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Résumé

Rubus ulmifolius Schott connue sous le nom de la mure sauvage est une plante largement utilisée

en médecine populaire pour ses propriétes thérapeutiques.

Le but de la présente étude est d’évaluer 1’effet anti-hémolytique et antimicrobien des extraits

polyphénoliques et tanniques des feuilles de Rubus ulmifolius S.

L’évaluation de I’activité anti-hémolytique a démontré que les extraits polyphénoliques et
tanniques des feuilles de Rubus ulmifolius S. possédent un effet inhibiteur de 1’hémolyse induit
par I’hypotonie et la chaleur important avec un pourcentage de 86.7 % et 77.46 % respectivement
a la concentration de 0.125mg/ml. Cette activité anti-hémolytique est supérieure a celle de I’acide
ascorbique (74.06%) & 1.5 mg/ml.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimee en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes, Citrobacter frendin, Proteus mirabilis et Candida albicans.

L’extrait tannique a présenté la meilleure activité antibactérienne contre Bacillus subtilis avec un
diamétre de la zone d’inhibition égale a 12,75Smm mais aucun effet antifongique. L’extrait
polyphénolique quant a lui a présenté une activité antibactérienne importante vis-a-vis de Proteus
mirabilis avec un diamétre de la zone d’inhibition de 15.25mm, et une activité antifongique

modérée.

les CMIs ont indiqués que la souche Bacillus subtilis ATCC6633 s’est révélée la plus sensible Vvis-
a-vis de I’extrait tannique avec une CMI égale a 4.83 mg/ml confirmant ainsi les résultats de la

méthode de diffusion sur disques.

Cette étude a permis de déduire que les feuilles de Rubus ulmifolius S. constituent un gisement
intéressant qui mérite d’étre exploiter dans différents domaines notamment le domaine de la santé

de par ses propriétés biologiques.

Mots clés : Rubus ulmifolius, la mure sauvage, activité anti-hémolytique, activité antimicrobienne.



Abstract

Rubus ulmifolius Schott, also known as wild blackberry, is a plant widely used in folk medicine

for its therapeutic properties.

The aim of the present study was to evaluate the anti-hemolytic and antimicrobial effect of

polyphenolic and tannin extracts from the leaves of Rubus ulmifolius S.

Evaluation of the anti-hemolytic activity showed that the polyphenolic and tannin extracts of
Rubus ulmifolius S. leaves have a significant inhibitory effect on hypotonia- and heat-induced
hemolysis, with percentages of 86.7% and 77.46% respectively at a concentration of 0.125mg/ml.
This anti-haemolytic activity was greater than that of ascorbic acid (74.06%) at 1.5mg/ml.

The antimicrobial activity of the extracts was estimated in terms of the diameter of the zone of
inhibition around the discs containing the extracts to be tested against Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Citrobacter frendin, Proteus mirabilis and

Candida albicans.

The tannin extract showed the best antibacterial activity against Bacillus subtilis with a diameter
of the zone of inhibition equal to 12.75mm, but no antifungal effect. The polyphenolic extract
showed significant antibacterial activity against Proteus mirabilis, with a zone of inhibition

diameter of 15.25mm, and moderate antifungal activity.

The MICs showed that the Bacillus subtilis ATCC6633 strain was the most sensitive to the tannin

extract, with a MIC equal to 4.83 mg/ml, confirming the results of the disk diffusion method.

This study has shown that the leaves of Rubus ulmifolius S. constitute an interesting resource that

deserves to be exploited in various fields, particularly health, due to its biological properties.

Keywords : Rubus ulmifolius, the Wild blackberry, activity anti-hemolytic, anti-microbian

activity.
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INTRODUCTION



Introduction

Depuis le préhistorique, ’homme utilisait les plantes pour se nourrir, se vétir, se parfumer et
construire ses maisons (Amarti et al., 2011). L’utilisation des plantes en thérapeutique (entiéres
ou les produits d’extraction qu’elles fournissent) est donc trés ancienne et connait un regain

d’intérét auprés du public (Marc, 2001).

La nature est fournie avec une grande variété d’herbes pour traiter différents maux de I’humanité.
Par conséquent, les plantes médicinales ont suscité beaucoup d’intérét dans le développement de
médicaments a base de plantes et sont attribuées aux phytoconstituants. Selon les rapports de
I’OMS, prés de 80% de la population mondiale dépend principalement des plantes médicinales
pour ses besoins de soins de santé de base (Dey et al., 2021).

Malgré les progreés réalisés en médecine, plusieurs populations ont recours aux plantes pour se
soigner soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits, soit parce que ces plantes ont donné des
résultats thérapeutiques tres efficaces et a moindre effets secondaires remarqués, soit parce qu’elles

sont moins nocives pour 1’organisme (Arrif, 2009).

Chacune de ces plantes peut renfermer des centaines voire des milliers de métabolites secondaires,
ou de principes actifs qui peuvent entrainer différentes actions physiologiques sur le corps humain
(Dellile, 2013).

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe, on recense
plusieurs milliers de métabolites qui sont classés selon leur appartenance chimique. Parmi ces
substances on trouve les composés phénoliques et les tanins qui ont des intéréts multiples mis a
profit dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique. L’activité de ces substances dépend

principalement de leur nature chimique et de leur concentration (Bodas et al., 2008).

Ces composants biochimiques naturels représentent le principe actif et conferent aux plantes une

trés large gamme d’activités biologiques bénéfique pour la santé (Macheix et al., 2005).

La plante Rubus ulmifolius Schott fait partie de la famille des Rosacées qui est classée comme
196™ plus grande famille de plante et utilisée pour ses diverses propriétés biologiques. C’est un
arbre largement utilisé en meédecine traditionnelle en Algérie pour ses nombreuses vertus

thérapeutiques et sa richesse en métabolites secondaires (Akkari et al., 2016).


https://link.springer.com/article/10.1007/s42535-022-00410-6#ref-CR12

Introduction

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation des activités biologiques a savoir 1’activité anti-
hémolytique et I’activité antimicrobienne des feuilles du murier sauvage connu sous le nom Rubus

ulmifolius S. de la famille des Rosacées.

L’intérét majeur de notre travail est de valoriser cette espece en démontrant les activités
biologiques de ces derniers.

Pour cela, notre manuscrit est divisé en partie bibliographique contenant une synthese
bibliographique, une partie expérimentale que nous avons effectuée au sein du laboratoire des
produits naturels « LAPRONA », puis les résultats et leur discussion.

Enfin, cette recherche est achevée par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre 1. la phytothérapie et les plantes médicinale



Synthése bibliographique chapitre | : La phytothérapie et les plantes médicinale

I. La phytothérapie et la science moderne :

A partir du 19° siécle, la pharmacie moderne s’est intéressée plus aux constituants actifs présents
dans les plantes. Les progrés de la chimie et la physiologie ont permis de mettre en évidence de
facon scientifique les principes actifs des plantes, qui étaient utilisés de fagcon empirique. Cette
démarche, qui relie mode modernité et tradition, a montré que les plantes se composent de
constituants actifs que la recherche pharmaceutique a isolé afin de mieux en maitriser les effets
(Ane, 2009).

I1. Définitions :

I1. 1. La phytothérapie :
Du grec phyton, qui signifie « plantes » et terapeia « traitement ». La phytothérapie est une

discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et / ou certains
états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes
(Robert, 2003).

I1. 2. Les plantes médicinales :
Les plantes sont classées médicinales lorsqu’un des organes posséde des activités

pharmacologiques ; ou possede au moins une partie ayant des propriétés médicamenteuses
(James, 1997 ; Beloued, 2005 ; Mohammedi, 2006).

