans |’ eau distillée 100% 12.92
(Marhoune et Boulebtona, 2017)

Macération dans un solvant hydro- 21.5
alcoolique eau/méthanol (8 :2 v/v)
(Mezite Asma, 2018)

Extraction par sonication dans un bain 14
ultrason (Aliouat Fatma, 2014)

Avec les méthodes d extraction que nous avons réaisé a savoir la décoction, la
macération dans un méange hydro-alcoolique eau/méthanol  (50:50 v/iv) et
I’extraction par irradiation avec micro ondes dans un méange hydro-alcoolique
eau/méthanol (10:90 v/v) et conformément a la nature du solvant utilise dans ces
méthodes d'extraction on prévoit des valeurs de rendements plus au moins impor-

tantes.
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[11.2 Caracterisation qualitatives et quantitatives des metabolites
secondaires dans I'extrait des feuilles fraiches de Rubus Fruticosus
L.

[11.2.1 Caractérisation par les méthodes photochimiques (coloration et ou pré

Cipitations)

La caractérisation photochimique par coloration et par précipitation a permis
d'identifier les composés phénoliques présents dans I'extrait des feuilles du Rubus
Fruticosus L. L’ensemble des résultats des tests réalisés sont représentés dans le
Tableau I11.2

Tableau I11.2 : Résultats des tests de caractérisation par coloration réalises sur |’ extrait des

feuilles de Rubus Fruticosus L.

Nature du métabolite Réactifs d'identification Résultats positifs
Tanins condensés Vanilline + Acide Chlori-
drique

Coloration Rose

Chlorure ferrique (FeCl3)
Tanins galliques

Coloration Bleu noir

Flavonoides Chlorure d’ Aluminium

Coloration Jaune
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Polyphénols Folin Ciocateu + carbonate
de Sodium (NaxCO3)

Coloration Verdatre

Les tests positifs de caractéisations qualitatifs effectués sur |'extrait des les feuilles
fraiches de Rubus Fruticosus L. Confirment la présence des polyphénols, des fla

vonoide, ainsi que des tanins galliques et tanins condenseés.

[11.2.2 Caractérisation par les méthodes chromatographique

[11.2.2.1 Caractérisation par Chromatographie sur couche mince CCM

L'analyse chromatographiqgue par C.C.M des extraits hydro-alcoolique
v :(50:50) des feuilles de Rubus Fruticosus L. a permit la déermination du rap-
port fronta (RF) relative a chaque type de métabolite, I’ensemble de ses résultats

est résumédansle Tableau |11.3

Tableau 111.3: les rapports frontaux des métabolites secondaires dans [I'extrait du

Rubus Fruticosus L.

M étabolite Rf

Polyphenols 0.90
Flavonoides 0.87
Tanins condensés 0.24

111.2.2.2 Chromatographie liquide a haute perfor mance (pression) HPLC

La chromatographie liquide haute presson est sans doute la technique
d’'analyse, de caractérisation d extraits en composés phénoliques la plus utilisée. Elle
présente une haute résolution, une reproductibilité élevée et une durée danalyse
relativement courte (Wollgast et Anklam, 2000). De ce fait, cette technique a été
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utiliste dans la caractérisation, qualitativement et quantitativement, des composés
phénoliques des extraits de Rubus fruticosusL.. L’ensemble des résultats de
I"'andyse HPLC sont des résultats référencés réadlisés en avale par dautres cher-