I1.2.1. La récolte :
L’efficacité d’une plante dépend essentiellement de la récolte, de la conservation, de la culture et

de I’environnement.
Les organes doivent étre cueillis par temps sec et de préférence apres le lever du soleil. Pour la
cueillette des feuilles, elle se fait au moment propice, ou qu’elles ont atteint leur plein

épanouissement (Ane, 2006 ; René, 2009).

I1. 2.2. Le séchage :
Avant conservation, les plantes doivent étre tres soigneusement séchées.

Le séchage doit se faire rapidement pour éviter I’altération des plantes, leur fermentation et la perte
de leurs principes actifs.

Le plus efficace serait de faire sécher les plantes a I’ombre, a chaud dans un endroit vastes et bien
aeré (Bernard, 2001 ; Halimi, 2004 ; Messaoudi, 2008 ).
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Il. 2.3. La conservation :
Les plantes séchées, sans aucune trace d’humidité se rangent séparément dans des récipients

adéquats portant le nom de la plante et la date de sa récolte (Beloued, 2005).

1. 2.4. Mode d’utilisation des plantes médicinales :
Les plantes sont utilisées soit par :

. Usage interne (infusion, décoction, macération, jus ou poudre) : la prise se fait par voie
buccale ou par voie injectable.
. Usage externe (on peut recourir aux cataplasmes, aux lotions, aux compresses, aux

pansements et au gargarisme ) : utilisation sur I’¢épiderme ou inhalées dans les orifices corporels
(Goldestein, 2003).
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I. Les activités biologiques :

1.1. Définition de I’activité biologique :
Une plante médicinale peut contenir un ou plusieurs principes actifs qui a la capacité de prévenir,

soulager ou guerir plusieurs maladies. Selon de nombreuses études, les composes d'origine
naturelle présentent I'avantage d'une trés large diversité de structures chimiques et ils possedent
aussi un tres grand éventail d'activités biologiques tel que les activités anti virale, anti oxydante,
anti coagulante, anti microbienne, anti inflammatoire ... (Bérubé-Gagnon, 2006).

1.2. L activité anti hémolytique :
l. 2.1. L’hémolyse :
L’hémolyse est un phénomeéne normal qui aboutit a la destruction des globules rouges dans la rate

et la moelle osseuse au terme d'une vie de 120 jours (Mezzour et al., 2006).

L’hémolyse peut étre pathologique (hyper hémolyse) entrainant une destruction précoce et
excessive des hématies circulantes et une libération de 1’hémoglobine, provoquant ainsi une

anémie héemolytique (Horde, 2014).

Elle pourrait également avoir une origine toxique par exposition aux métaux tel que le plomb
responsable du saturnisme (maladie professionnelle la plus fréquente au monde) ou encore le
cuivre ou I’hydrogéne arsénié (Dreyfus et al., 1992). Certains médicaments, animaux et végétaux

peuvent aussi étre toxiques (Streichman et al., 1998).

Un médicament anti-hémolytique a pour but retarder ou inhiber la lyse des hématies. On peut citer

I’acide folique, le complément de fer, la vitamine B12 et les corticoides (Bachy et al., 2015).

I. 3. L’activité anti-microbienne :
La maitrise des infections bactériennes devient plus complexe car de nombreuses bactéries ont

développées une résistance a la majorité des antibiotiques, ce qui a constitué un probleme de santé
important a I’échelle mondiale. Suite a cette préoccupation, il semble donc important de trouver

une alternative a 1’utilisation des antibiotiques classiques (Seragui et al., 2013).

Un agent antimicrobien est une substance capable d'empécher la reproduction des micro-
organismes pathogénes ou de provoquer la mort de leurs cellules.
Le terme « agent antimicrobien » est un terme qui englobe tous les agents antibactériens,

antiviraux, antifongiques et antiparasitaires (Sili cycle Inc, 2017).

Les agents antibactériens sont classés selon leurs cibles bactériennes. Il s’agit de cinqg mécanismes
(Bergogne-Bérézin et Dellamonica, 1999) : Le blocage de la synthése de la paroi bactérienne ;

I’inhibition de la synthése des protéines ; I’inhibition de la synthése des acides nucléiques ;
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I’altération du fonctionnement de la membrane cytoplasmique ; une inhibition de la synthese de

divers métabolites.

De nombreux composants présents dans les plantes possédent cette propriété et qui sont
principalement des métabolites secondaires tels que les phénols, les alcaloides, terpénes, alcools
tannins, aldéhydes, isoflavonoides et plus encore (Hayek et al., 2013).

I1. Les métabolites secondaires :

11.1. Définition des métabolites secondaires :
Les métabolites secondaires sont des molécules organiques, synthétisées et accumulées en petites

quantités par les plantes autotrophes. A structure chimique souvent complexe, ils sont tres
dispersés et treés différents selon le type d’espéce. Ils pourraient jouer un role dans la défense contre
les herbivores comme ils jouent un role dans les relations entre la plante et son environnement
(Abderrazak et Joél, 2007 ; Gravot, 2008).

11.2. Classification des métabolites secondaires :

11.2.1. Les composes phéenoliques :
Les polyphénols sont présents partout dans la plante : les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles.

Les principales sources alimentaires sont les légumes et les fruits, les boissons (thé, café, jus de
fruits et vin rouge), les céréales, les graines oléagineuses et les Iégumes secs. Les fruits et [égumes

apportent environ la moitié a notre apport en polyphénols (Middleton et al., 2000).

Les composés phénoliques (figure 1), constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement
distribué dans le regne végétal, avec plus de 8000 structures phénoliques connues (Dacosta, 2003).

Ces composes peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se différencient en premier par la
complexité du squelette de base ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation etc.) et enfin par les liaisons possibles de ces molécules de bases

avec d’autres molécules (Bragazza et Freeman, 2007).

On distingue les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les stilbénes et les

quinones (Chanforan, 2010).
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Figure 1. Principales classes des composés phénoliques

(Fettah, 2019).

L’élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la présence d’au
moins un noyau phénolique a 6 carbones (figure 2), auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton,
1999).
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OH

Figure 2. Structure du noyau phénol

(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’élaboration de cycles
aromatiques, la voie shikimate (également responsable de la synthese des acides aminés Phe et
Tyr) et la voie polyacétate, qui consiste en la condensation de molécules d’acétylcoenzymeA. Cette
biosynthese a donné naissance a une grande diversité de molécules qui sont spécifiques d’une

espece de plante, d’un organe et d’un tissu particulaire (Guignard, 2000 ; Bruneton, 2008).

11.2.1.1. Les acides phénoliques :
Les acides phénoliques sont des composés polyphénoliques non-flavonoides qui peuvent étre

divisés en deux classes principaux, qui sont des dérivés d'acide benzoique ou d'acide cinnamique
(Tableau 1). lIs se trouvent dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales (Psotova
et al., 2003).
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Tableau 1 : Structures et classification de quelques acides phénoliques (Tsao, 2010).

Classe Structure Acide phénolique
o) Acide vanillique (R = OCH3J)
T OH o Acide Protocatechuique (R=H)
Lz H
OH
R_
Acide cinnamique R— o Acide galligue (R = H) Acide
H 7N ¢ syringique (R = OCH3)
S OH
r—d
P Acide p-coumarique
Wl
o}
— / ) forulic add Acide férulique
5 / H;cd
/AW
HaC o Acide sinapique
H / OH
Acide benzoique HsC
Acide caféique (R = H)
[o]
y. Acide chlorogéniqgue (R = 5
H 0—R

quinonyl)
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11.2.1.2.Les flavonoides :
Ce sont des pigments quasiment universels de tous les végétaux et sont, en partie, responsables de

la coloration des fleurs, des fruits et parfois méme des feuilles (Egert et Rimbach, 2011).

La structure de base de ces molécules est caractérisée par 15 atomes de carbone arrangés en trois
cycles (figure 3). A I’exception des chalcones (ouverture du cycle B). Ces métabolites secondaires
sont toujours tricycliques : deux cycles benzoiques A et B et un hétérocycle C (Shankari et al.,
2014).

Figure 3. La structure chimique de base des flavonoides (Bruneton, 2009).

Ce sont des polyphénoles polaires qui existent dans presque chaque partie de la plante : écorce,

bois, feuilles, fruits et racines (Redondo et al., 2014).

Ils peuvent avoir plusieurs activités biologiques bénéfiques pour la santé dont I’activité anti

oxydante, anti fongique, anti tumorale et anti virale (Lamy et al., 2014).

Le tableau ci-dessous résume les structures des flavonoides.
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Tableau 2 : Structures des flavonoides (Kumar et Paney, 2013).

Substitution

Formule Nom
chimique 3 5 6 7 g 9° 3° & 5
Flavone Apigénine H OH H OH H H H OH H
e} O Chrysine H og H OH H H H H H
|
O Lutéoline H OH H OH H H OH OH H
0
Flavonol Quercétne OH OH H OH H H oH oOH H
0 O Myricétine OH OH H OH H H OH OH OH
O | Kaemfpérol OH OH H OH H H H OH H
OH
(|3 Rutine sucre O H o H H o o H
Flavanone
@ Naringénine H OH H OH H H H OH H
Hespérétine H OH H OH H H OH OCHs H

O *—: O

Flavan-3-ol
Catéchine OH OH H OH H H OH OH H

s
)

Epicatéchme OH OH H OH H H H OH OH

Flavanonol

-

Taxifoline  OH oo H oH H H oHn on H

C_; o

(" on

Isoflavones

Génistéine / OH H OH H H H OH H

@] @]

Daidzéine / H H OH H H H OH H
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11.2.1.3. Les tanins :
Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire compris entre

500 et 3000 Dalton (Peronny, 2005).

IIs sont localisés dans les vacuoles, quelque fois combinés aux protéines et aux alcaloides.

Ces macromolécules se divisent en deux groupes distincts selon leur structure (Roux et Catier,
2007).

11.2.1.3.a. Les tanins hydrolysables :
Les tanins hydrolysables, comme leur nom I’indique, sont caractérisés par le fait qu’ils

s’hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou par 1’action d’enzymes (Quideau, 2009).

Ils sont composés des esters d’un sucre (D-glucose) et d’un nombre variable de molécules d’acide
phénol (figure 4). Ces tanins sont de deux types : Les tanins galliques qui sont les esters d’oses
(glucose) et d’acides galliques; et les tanins éllagiques qui sont des esters d’oses et d’acide

éllagiques (figure 5) (Atefeibu, 2002 ; Asres et al., 2005) .

Figure 4. Structure de base des tanins hydrolysables
(Hartzfeld et al., 2002).

OrH HCr

Figure 5. Structure chimique de quelques tanins hydrolysables
(Crestini et Lange, 2015).
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11.2.1.3.b. Les tanins condensés
Les tanins condensés sont des oligomeéres de flavane-3-ols (des anthocyanidines) et des flavane-

3,4-diols (des leucoanthocyanidines) (figure 6), dérivés de la catéchine ou de ses nombreux
isoméres (Stevanovic et Perrin, 2009).

HO

Figure 6. Structure chimique des tanins condensés (Macheix et al., 2005).

Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés sont résistants a 1’hydrolyse et seules

des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader (Macheix et al., 2005).

Appelés aussi pro anthocyanidines, ils sont des oxydants dotés d’un fort pouvoir protecteur capable

de prévenir certaines maladies cardiovasculaires (Boudjouref, 2011).

11.2.2. Les alcaloides :
Plus de 12000 alcaloides existent dont environ 20% des especes végétales, seuls quelques-uns

étaient développés a des fins médicinales. La morphine, particulierement utilisée en médecine et
en pharmacie. Il existe aussi d'autres alcaloides importants tel que la caféine, la cocaine, la nicotine,
d'origine végétale. Les alcaloides (figure 7) sont des substances organiques azotées dans lesquelles
I'azote est dans un cycle hétérogéne, qui est synthétisé a partir d'acides aminés. On les trouve dans
les plantes sous forme libre ou sous forme de sels de certains acides végétaux tels que : I’acide

citrique ... (Benslama, 2016).

Ils sont considérés comme des anti cancer et sédatifs et ils sont aussi utilisés pour leurs effets sur

les troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin, 2001).
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Figure 7. Structure de quelques alcaloides (Ziegler et Facchini, 2008).

11.2.3. Les terpénes :
Avec prés de 15000 structures moléculaires connues, ils constituent donc la classe la plus

diversifiée de composés organiques végetaux (Wilhelm, 1995).

Les terpenes (figure 8) sont des hydrocarbures naturels, constitués de structures soit sous forme
cyclique soit en chaine ouverte et la molécule de base est I’isopréne de formule C5H8 (Bezzaz,
2014). On peut classer les terpenes en cing classes : mono terpenes, sesquiterpenes, diterpenes,
triterpénes et les huiles essentielles (Richter, 1993). Ils sont en grande partie d’origine végétale et
sont synthétiseés par les plantes, les champignons, les organismes marins et méme par les animaux
(Benaissa, 2011).

¥ ) 0 U
N AT ey /N I .
2 e TN |\ / S (HQ —P—0—p — OH
Y x | !
i
| oy  OH
UNITE ISOPRENE ISOPENTENYL PYROPHOSPHATE
{ FORME ACTIVEE )

Figure 8 Structure de base des terpénes (Richter, 1993).
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I. Famille des rosacées :

I. 1. Description de la famille des rosacées :
La famille des rosacées fait partie des plantes les plus intéressantes sur le plan économique dans

les regions tempérees et comprend plus de 100 genres et environ 3000 espéces. Le genre Rubus
compte pres de 740 especes, qui ont été divisé en 12 a 15 sous-genres, ce qui en fait le plus grand
genre de la famille des Rosaceés et I'un des plus diversifiés parmi le régne végétal (Akhtar et al.,
2017).

Il. Le genre Rubus :
Rubus ulmifolius Schott est une espece veégétale de la famille des Rosacées qui constitue la 19°™¢

plus grande famille de plantes, et qui comprend environ 90 a 125 genres et 3370 a 3500espéces
d'arbres, arbustes et herbes. Trés connu pour ses fruits comestibles et pour sa couleur attrayante
qui change du vert au noir pendant la maturation. Rubus ulmifolius se trouve dans de nombreuses
régions du monde largement distribué en Europe, Asie et Afrique du Nord (Akkari et al., 2016 ;
Bandeira et al., 2016).

Cette espéce de par sa saveur acidulée et sa coloration noire et plus, un goQt désirable augmente la
consommation mondiale des mdres et produits a base de baie. Rubus ulmifolius fournit des
composants fonctionnels comme les fibres alimentaires, les polyphénols, les minéraux, les

vitamines et d'autres nutriments essentiels (Schulz et al., 2019).

I11. Description botanique et classification de I’espece Rubus ulmifolius S. :
I11. 1. Description botanique de I’espéce Rubus ulmifolius S. :

I11. 1. 1. La partie aérienne de Rubus ulmifolius S. :
Elle est d’une longueur moyenne de 2m, laquelle est appelée le turion, ce dernier est anguleux

assez €épais de 6 a 10 mm de diametre et d’une couleur rouge violacé bleuté, pruineux, chargé de
poils étoilés, couvert par des aiguillons situées sur tous les angles, ils sont identiques, persistantes
et tres abondantes (de 5 a 10 aiguillons chaque 5cm), longs de 6 a 11 mm et de la méme couleur

que le turion (figure 9) (Ferrez et Royer, 2015).