cheurs

L'analyse des extraits par I'HPLC a permis la mise en évidence de [I'existence
d’'un nombre d'acides phénoliques et de flavonoides (Tableaulll.4). Depuis le pro-
file chromatographique (Figure I11.1, Annexe I1l), I'extrait de Rubus fruticosusL
présente un profile chimique composés de plusieurs polyphenols incluant huit acides
phenoliques et huit flavonoides appartenant a différentes classes, la scutellarine en
tant que flavones représente le composés phénolique majoritaire suivi par |'acide
chlorogenique. La quercetine-3-B-D-glucoside représente le flavonol majoritaire
suivi par la fisetin. En outre, I’acide Hydroxybenzoique et le kampferol sont présent
en faible quantité dans I'extrait de Rubus fruticosus L. Ces résultats concordent rela-
tivement avec les investigations phytochimiques de Radovanovi¢ et al., (2013) et
Milivojevic et al., (2011) qui ont conduit a la caractérisation d'acides phénoliques
tels que I'acide elagique, galique, caffeique et p-coumarique, et des flavonoides
comme la quercetine hyperoside, kaempferol, myricitine, (+) catéchine, (-) épicaté-
chine, épicatéchine galate, procyanidine et quercetine-3-D-glucoside, dans les fruits
et les feuilles de Rubus fruticosus L. Les travaux de Gudeg et Tomczyk, (2004) me-
nés sur les feuilles de différentes espéces du genre Rubus y compris Rubus fruticosus

L réveélent aussi laprésence del’ acide éllagique, le kampherol et la quercétine.
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Tableau [11.4 : Composition phénolique des extraits de Rubus fruticosus

par HPLC (Gudg et Tomczyk 2004).

identifiés

Composés Classes Tempsde Rubus fruticosus
phénoliques Retention (ng/g extrait)
(min)
Acide Gentisique Acide phénolique 4.55 74.46
Catechine Flavanol 6.15 145.34
Acide chlorogenique Acide phénolique 6.22 5918.51
Acide protocatechique | Acide phénolique 6.93 131.48
Acide Acide phénolique 7.69 4.13
4hydroxybenzoique
Acide caffeique Acide phénolique 7.70 420.93
Acide phénolique 8.04 61.06
Acide vanillique
Acide syringique Acide phénolique 9.35 145.72
Rutine Flavanol 9.49 35.34
Acide ellagique Acide phénolique 9.97 1367.81
glucoside / / 2247.62
Naringine Flavanone 10.36 53.44
Fisetine Flavanol 11.02 179.34
Scutellarine Flavanone 11.02 13093.34
Néohesperidine Flavanone 11.42 33.81
Kaempferol Flavanol 16.84 13.95

Dans notre programme

opératoire, nous avions

envisagé de faire une anayse

semblable pour voir I'influence de la méthode d extraction et la nature des solvants

sur la teneur des composés phénoliques extrait de la plante,

cette analyse na pas pus étre réalisé  pour des raisons pandémique.

et maheureusement
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111.2.3 Caractérisation par les méthodes spectrophotométrique
111.2.3.1 Caractérisation par spectrométrie UV Visble

Les spectres UV-visible des différents métabolites secondaires des extraits des
feuilles de Rubus Fruticosus L. ont éat enregistré dans le domaine [400-800nm].
Les spectres UV-vis des tanins galique contenu dans les extraits révéle une bande
d’ absorption a la longueur d’'onde 750nm, caractérisation des tanins galique (Mole

et Waterman ,1987).

Les spectres UV-vis des tanins condenses contenu dans les extraits éudié révelent
une bande dabsorption a la longueur d’onde 550nm, caractérisation des tanins con-

densés (Julkunen-Titto, 1985).

Les spectres UV-vis des flavonoides contenu dans les extraits éudié révéle une
bande d'absorption a la longueur d'onde 510nm, caractérisation des flavonoides
(Zhishen et al., 1999 et Kim et al.,2003).

L’analyse des spectres UV-vis des polyphenols totaux contenu dans les extraits ré
véle une bande d'absorption a la longueur d’onde 765nm, caractérisation des poly-
phenols totaux (Singleton et Ross, 1965).

Les droites d'étalonnage pour les polyphenols, les flavonoides, et les tanins
condensés (Figure 111.2, Figure 111.3, Figure 111.4) respectivement sont représen-

tésdans |’ Annexelll.