I11. 1. 2. Les fleurs :
Les fleurs de cette espece (figurel0) sont régulieres, d’un diamétre de 2 cm, comprends le sépale

d’un gris-blanc tomenteux, refléchis et le pétale est d'un rose rouge violacé, ovale a presque
arrondie et chiffonnés, concernant les étamines égalant ou des fois dépassant peu les styles, blancs
a un rose pale, poilue qui a la suite de la floraison deviennent tres séches et courbés (Ferrez et
Royer, 2015).
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I11. 1. 3. Les feuilles :
Les feuilles (figurell) sont alternes a 3 ou 5 folioles (Annonyme, 2003). Elles sont ovales et

dentées avec une nervure médiane couverte de fines épines (Messaoudi, 2008). Les feuilles sont
discolores et les pétioles sont armés d’aiguillons (Bandeira Reidel et al., 2016).

1. 1. 4. Les fruits :

En ce qui concerne les fruits (figure 12), ils sont trés variés, constitués de plusieurs drupéoles
assez luisantes qui deviennent noires en phase de maturation appelés mares. Il est fréquent de
trouver jusqu’a 30 mires d’un diametre de 0.5 a 3cm dans un turion. (Ferrez et Royer, 2015 ;

Belahcene et al., 2021).
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Figure 9 Le Turion de Rubus ulmifolius S. Figure 10 La fleur de Rubus ulmifolius S.
(Ferrez et al., 2015). (Aliouat, 2014).

Figure 11 Les feuilles de Rubus ulmifolius S. Figure 12 Les fruits de Rubus ulmifolius S.
(Ferrez etal., 2015). (Ruiz- Rodriguez et al., 2014).
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11.2. Classification de I’espéce Rubus ulmifolius S. :

I11. 2. 1. Systématique de Rubus ulmifolius S. :
Le tableau ci-dessous mentionne la classification de la plante sélectionnée Rubus ulmifolius S.

Tableau 3: Classification de Rubus ulmifolius S. (Evans et al., 2007).

Régne Plantae

Sous régne Viridaeplantae
Division Tracheophyta
Sous division Spermatophytina
Infra-division Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales

Famille Rosaceae

Genre Rubus

I11. 2. 2. Les différentes appellations :
e Nom vernaculaire algérien : Allaique (Halimi, 2004 ; Beloued 2005).

¢ Nom amazigh : Tassenante (Ait youssef, 2006).

e Nom francais : la ronce a feuilles d’orme (Lazli et al., 2019).

e Nom anglais : EImleafblackberry (Annonyme, 2003)

e Synonymes : Murier sauvage, Murier des haies (Equipe des enseignants, 2007 ; Paul,
2007 ; Messaoudi, 2008).
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I11. 3. Les variétés de Rubus ulmifolius S. :
8 espéces indigenes courantes en Europe occidentale : la ronce a feuilles d’orme Rubus ulmifolius,

la ronce naine ou des tourbiéres Rubus chamaemorus, la ronce commune Rubus fruticosus, la ronce
bleue Rubus caesius, la ronce des rochers Rubus saxatilis, la ronce tomenteuse Rubus tomentosum,

la ronce arctique Rubus arcticus et la ronce hérissée Rubus hirtus (Bertrand,1997).

IV. Les exigences écologiques :
Les différentes espéces de Rubus tolérent les climats des régions froides comme des régions

tempérées, on les retrouve au bord des mers.

L’espéce Rubus ulmifolius S., a 1’état sauvage tolére les habitats ouverts, on les rencontre dans des
endroits ensoleillés ou semi ombrés, au sol, elle tolére les sols argileux, la craie et méme des sols

pauvres tant qu’ils ne sont pas a sec (Annonyme, 2003).

V. Habitat et répartition :
Elle se rencontre dans les liséres des foréts, clairiéres, les talus, sur les décombres ou elle forme

des haies compactes et infranchissables. Elle a été largement cultivée en Europe et en Afrique du
nord mais on la trouve aussi en Asie et en Algérie, dans les foréts du Tell (Halimi, 2004 ; Fazio
et al., 2013).

V1. Les effets thérapeutiques de Rubus ulmifolius S. :
Rubus ulmifolius S. était utilisée comme médicament traditionnel au Chili pour ses propriétés

hypoglycémiques (Lemus et al., 1999). Il été utilisé aussi comme agent antipyrétique et carminatif
(Ahmad et al., 2013).

En Italie, la plante est utile en médecine populaire pour traiter des maladies telles que les
hémorroides, la diarrhée, les yeux rouges, les inflammations intestinales, les abces, les ulcéres

ainsi que les infections vaginales (Manganelli et Tomei, 1999).

Les feuilles fraiches sont appliquées localement avec de la graisse de porc dans le traitement des
infections de la peau et des tissus mous et une décoction des racines est utilisée comme

shampooing pour éviter la perte de cheveux (Quave et al., 2012).

Les décoctions des boutons floraux sont utilisées pour les douleurs menstruelles, les troubles de la

ménopause, les maladies du foie, les aphtes, la gingivite et I'nypertension (Martins et al., 2014).
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VII. Travaux antérieurs :

VII. 1. Composition chimique des feuilles de Rubus ulmifolius S. :
Les boutons floraux de R. ulmifolius sont caractérisés par la présence de composes phénoliques et

les deriveés d'ellagitanins sont les plus abondants dans cette partie de plante (Martins et al., 2014).

Les fruits sont riches en composés phénoliques également, tels que les anthocyanes, les flavonols
et les ellagitanins (Panizzi et al., 2002). Les fruits contiennent des niveaux élevés de flavonoides
(Flamini et al., 2002).

Dans les feuilles de R. ulmifolius, 1’acide gallique, l'acide chlorogénique, I’hyperoside, le
kaempférol 3-O-rutinoside et la naringénine ont été identifiés. Les racines de cette plante
contiennent des dérivés de I'acide ellagique et des saponines (Tabarki et al., 2017 ; Quave et al.,
2012).

VII. 2. Activités biologiques de Rubus ulmifolius S. :
Les différentes activités biologiques des feuilles de Rubus ulmifolius S. sont :

e Activité hypoglycémique (Ali et al., 2017).
e Activité antioxydante (Schulz et al., 2019).
e Activité microbienne (Ibba et al., 2021).

e Activité antipyrétique (Ali et al., 2017).

e Activité antifongique (Naidu, 2000)

e Activité anti inflammatoire (Pandey et al., 2013).
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Partie expérimentale

l. Objectif de I’étude :
Dans le cadre de I'étude des activités anti-hémolytique et antimicrobienne des plantes a intérét

nutritionnel et biologique, nous nous sommes intéressées a 1’espéce Rubus ulmifolius S. Nous
avons effectué notre expérimentation au sein du laboratoire de recherches des produits naturels «
LAPRONA » Université Abou Bakr Belkaid- Tlemcen.

1. Matériel végétal :
Les feuilles de Rubus ulmifolius S. ont été achetées chez un herboriste durant le mois d’Avril 2023.

Elles ont été nettoyées avec un pinceau pour eliminer la poussiere puis réduites en poudre a 1’aide
d’un broyeur électrique. Cette dernicre et conservée dans des boites en verre opaque et

hermétiquement fermée.

I11. Extraction des composes phénoliques (Yu et Dahlgren, 2005)
L’extraction hydroacétonique des polyphénols consiste a macérer a température ambiante le

matériel végétal dans une solution d’acétone aqueuse 70/30 (v/v) pendant 24 heures. Apres

filtration. La solution est évaporée a sec par un évaporateur rotatif sous pression réduite a 45°C.

29 de matériel végétal + acétone/eau 70/30

“

Macération 24 h

"

Filtration

"

Evaporation de 1’acétone aqueuse

"

Récupération avec 3 ml de méthanol

Figure 13 Protocole d’extraction des polyphénols (Yu et Dahlgren, 2005).
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IV. Extraction des tanins totaux (Bruneton, 1999)
2.5g de poudre végétale sont ajoutés a 50 ml du mélange eau-acétone 35/15 (v/v), puis
laisser macérer pendant 4 jours a froid (4°C). Aprés filtration et évaporation de ’acétone, la
phase aqueuse est reprise dans 25 ml du dichlorométhane. La décantation des deux phases aprés
24 heures. La phase aqueuse est extraite par 50 ml d’acétate d’éthyle, puis est soumise a une

évaporation a sec et enfin réecupérée dans 3 ml de méthanol.

2.50 de matériel végétal + 50 ml eau/acétone 35/15

"

Macération 4 jours a 4°C

"

n

iltarion

-

Reprendre la phase augeuse avec 15 ml dichlorométhane

"

Décantation apres 24 heures

"

Reprendre la phase aqueuse avec 30 ml d’acétate d’éthyle

O
D~
(@)
«“’ «
>
—
=3
o
>

Evaporer la phase acétate d’éthyle

"

Récupération dans 3 ml de méthanol

Figure 14 Protocole d’extraction des tanins totaux (Bruneton, 1999) .
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V. Evaluation de I’activité anti-hémolytique des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S. :

V. 1. Principe :
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de I’extrait a empécher ’hémolyse des GR,

induite par I’hypotonie et la chaleur donc prévenir la libération de ’hémoglobine. Ce test a été
réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ; Oyedapo et al., 2010).

V.2. Mode opératoire :

Centrifuger du sang prélevé d’un sujet sain sur des tubes héparines a 3000 tours/ 10min ;

Aprés élimination du surnageant, laver le culot 3 fois avec la solution tampon phosphate saline
(PBS) (ph 7,4) ;

Reconstitué sous forme de suspension de 10% (v /v) (GR) avec une solution tampon phosphate
saline (PBS) (ph 7,4) ;

Préparer 5 concentrations de dilution d’extrait dans le PBS : 0.015, 0.031, 0.062, 0.125 et 0.25
mg/ml ;

Ajouté 0.5ml de I’extrait de chaque concentration avec 1.5ml du PBS (pH 7.4) ;

Additionné 2ml d’une solution hypo- saline (NaCl 0.36 %) ;

Incuber les tubes a 37°C pendant 20min ;

Aprés incubation, ajouter 0.5ml de la suspension du GR (10%) ;

Incuber les tubes a 56°C pendant 60min ;

Refroidissement des tubes a 1’eau courante ;

Apres centrifugation (2500 tours/ 5 min), utiliser le surnageant pour mesurer la fuite de
I’hémoglobine intracellulaire a 560nm ;

Préparer un contrdle dans les mémes conditions opératoires en remplagant I’extrait avec 0.5ml du
tampon phosphate saline PBS ;

Préparer le dosage de I’acide ascorbique (0.09mg/ml ; 0.187 mg/ml ; 0.357 mg/ml et 0.75mg/ml)

dans les mémes conditions expérimentales.

Expression des resultats : % de stabilité membranaire = (Ac — At/ Ac) x 100

Dont : Ac : absorbance du contrble ; At : absorbance du test.
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V1. Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S.

Dans un premier temps, nous avons testé les extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S. vis-a-vis
des microorganismes (bactéries et levure) par une méthode rapide (la méthode de diffusion sur

disque) et dans I’affirmation, nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI).

V1. 1. Stérilisation du matériel :
L’eau distillée, embouts de micropipette, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés pour la

préparation des solutions bactériennes et les disques en papier Whatman (6 mm de diametre)

enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

V1. 2. Mise en culture des souches :
Les souches, conservées sur gélose nutritive inclinée a 4 °C, sont revivifiées dans du bouillon

nutritif a 371 °C pour les bactéries et 30£1°C pour les levures pendant 24 h a 48 h, puis
ensemencées sur boites contenant des milieux sélectifs pour vérifier leur pureté. Aprés 24 h
d’incubation a 37£1 °C pour les bactéries et 30+1 °C pour la levure, les souches sont ensemencées
sur bouillon nutritif puis incubées a 37+1 °C pour les bactéries et 30+1 °C pour les levures pendant
18 h. De cette derniére culture, on préléve quelques gouttes et on les met dans 9 ml d’eau

physiologique stérile a 0,9%.

La suspension microbienne est bien homogénéisée. La turbidité est ensuite ajustée au standard
McFarland 0,5 avec un spectrophotométre, ce qui correspond a 1-2 x 108 UFC/ml pour les
bactéries (DO = 0,08 a 0,1 / L = 625 nm) (Pessini et al., 2003), et 1-5 x 108 UFC/mI pour les
levures (DO =0,12 40,15 /A =530 nm) (Pfaller et al., 1998).

Dans le tableau 4 sont énumérées les souches microbiennes testées.

Tableau 4 : Origines des souches bactériennes et fongiques utilisées.

Citrobacter freundii ATCC 8090
Bactéries a Gram négatif | Proteus mirabilis ATCC 35659

Listeria monocytogenes ATCC 15313

Bactéries a Gram positif | Enterococcus faecalis ATCC49452

Bacillus subtilis ATCC6633

Levure Candidat albicans ATCC 10231
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V1. 3. Méthode de diffusion sur disque :
Afin de tester 1’activité antimicrobienne des extraits, nous avons utilisé la méthode de

I’aromatogramme par diffusion a partir de disques imprégnés.

Pour effectuer le test, des disques de papier filtre de 6 mm de diametre imprégnes de 10 pl
d’extraits solubilisés dans le DMSO sont déposes a la surface d'un milieu gélosé en boite de Pétri
(2 disques par boite), préalablement ensemencées en surface en nappe avec 1 ml de suspension
microbienne (10® UFC/ml pour la levure et souches bactériennes) pendant 10 — 15 min. L'excédant
de I'inoculum est eliminé par aspiration (Joffin et Leyral, 2001). Les milieux de culture utilisés,
sont la gélose Mueller-Hinton pour les bactéries, le milieu Sabouraud pour les levures. Les boites
sont laissées 1 h a température ambiante puis retournées et incubées a 37+1 °C pendant 18-24 h
pour les bactéries, a 30+1 °C pendant 24-48 h pour les levures. Aprés incubation, le diamétre des
zones d’inhibition est mesuré (mm), le disque est inclus.

V1. 4. Méthode de micro-dilution en milieu liquide :

Ce test en milieu liquide a pour objectif de déterminer les valeurs des parametres antimicrobiens
dont la concentration minimale inhibitrice (CMI). La méthode décrite par Okusa et al. (2007),

avec une légere modification a été employée.

200 pl d’une solution préparée a partir de 2 ml de bouillon Mueller Hinton, 100 ul d’extrait
(polyphenol et tannin) des feuilles de Rubus Ulmifolius S. et 100 pul de DMSO, sont transférés dans
une microplaque a 96 puits et une gamme de concentrations de chaque huile essentielle est

effectuée par des dilutions au demi dans les milieux de culture.

A partir d’une culture microbienne de 24 h d’incubation, nous avons préparé un inoculum de 10°
UFC/ml (pour les bactéries) et 10* UFC/ml (pour la levure) dans une solution de chlorure de
sodium (0,9%).

Ensuite 100 pl de cet inoculum sont homogénéisés dans chaque puits de la gamme de
concentrations préalablement préparée puis incubée a 30+1 °C ou 37+1 °C pendant 24 ou 48 h.
Deux puits représentent les témoins négatifs : un ler puits contient le milieu de culture et

I’inoculum et un 2éme puits contient uniquement le milieu de culture.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible concentration

de I’extrait capable d’inhiber toute croissance visible du germe.