La teneur en tannin gallique del’extrait des feuilles de Rubus Fruticosus L. est de

2.31 % et est déterminée suivant laformule:

TG (%) =(AbsxM xV)/.Emolex P
Lateneur en tannin condensé de I’ extrait obtenu est estimée par dosage avec la méthode de la
vanilline chloridrique, la catéchine a été utilisé comme standard. Ladroite d’ étalonnage
tracée, a partir des résultats obtenu, al’ équation suivante :

Y= 0.0002X+0.019 R?= 0.997
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Lavaleur est exprimé en équivalent de la catechine par poids de I’ échantillon sec est vaut
0.092mg EC/g ES
Lateneur en flavonoide de I’ extrait obtenu est estimeée par dosage avec le chlorure
d’ aluminium, la quercétin a été utilisé comme standard. La droite d’ étalonnage tracée, a partir
des résultats obtenu, al’ équation suivante :

Y= 0.002X+0.0139 R*= 0.995
Lavaleur est exprime en éguivalent de la quercetin par poids de I’ échantillon sec est vaut
0.5908mg EC/g ES.

La teneur en polyphénols contenu dans I'extrait est estimée par dosage avec la mé-
thode de Folin-Ciocalteu, I'acide galligue a éé utilise8 comme étaon. La droite

d’ étalonnage tracée a partir des résultats obtenus al’ équation suivante :
Y= 0.001X-0.031 R®= 0.996

Lavaleur est exprime en équivalent de I’ acide gallique par poids de |’ échantillon sec est vaut

0.008mg EC/g ES.

[11.3 Evaluation de |'effet anti-radicalaire des extraits de Rubus

Fruticosus L.

Les résultats du test de piégeage du DPPH et du test de dosage du pouvoir
réducteur présentés sont issus d'un travail réalisé en avale par d'autres chercheurs
(Afif Chaouche, 2015); ains que pour celles présentées pour le test de phospho-
molybdate (M arhoune et Boulebtina, 2017).

Nous avons envisager de réaliser les tests de piégeage du radica DPPH, le do-
sage de la capacité anti-oxydante totale « test de phosphomolybdate », ains que le
dosage du pouvoir réducteur « FRAP » sur les extraits que nous avons obtenu par les
différentes méthodes d'extraction et voir I'influence de la méthode et le choix du
solvant sur I'activité anti-oxydante des extrait, ca sera une perspective pour des

études ultérieures.
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11 3.1 Letest de piégeage du radical DPPH

Compte tenu de la complexité des processus d oxydation et la nature diversifiée

des antioxydants avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, plu-
sieurs méthodes in vitro sont utilisées pour évaluer I'activité anti-oxydante. Le plus
souvent il faut combiner les résultats de différents tests complémentaires pour avoir
une indication sur la capacité anti-oxydante (Popovici et al., 2009).
Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radica synthétique présentant, a
I’état oxydé, une intense coloration violette. La couche électronique de ce radica est
saturée en contact dantioxydants, ce qui expliqgue la disparition de sa coloration
(Figure 111.5). Cette décoloration explique le pouvoir de I'anti-oxydant a piéger ce
radical (Ghazghazi et al., 2013).

Figurelll.5: Forme réduite du radical DPPH (M olyneux, 2004)

L’ activité scavenger des extraits de Rubus fruticosus L vis-a vis du radicd DPPH a
éé éevauée par spectrophotométrie UV-vis en suivant la réduction de ce radical qui
S accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a
517 nm.

Les profiles d'activité anti-radicalaire obtenus révelent que les extraits de Rubus
fruticosus L possedent une activité anti-radicalaire dose dépendante, avec une [Cs

=14.00 = 0.004 (pg/ml)
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L'extrait de Rubus fruticosusL montre une activité anti-oxydante importante avec
une ICsp trés faible de I’ordre de 14 pg /ml. Une activité similaire 15,2 pg /ml du
méme extrait a éé rapportée par Salehi et al., (2013). Cependant, I'étude réalisée
par Asnaashar et al., (2015) a révélé une faible capacité a piéger le radica DPPH
avec 1Csp = 65,043 ng/ml . (Mezite, 2018).

L’activité importante de Rubus fruticosus L est probablement attribuée a sa haute
teneur en composes phénolique et en flavonoides. En effet, les composés phéno-
ligues et plus particulierement les flavonoides sont reconnues comme des substances
potentiellement anti-oxydantes ayant la capacité de pieger les especes radicalares
(Zhang et Tsao, 2016).

L' effet scavenger des flavonoides (FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox
qui les rend thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres (Re) par
un transfert d’atome d hydrogene a partir des groupements hydroxyles. Cette réac-
tion donne naissance au radica aroxyle (FLOe) et a la molécule radicaaire rendue
stable (RH).

FLOH + Re —— > FLO- + RH.

Le FLOe subira par la suite un réarrangement structurale permettant la redistribution
de [I'dectron célibataire sur le cycle aromatique et la stabilisation de radicaux
aroxyle (M ezite, 2018).

De nombreuses éudes ont établi des relations entre la structure chimique des flavo-
noides et leur capacité anti-oxydante vis a vis du radica DPPH. L’activité de ces
molécules dépend essentiellement de leur structure. Les flavonoides les plus actifs
sont ceux qui renferment des groupements 3'- 4 dihydroxy sur le cycle B et/ou un

groupement 3 OH sur le cycle C (M ezite, 2018).

111.3.2 Dosage de la capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate »

La capacité anti-oxydante totale des deux extraits est exprimée en nombre
d’ équivaent d'acide ascorbique par g d'extrait sec (mg EAA/g EXS), a partir d' une
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courbe d'étalonnage définie par leur équation linéaire (y=0,4026x - 0,4761 ;
R2=0,995) (M arhoune et Boulebtona, 2017).

Figurelll.6: Courbe d’ étalonnage de I’ acide ascorbique. (Moyenne £ SD detrois essais)

L es capacités anti-oxydantes des deux extraits sont présentées dans la (Figure I 11.7) suivante
(Marhoune et Boulebtona, 2017) :

Figurelll.7: Histogramme comparatif de la capacité antioxydante totale des deux extraits
lors de dével oppement de la concentration. (Moyenne £ SD de trois essais).

La capacité anti-oxydante de nos extraits est dose dépendante. Cependant, |’ extrait
méthanolique se montre plus performant : a la dose maximale de 750pg/ml avec une

capacit¢ anti-oxydante de 236,5t1,145 pg/ml , valeur hautement significative (P
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<0.001) vs la capacité¢ antioxydante de milieu aqueux 109,866+0,635 pg/ml, la capa-
cité antioxydante total de I'extrait MeOH est 2 fois supérieure que |’extrait agueux.
Ces résultats indiquent qu'il existe une différence hautement significative entre les

deux extraits.

111.3.3 Dosage du pouvoir réducteur « FRAP »

La technique FRAP, appelée également le test de réduction du fer, est considéré
comme une méthode directe et rapide qui permet de mesurer la réduction du Fe**
(fer ferrique) en Fe** (fer ferreux) en présence dantioxydants. Cette réduction est
rapide avec tous les réducteurs ayant des potentiels de la demi réaction de réduction
supérieur celui du couple Fe**/Fe** (Olszowy et widowicz, 2016).

L’extrait de Rubus fruticosus montre aussi une activité importante dans le test FRAP
avec un pouvoir réducteur del’ ordre de 3, 39 m mol FeSO4/mg extrait.

Ces résultats est en concordance avec les travaux de (Belkacem et al., 2014 ; Pa-
rikh et Patel 2016) qui ont mis en évidence une corréation réciproque entre la te-
neur des extraits en composés phénoliques et en flavonoides et leurs activité an-
tioxydante dans les tests DPPH et FRAP.

Pour comprendre le mécanisme réactionnel des flavonoides dans la test FRAP, (Fi-
ruzi et al 2005) ont étudié le potentiel redox et le pouvoir réducteur de 18 flavo-
noides appartenant a différentes classes ; ils ont tiré comme concluson que la capa
cité de ces molécules a réduire les ions ferreux dépend essentiellement de leurs
structure et de leurs potentiel redox ; les flavonoides les plus actif (quercétine, fisé-
tine et myricetine) possedent un potentiel redox faible (+0,3 - 0,39V) et renferme
des groupement O-dihydroxy dans le cycle B , 3-hydroxy et une double liaison 2-3
dans le cyle C. L’éude phytochimique des deux extraits qui a révélé la présence de
quercetin-3-B-D-glucoside et de fisétine dans I’extrait de Rubus fruticosus explique

le pouvoir réducteur puissant montré par cet extrait.