Elle mesure donc, un effet bactériostatique et ne renseigne pas sur 1’état de la population

bactérienne, ne permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou totalement ou
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si elle a seulement cessé de se multiplier (Bergogne-Bérezin et Brogard, 1999). La turbidité de

chaque puits est appréciée a I’ceil nu a la lumiére du jour.
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Le monde végétal offre des ressources inépuisables et ’homme depuis les temps les plus anciens,
a appris a utiliser les plantes avec opportunité pour ses besoins les plus élémentaires (Bernard,
2001).

L’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est en croissance partout dans le monde, mais
une grande majorité des personnes ne connait pas les effets secondaires des plantes, ni quand et

comment elles peuvent étre utilisées en toute sécurité (Zakariya et al., 2012).

1. Test d’activité anti-hemolytique :
L’étude de DI’activité anti-hémolytique in vitro des extraits phénolique et tanique des feuilles de

Rubus ulmifolius S. a été réalisée en utilisant la technique de stabilisation membranaire des
globules rouges (GR). L’évaluation de la stabilisation membranaire a ét¢ mesurée par le taux de
libération de 1’hémoglobine a 560nm pour chaque concentration des extraits utilisés en les

comparant a une molécule de référence qui est I’acide ascorbique.

Les résultats sur la figure 15 montrent une forte activité anti-hémolytique, cette activité est dose
dépendante. Le standard utilisé est 1’acide ascorbique, il présente un effet anti-hémolytique de
(35,63% ; 43,75% ; 56.88% et 65.63%) a des concentrations (0.09mg/ml; 0.187 mg/ml ;
0.357 mg/ml et 0.75mg/ml) respectivement. L’effet protecteur augmente au fur et a mesure avec
I’augmentation de la concentration de 1’acide ascorbique et atteint son maximum 74,06% a la

concentration 1.5 mg/ml.

80 74,06
70 65,63
60 56,88

50 43,75
35,63

30 a,ac

pourcentage de stabilité
membranaire (%)
N
o

0,09 0,187 0,375 0,75 1,5
Concentrations (mg/ml)

Figure 15 pourcentages de la stabilité membranaire de 1’acide ascorbique.
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Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse de I’extrait polyphénolique des feuilles de Rubus
ulmifolius S. varie avec la concentration dans une gamme de concentrations allant de 0,015 a
0,125 mg/ml avec des pourcentages allant de 44.24% a 87.7% (figure 16).

L’activité protectrice des membranes en présence d’extrait polyphénolique augmente avec
I’augmentation de la concentration de 44.25% a la concentration 0.015mg/ml et atteignant 81,67%

a la concentration 0.062mg/ml.

L’effet inhibiteur de I’hémolyse des globules rouges par 1’extrait polyphénlique des feuilles de
R.ulmifolius se stabilise & 86.7% a la concentration de 0.125 mg/ml.
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0,015 0,031 0,062 0,125
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Figure 16 Pourcentages de la stabilit¢é membranaire de I’extrait polyphénolique des feuilles de
Rubus ulmifolius S.

Le pourcentage d’inhibition de ’hémolyse de 1’extrait tannique varie avec la concentration dans
une gamme de concentrations allant de 0,015 a 0,125 mg/ml avec des pourcentages de 9,35% a
77,46% (figure 17).

Les données obtenues avec 1’extrait tannique des feuilles de Rubus ulmifolius S. indiquent qu’il
présente une activité anti-hémolytique importante. Cette activité stabilisatrice de la membrane des
GR augmente avec ’augmentation de la concentration de D’extrait tannique 9.35% a la
concentration 0.015mg/ml, 15.97% a la concentration 0.031mg/ml et 56.16% a la concentration

0.062mg/ml respectivement.
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L’effet anti-hémolytique atteint son maximum de 77.46% a une concentration égale a 0.125mg/ml
de I’extrait tannique.
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o O
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15,97
9,35

0,015 0,031 0,062 0,125
Concentrations (mg/ml)

Pourcentage de stabilité

=
o o

Figure 17 pourcentages de la stabilité membranaire de 1’extrait tannique des feuilles
de Rubus ulmifolius S

Selon la figure 18, nous constatons que I’extrait polyphénolique a un meilleur effet anti-
hémolytique 86.7% que ’extrait tannique 77.46% a la meme concentration égale a 0.125mg/ml.
Aussi I’acide ascorbique a montré des pourcentages d’inhibition d’hémolyse plus élevé, mais était

présent en concentration beaucoup plus grande que les extraits testés des feuilles de Rubus
ulmifolius S.
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Figure 18 pourcentages de la stabilité membranaire des extraits polyphénoliques et
tanniques des feuilles de Rubus ulmifolius S.
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Dans la présente étude, les extraits présentent des propriétes inhibitrices satisfaisantes contre
I'némolyse a de faibles concentrations et ont montré un potentiel anti-hémolytique important. Cette
constatation trouve sirement son explication, dans son effet synergique entre les constituants de
ces extraits, et 1’effet pourrait étre attribué a la présence de fortes concentrations de substances

phenoliques.

En effet, les composés phénoliques contenus dans ces extraits peuvent probablement jouer un réle
important dans les voies biologiques de la protection contre I'némolyse induite par les radicaux
(Ak et Gulcin, 2008).

Les polyphénols, antioxydants naturels, possédent un effet anti-hémolytique, en stabilisant la
membrane des globules rouges contre la lyse osmotique (Chaudhuri et al., 2007). Cette activité
est effective grace a I’intégration dans la couche lipidique externe de la membrane érythrocytaire
et modifient I'arrangement de la partie hydrophile, sans changer la fluidité de la partie hydrophobe.
L'emplacement de ces composés dans la partie hydrophile de la membrane semble constituer un
bouclier de protection de la cellule contre les substances toxiques en particulier les formes

réactives de lI'oxygene (Bonarska-Kujawa et al., 2010).

De plus, les polyphénols pourraient agir en chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et
le fer, qui peuvent renforcer les effets oxydants par la production des radicaux hydroxyles (OH-)
(Mladénka et al., 2011).

Tres peu de travaux ont été réalisés sur I’étude des propriétés anti-hémolytique de 1’espéce Rubus

ulmifolius Schott.

D’aprés les résultats obtenus par Ruiz Vigo (2020) la capacité anti-hémolytique maximale de
I’extrait hydroalcoolique des fruits de Rubus ulmifolius S. était de 75.37%. Cependant nos extraits

des feuilles Rubus ulmifolius S. sont plus actifs.

2. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S.

2.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme) :
L’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S. a été évaluée par la

méthode de diffusion sur disque. Cette méthode permet de tester différents composés contre un

seul microorganisme dans une méme boite de Pétri (Rios et Recio, 2005).
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L’aromatogramme est une méthode qualitative, simple, appliquée en routine a tout
microorganisme considéré comme pathogéne. Cette méthode permet d’explorer un grand nombre

d’extraits vis-a-vis de chaque souche (Cos et al., 2006).

La méthode de disque a permis de déterminer ’action des différents extraits, des especes
sélectionnées, dissouts dans le DMSO vis-a-vis des différentes souches microbiennes, celle-ci se
traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné

de 1’extrait.

Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’un microorganisme a un autre et d’un extrait a un
autre. La variation de I’activité antimicrobienne des extraits s’explique par les variations de leurs
compositions chimiques. Il a été rapporté, qu’un extrait est considéré comme actif lorsqu’il induit

une zone d’inhibition supérieure a 10 mm (Tekwu et al., 2012).