[11.4 Pouvoir antimicrobien des extraits des plantes
[11.4.1 Etude qualitative

L’étude qualitative du pouvoir antimicrobien des extraits bruts de, R. fruticosus
est évaluée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition.
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Selon I'effet des extraits de la plantes, on remarque qu E. coli est sensible aux fla
vonoides avec des zones dinhibition atteignant les 21,5 mm. Les souches
d Acinetobacter baumannii sont toutes sensibles aux flavonoides, avec des zones
d’inhibition de 21,6 mm. Burkholderia cepacia est une bactérie genéraement sen-
sible a certains antibiotiques comme la pipéraciling, la ceftazidime et la ciproflaxine
(Plésiat, 1999), parfois résistante a d'autres. Dans ce travail, elle n'a montré aucune
résistance vis-avis des extraits. Avec les flavonoides, les diametres d'inhibition
atteignent 26,0 mm, qui est une zone dinhibition trés importante. Pour Enterobac-
ter cloacae, €elle est sensible a tous I'extraits testés, mais ne présente pas de dia
meétres d'inhibition trés grands comme pour Burkholderia cepacia par exemple. Le
diamétre d'inhibition calculé est de 15,1 mm, enregistré avec les flavonoides. Cer-
taines souches de Klebsiella pneumoniae sont résistantes aux extraits, dautres en
sont sensibles. La plus sensible présente un diamétre d'inhibition de 16,9 mm aux
flavonoides. Haemophylus Influensiae est aussi une bactérie qui Sest montrée sen-
sible a I'extraits de la plante étudiée. Pour Pseudomonas aeruginosa, elle présente
un petit diametre dinhibition. Concernant Pseudomonas fluorescens, il Savére
gu elle est considérablement sensible aux flavonoides de la ronce avec un diametres
d'inhibition allant jusqu'a 25,1 mm. Pour les souches de Corynebacterium diphthe-
riae, la plupart d’entre elles ne sont pas trés sensibles aux extraits flavonoidiques de
la plantes étudiée. Saphylococcus aureus, bactérie renommée par sa résistance, était
moyennement sensible aux flavonoides des plantes éudiées. Quant a Streptococcus
pneumoniae, les flavonoides de Rubus Fruticosus L. ont donné un diamétre
d’inhibition de 26,1 mm.

La seule levure isolée dans ce travail, Candida albicans, elle sest révélée largement
sensible et a montré sa plus grande sensibilité face a I'extrait flavonoidique de la
Ronce (22,6 mm). (Afif Chaouche, 2015).

111.4.2 Concentrations Minimales I nhibitrices

Les CMI obtenues concernant les flavonoides sont comprises entre la dilution
% (42,13 mg/ml) pour E.coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. pneumoniae, C.
diphtheriae, E. cloacae et la dilution 1/64 (1,31mg/ml) pour B. cepacia, P. fluores-
cens, S aureus. Les huit souches qui ont montré une résistance pour ces métabolites

secondaires sont E. coli (2), P. aeruginosa (1), H. influenzea (2), S. pneumoniae (2)
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et C. diphtheriae (1). (Cavanagh et al. (2003) ont enregistré un effet bactériosta
tigue des métabolites secondaires de Rubus Fruticosus L. sur la croissance des
souches microbiennes. (Krisch et al. 2008) ont montré que I’ extrait méthanolique
des parties aériennes de R. fruticosus inhibe la croissance de M. tuberculosis avec
une CMI de 1 mg / ml. (Riaz et al. (2011), en éudiant I'activité antibactérienne des
extraits méthanoliques de diverses parties de la plante, ont noté que tous les extraits
testés ont inhibé la croissance des bactéries suivantes. Salmonella typhi, Escherichia
coli, S aureus, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Citrobacteri
sp. et Pseudomonas aeruginosa. L'ordre de puissance de I'inhibition, selon les par-
ties de la plante, décrit par ces auteurs est: racines> feuilles> fruits. Les mémes au-
teurs ont égaement analysé le pouvoir antifongique de I'extrait méthanolique contre
neuf souches de champignons pathogenes (Yersinia aldovae, Aspergillus parasiti-
cus, Candida albicans, Aspergillus Niger, Aspergillus effusus, Macrophomina pha-
seolina, Fusarium solani, Trichophyton rubrum, Saccharomyces cerevisiae) sans
enregistrer aucune activité inhibitrice. Pour Candida albicans, les flavonoides ont
exercé une bonne activité avec une CMI alant jusqu’'a la dilution 1/16 (5,26 mg/ml)
(Afif Chaouche, 2015).
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Conclusion