Le pouvoir antimicrobien de 1’extrait phénolique et tannique est obtenu par la mesure du diameétre
des zones d’inhibition en mm et peut étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilisation des

souches (Ponce et al., 2003).

e Extrémement sensible (+++) : plus de 20mm
e Tres sensibles (++) : de 15 a19mm

e Sensibles (+) : de 8 al4mm

¢ Non sensibles - : moins de 8mm

Au vu des résultats obtenus dans le Tableau 5, nous remarquons que la majorité des extraits testés

ont un effet inhibiteur envers la croissance de toutes les souches microbiennes testées.
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Tableau 5 : Diameétre des zones d’inhibition des différents extraits des feuilles

Plante Diamétre des zones d’inhibition (mm)
étudiée /| Extraits des
. . Bactéries Gram + Bactéries Gram - | Levure
anti feuilles
L Bs Ef Lm Cf Pmi Ca
biotique
Rubus Tanins 12.75 10.75 7 13 10 6
ulmifolius | (19.33mg/ml)
S. Polyphénols 9.75 12.5 10 95 15.25 10
(82.75mg/ml)
DMSO 6 6 6 6 6 6
Anti GENT 14 16 11 29 24 NT
biotique Nys NT NT NT NT NT 15

Bs : Bacillus subtilis ; En: Enterococcus faecalis ; Lm: Listeria monocytogénes ; Cf: Citrobacter frendin ; Pmi:

Proteus mirabilis, Ca : candida albicans ; GENT : gentamicine, Nys : nystatine. NT : non testé.
e Extrait tannique :

Des zones d’inhibition de I’extrait tannique des feuilles de Rubus ulmifolius S. varient de 7 a 13

mm pour les souches bactériennes et de 6 mm pour la levure (tableau 5).

Les souches bactériennes présentent une sensibilité avec des diametres d’inhibition qui varient de
10 a 13 mm ; pour Citrobacter freundii ATCC 8090 (13mm), Bacillus subtilis ATCC6633
(12.75mm), Enterococcus faecalis ATCC49452 (10.75mm) et Proteus mirabilis ATCC 35659
(20mm).

Les plus faibles diamétres d’inhibition ont été observés avec Listeria monocytogenes ATCC 15313
(7 mm) et avec Candida albicans (6mm), cela indique une résistance envers 1’extrait tannique des

feuilles de Rubus ulmifolius S.
Nous constatons que I’extrait tannique est plus actif sur les souches bactériennes que les levures.
e Extrait Polyphénolique :

Les résultats de I’activité antimicrobienne de 1’extrait polyphénolique de la plante étudiée varie
d’une souche a une autre, qui montre que cet extrait présente I’activité antibactérienne la plus
importante vis-a-vis de Proteus mirabilis ATCC 35659 dont le diamétre de la zone d’inhibition de
sensibilite est de 15.25mm (tableau 5).
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Les souches bactériennes présentent une sensibilité avec des diamétres d’inhibition qui varient de
(9.5 a12.5 mm) pour Enterococcus faecalis ATCC49452 (12.5mm), Bacillus subtilis ATCC6633
(9.75mm), Citrobacter freundii ATCC 8090 (9.5mm) et Listeria monocytogenes ATCC 15313

(10mm) comparable avec la gentamicine.

En ce qui concerne Candida albicans le diamétre de la zone d’inhibition est de 10mm cela signifie
une sensibilité moderée envers 1’extrait phénolique.

2.2. Résultats des CMIs

D’aprés les résultats obtenus dans le tableau ci-dessous (Tableau 6), nous avons remarqué que

cette méthode confirme les resultats obtenus avec la méthode de diffusion sur disque.

Aussi, nous remarquons que l’extrait polyphenolique est efficace contre Proteus mirabilis
ATCC 35659 qui s’est montrée sensible avec une CMI de I’ordre de 10.34 mg/ml. Plus, I’extrait a
un effet bactériostatique avec des CMI égales a 20.68mg/ml sur Bacillus subtilis ATCC6633,
Enterococcus faecalis ATCC49452 et Listeria monocytogenes ATCC 15313. L’extrait
polyphénolique présente une faible activité bactériostatique et parait moins actif avec une CMI a
41.375mg/ml sur Citrobacter freundii ATCC 8090.

Tableau 6 : Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) des extraits des feuilles

Plante Extraits des CMI (mg/ml)
étudiée feuilles Bactéries Gram + Bactéries Gram -
Bs En Lm Cf Pmi
Tanins 4.83 19.33 N.T 9.66 9.66
Rubs (19.33mg/ml)
Ulmifolius
S. Polyphénols 20.68 20.68 20.68 41.375 10.34
(82.75mg/ml)

Bs : Bacillus subtilis ; En: Enterococcus faecalis ; Lm: Listeria monocytogénes ; Cf: Citrobacter frendin ; Pmi:

Proteus mirabilis N.T : non testé.

Nous pouvons confirmer que les tannins des feuilles de Rubud ulmifolius S. sont les plus actifs
contre toutes les bactéries testées avec des CMIs variant entre 4.83 et 19.33 mg /ml. Cependant, la
souche bactérienne Bacillus subtilis ATCC6633 s’est révélée la plus sensible avec une CMI de
4.83 mg/ml.
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L’efficacité optimale de 1’extrait brut peut étre due a un constituant actif majoritaire, mais plutét a
I’action combinée (synergie) de différents composés. L’activité inhibitrice des extraits est plus
faible que celle obtenue avec les antibiotiques standards utilisés, a savoir la Gentamicine et la
Nystatine. Il est clair que 1’activité antibactérienne de nos extraits reste inférieure a celle des
antibiotiques de référence. Cependant, ces extraits exercent une activité antibactérienne dans la

mesure ou ils ne sont pas des produits purs mais des extraits (Sokmen et al., 2012).

L’activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés phénoliques,
mais également de la présence de divers métabolites secondaires ainsi que le nombre et la position
des groupements hydroxyles présents sur le noyau aromatique de ces composeés pouvant entrainer
la toxicité des microorganismes (Mahboubi et Haghi, 2008). L’activité antibactérienne dépend
de plusieurs facteurs a savoir : I’espéce de la plante, la préparation de 1’extrait, le solvant utilisé et
la sensibilité des bactéries. Les conditions de séchage et de broyage de la plante peuvent étre aussi

a I’origine de 1’absence de I’activité antibactérienne (Jones et al., 2014).

Le mécanisme d'action des extraits polyphénolique et tannique de la plante étudiée est lié
essentiellement a la structure de la paroi et a la perméabilité membranaire des bactéries. L'extrait
d' une plante riche en composés bioactifs exerce son pouvoir antimicrobien par son interférence
avec la bicouche lipidique de la bactérie grace a sa propriété hydrophobe ; ce qui entraine: une
augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaire, une acidification de
I'intérieure de la bactérie en bloquant la production de I'énergie cellulaire ainsi que la synthese des
composants de structure et la destruction du matériel génétique conduisant a la mort de la bactérie
(Caillet et Lacroix, 2007).

Il est aussi bien établi que certains composés bioactifs des plantes dont les polyphénols notamment
les flavonoides et les tannins sont connus par leur toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le
mécanisme de toxicité peut €tre dii a ’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption
sur les membranes cellulaire, a I’inhibition des enzymes hydrolytique (lesprotéases et les
carbohydrolases) ou lié a d’autres interaction avec les effecteurs ou substrat et ions metalliques en
inactivant par exemple les adhésines microbiennes et les protéines de transport (Cowan, 1999 ;
Dhaouadi et al., 2010).

D’aprés une étude menée par Tabarki et al. (2017) I’activité antimicrobienne des extraits
méthanoliques des feuilles de Rubus ulmifolius S. ont montré une activité antimicrobienne

significative contre six bactéries utilisées. Les diametres des zones d’inhibitions et les valeurs de

41



Résultats et discussion

la concentration minimale inhibitrice se situant respectivement entre 8 et 16mm et entre 6.25 et

25mg/ml.

La formation de biofilms par Staphylococcus aureus a été inhibée par I'extrait butanolique des
racines de Rubus ulmifolius & des concentrations comprises entre 50 et 200 pg/ml, ce qui a été
attribué a la présence d'acide ellagique et de ses dérivés (Quave et al., 2012).