Les plantes représentent un réservoir immense de meétabolites secondaires qui
possedent un trés large éventail d activités biologiques. Elles sont utilisées depuis
longtemps et leur utilisation Sinspire des expériences des populations ainsi que de la
meédecine traditionnelle. Cependant, cette utilisation ne suit pas des regles
scientifiques précises et ne tient pas compte des mécanismes thérapeutiques. Pour
cela, des recherches se sont orientés vers la vaorisation de la médecine
traditionnelle en vue de vérifier la sOreté et |'efficacité des plantes utilisées et

d’ établir des régles scientifiques pour I’ usage de ces plantes. (Mexziti, 2018)

Le Rubus Fruticosus L. est une plante aussi riche en composés bioactifs que de
nombreuses autres plantes medicinales présentent en grande quantité sur notre

territoire.

Les résultats des études faites sur les feuilles du Rubus Fruticosus L. montrent
gue le choix de la méhode et du solvant d extraction influe de maniére directe sur le
rendement. L’analyse photochimique des extraits révele la richesse des feuilles de
Rubus Fruticosus L. en méabolites secondaires a savoir les polyphenols, les
flavonoides et les tanins et confirme les données bibliographiques.

D' aprées I'andlyse des résultats de I'évaluation de I'effet anti-radicalaire par les
méthodes; DDPH, la FRAP ains que le test de phosphomolydbate, on peut déduire
gue la capacité des tannins a réduire les radicaux libres est attribué a leurs structure

chimique spécifique.

Nous avons envisagé dans notre étude de faire des extractions avec différentes
méthodes dites conventionnelles a savoir par infusion, par macéation e par
irradiations micro ondes dans différents solvants et faire une éudes comparative
pratique  sur I'effet de la méthode d extraction et la nature du solvant sur le
rendement des métabolites secondaires extraits et leurs quaités sur le plan activité
biologique antibactériennes et  anti-oxydantes e confirmer ses  propriétés
thérapeutiques observées par son utilisation traditionnelle et démontrées par des
travaux antérieures  cités  par la bibliographies. Notre objectif é&é  auss
I’éaboration d'un sirop pharmaceutique a base de cet extrait végétale riche en
métabolites secondaires qui sera prescrit comme un reméde antioxydant et anti
bactérien disponible au niveau des officines.
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Tableau I1.1: Lesréactifs et leurs propriétés.

Annexes| : Produits chimiques et réactifs

REACTIF FORMULE MASSE MOLAIRE PURTE %
CHIMIQUE (g/mol)
Acetate d’ éhyl C4HsO2 88,11 99,8
Acetonitrile CoHsN 41,05 /
Acide Chlorhydrique HCI 36,46 35 38
Acide Formique CH,0, 46.03 /
Acide sulfurique H,SO, 98.079 /
Acide trichloralitique C,HCI30, 163.38 /
Carbonate de Sodium NaCOs3 105.98 99.8
Chlorure AICl3 133.34 95 98
d’ Aluminium
Chlorure defer I11 FeCl; 162,2 /
Chlorure de Sodium NaCl 58.44
Dichloromethane CH,CL, 84,93 100
Eau distillé H.O 18 /
Ethanol C,HsO 46,07 96
Ferricyanure de CsFeK4Ng 368.343 /
potassium
Folin-ciocalteu / / /
Hedrogeneophosphate NaPO, 141.958 /
de sodium
Hydroxyde de sodium NaOH 39.997 /
M ethanol CH30OH 375.13 99
Nitrite de sodium NaNO; 68,9953 99
Vanilline CgHgOs 152,15 99

I1. Préparations des Réactifs

Leréactif Folin-ciocalteu : (1 ml réactif dans 10ml de H20).

Vanilline: 1 g de vanilline complété avec 100ml de H20.

FeCl; 0.1% : dissoudre 0.1 g de la poudre dans unefiole.

Na,COs 2% : dissoudre 2 g de la poudre dans une fiole.

AICl3 2% : dissoudre 2 g de la poudre dans une fiole.
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Annexes || : Caractérisation qualitative des composes phénoliques

Figurelll.l: Profil chromatographique des extraits de Rubus fruticosus L.
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Figurelll.2: Droite d’ étalonnage de |’ acide gallique
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Absorbance a 510

Figure I11.4: Droite d étalonnage de la catechine

"
i "-
0,0 L——
C 0
Figure 111.3: Droite d étalonnage de la quercetine
A-“w.;‘
0,18 *
*
-
* T T T N L T L
0 250 500 750 1000



Résumeé:

Le Rubus Rruticosus L. Communément appeler la Ronce ou Muries sauvage est |'une
des plante médicinale exploité en raison de ses propriétés thérapeutiques. Elle est utilisée dans

lamédecine traditionnelle pour letraitement des bronchites et |’ arthrose.

Le but de notre étude et |” extraction des métabolites secondaires présents dans les feuilles
de cette plante: les polyphénols, les flavonoides, les tanins condensés ainsi que les tanins hy-
drolysables avec différentes méthodes d’ extractions a savoir par infusion dans I’ eau, par ma-
cération dans un solvant hydroal coholique et par micro odes pour mettre en évidence I’ effet
de ses parametres expérimentaux sur I’ efficacité biologique des métabolites extraits comme
antibactériens et comme antioxydants et la confection d’ un sirop pharmaceutique a base de
ces principes actif. La nature chimique de ses métabolites a pue étre déterminer par des mé-
thodes phytochimiques de colorations et précipitations et par des méthodes spectrophotomé-
trique (Uv-vis et IR), par les méthodes chromatographiques (chromatographie sur Couche
Mince CCM, chromatographie liquide a haute performance HPLC)

Les résultats positifs référencés de I’ activité anti-oxydante de ces métabolites ont été
evalué par le test de DDPH, test de FRAP ainsi que le test de phosphomolybdate. Les résul-
tats positifs référenceés des tests antibactériens montrent I’ efficacité de Rubus Fruticosus L.

contre certaines bactéries

Mots clés: les feuilles de Rubus FRuticosus L., méhodes d' extraction, activités anti-

oxydante, activité antibactérienne, métabolite bioactifs, composés phénoliques




Abstract

The Rubus Rruticosus L. Commonly called the wild Bramble or Muries is one
of the medicina plants exploited because of its therapeutic properties. It is used in

traditional medicine for the treatment of bronchitis and osteoarthritis.

The aim of our study and the extraction of the secondary metabolites present in
the leaves of this plant: polyphenols, flavonoids, condensed tannins and hydrolysa
ble tannins with different methods of extraction namely by infuson in water, by
maceration in a hydroalcoholic solvent and by micro odes to highlight the effect of
its experimental parameters on the biological effectiveness of the extracted metabo-
lites as antibacterial and antioxidant and the preparation of a pharmaceutical syrup
based on these active ingredients. The chemical nature of its metabolites could be
determined by phytochemical methods of staining and precipitation and by spectro-
photometric methods (Uv-vis and IR), by chromatographic methods (Thin Layer
Chromatography TLC, High Performance Liquid Chromatography HPLC).

The referenced positive results of the antioxidant activity of these metabolites
were evaluated by the DDPH test, FRAP test and the phosphomolybdate test. The
referenced positive results of the antibacterial tests show the effectiveness of Rubus

Fruticosus L. against bacterial ceratins.

Keywords : Rubus FRuticosus L. leaves, extraction methods, antioxidant activity,
antibactérienne activity, bioactive metabolite, phenolic compounds, phenolic com-

pounds.
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