Il a également été identifié que I'acide ellagique xyloside et I'acide ellagique rhamnoside dans les
extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S. inhibaient la formation de biofilms par Staphylococcus
aureus (Fontaine et al., 2017).

Dans une autre étude, la structure de la Rubanthrone A, un anthrone dérive des parties aériennes
de Rubus ulmifolius S., s'est révélée avoir une activité in vitro contre Staphylococcus aureus a une

concentration de 4,5 mg/ml (Flamini et al., 2002).

Les cultures planctonigues de Streptococcus pneumoniae ont été complétement éradiquées a une
concentration in vitro de 80 pug/mL de I'extrait butanolique apres une nuit d'incubation (Talekar
etal., 2014).

L'activité antimicrobienne des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius avec des valeurs de
concentration minimale inhibitrice CMI entre 6,25-25 mg/ml et des zones d'inhibition entre 8- 16
mm de diameétre contre six bactéries différentes a été observée et était plus élevée pour les bactéries
Gram- positives (Tabarki et al., 2017). Ce qui est en accord avec nos résultats dans 1I’évaluation
de I’activité antimicrobienne de I’extrait tannique qui présente des CMIs variant entre 4.83mg/ml

et 19.33mg/ml et des diamétres de zones d’inhibitions qui varient entre 7 et 13 mm.
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Conclusion et perspective

Les remédes a base de plantes médicinales constituent une alternative dans les systémes de soins
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
traditionnellement améliorés. Actuellement, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes
médicinales pour leur richesse en composés bioactifs a savoir les polyphénols et les tanins qui

possedent des activités biologiques (Daglia, 2012).

Jusqu’a aujourd’hui, la source la plus fiable des principes actifs et leurs propriétés thérapeutiques

c’est les plantes médicinales.

Pour cela nous avons contribué au sein du laboratoire de recherche des produits naturels
« LAPRONA » a I’évaluation de D’activité anti-hémolytique vis-a-vis des globules rouges
humains et de I’activit¢é antimicrobienne vis-a-vis de différentes souches microbiennes

responsables des pathologies des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S.

A la lumiere des résultats obtenus, il est important de préciser qu’une activité positive anti-
hémolytigque et antimicrobienne dépend de la variation quantitative et/ou qualitative des composés

phénoliques présents dans les extraits car toute substance active peut étre toxique a certaines doses.

Globalement, nos résultats ont démontre que les extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S. avaient
un potentiel protecteur contre I’hémolyse. L’extrait polyphénolique en particulier présente une trés
bonne activité anti-hémolytique (86.7 %) voir supérieure a celle de I’extrait des tanins (77.46 %)
et a ’acide ascorbique (74.06%).

Les résultats positifs obtenus lors de I’étude de 1’activité antimicrobienne des différents extraits de
Rubus ulmifolius S. sont en effet tres encourageants. Principalement, 1’extrait tannique qui a
présenté une trés bonne activité anti microbienne par rapport a 1’extrait polyphénolyque contre la

souche bactérienne Bacillus subtilis mais aucun effet antifongique vis-a-vis de Candida albicans

Nous pouvons conclure aprés analyse que I’espéce Rubus ulmifolius S. possede plusieurs fonctions
biologiques : anti-hémolytique et antimicrobienne, attribuable a la présence de composants

bioactifs dans ses feuilles.
Comme perspectives nous nous proposons de ;

e élargir le spectre d’activités biologiques : anti cancéreuse, anti ulcéreuse ...
e caractériser apres isolement les principes actifs qui sont responsables des propriétes
pharmacologiques.

e ¢largir I’étude par utilisation de techniques plus performantes et par différentes méthodes.
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e préciser la toxicité des extraits pour déterminer leur utilisation.

e approfondir les recherches pour d’autres plantes médicinales algérienne.

La mise au point de médicament bio a base de ces extraits, nécessite plus d’études ¢’est pourquoi
ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires poussée sur d’autres

composés par d’autres techniques, afin d’établir une relation structure- activité.

11 serait trés intéressant d’exploiter et approfondir plus les recherches de ses activités ainsi que
d’autres activités in vivo et in vitro sur les caractéristiques des composes actifs dans les extraits de

cette plante pour dévoiler d’autres activités biologiques.
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Résumé

Rubus ulmifolius Schott connue sous le nom de la mure sauvage est une plante largement utilisée en médecine
populaire pour ses propriétés thérapeutiques. Le but de la présente étude est d’évaluer I’effet anti-hémolytique et
antimicrobien des extraits polyphénoliques et tanniques des feuilles de Rubus ulmifolius S. L’évaluation de 1’activité
anti-hémolytique a démontré que les extraits polyphénoliques et tanniques des feuilles de Rubus ulmifolius S.
possédent un effet inhibiteur de I’hémolyse induit par I’hypotonie et la chaleur important avec un pourcentage de 86.7
% et 77.46 % respectivement a la concentration de 0.125mg/ml. Cette activité anti-hémolytique est supérieure a celle
de I’acide ascorbique (74.06%) a 1.5 mg/ml. L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de
diamétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogénes, Citrobacter frendin, Proteus mirabilis et Candida albicans. L’extrait
tannique a présenté la meilleure activité antibactérienne contre Bacillus subtilis avec un diamétre de la zone
d’inhibition égale a 12,75mm mais aucun effet antifongique. L’extrait polyphénolique quant a lui a présenté une
activité antibactérienne importante vis-a-vis de Proteus mirabilis avec un diamétre de la zone d’inhibition de
15.25mm, et une activité antifongique modérée. les CMlIs ont indiqués que la souche Bacillus subtilis ATCC6633
s’est révélée la plus sensible vis-a-vis de I’extrait tannique avec une CMI égale a 4.83 mg/ml confirmant ainsi les
résultats de la méthode de diffusion sur disques. Cette étude a permis de déduire que les feuilles de Rubus ulmifolius
S. constituent un gisement intéressant qui mérite d’étre exploiter dans différents domaines notamment le domaine de
la santé de par ses propriétés biologiques.

Mots clés : Rubus ulmifolius, la mure sauvage, activité anti-hémolytique, activité antimicrobienne.
Abstract

Rubus ulmifolius Schott, also known as wild blackberry, is a plant widely used in folk medicine for its therapeutic
properties.

The aim of the present study was to evaluate the anti-hemolytic and antimicrobial effect of polyphenolic and tannin
extracts from the leaves of Rubus ulmifolius S. Evaluation of the anti-hemolytic activity showed that the polyphenolic
and tannin extracts of Rubus ulmifolius S. leaves have a significant inhibitory effect on hypotonia- and heat-induced
hemolysis, with percentages of 86.7% and 77.46% respectively at a concentration of 0.125mg/ml. This anti-
haemolytic activity was greater than that of ascorbic acid (74.06%) at 1.5mg/ml. The antimicrobial activity of the
extracts was estimated in terms of the diameter of the zone of inhibition around the discs containing the extracts to be
tested against Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Citrobacter frendin, Proteus mirabilis
and Candida albicans. The tannin extract showed the best antibacterial activity against Bacillus subtilis with a
diameter of the zone of inhibition equal to 12.75mm, but no antifungal effect. The polyphenolic extract showed
significant antibacterial activity against Proteus mirabilis, with a zone of inhibition diameter of 15.25mm, and
moderate antifungal activity. The MICs showed that the Bacillus subtilis ATCC6633 strain was the most sensitive to
the tannin extract, with a MIC equal to 4.83 mg/ml, confirming the results of the disk diffusion method. This study
has shown that the leaves of Rubus ulmifolius S. constitute an interesting resource that deserves to be exploited in
various fields, particularly health, due to its biological properties.

Keywords : Rubus ulmifolius, the Wild blackberry, activity anti-hemolytic, anti-microbian activity.
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