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Résumé

Les vignes cultivées sont toutes du genre Vitis qui est composé d‘environ quatre-
vingts espéces de I'ordre des Rhamnales, appartenant a la famille des Vitacées. L objectif
Visé par notre étude est la contribution a 1‘étude phytochimique et 1’évaluation de quelques
activités biologiques d’un extrait hydromeéthanolique des feuilles de la vigne cultivee dans

les oasis (région Ormas wilaya d'EL oued).

Cette plante subi une extraction par macération méthanol/eau (70/30) pour obtenir
I‘extrait hydrométhanolique brut, Le rendement étaient égal 17.17 %.

Le screening phytochimique mis en évidence la présence des : flavonoides, des tanins
catéchiques, des alcaloides, polyphenols, quinones, sucre réducteurs. Le dosage
quantitatif a montré une concentration de polyphénols de 56.574+0.17 ug EAG/mg MS, la
concentration des flavonoides totaux de 1’ordre de 10.10£1.16 pgEQ/mg MS, la
concentration des tanins condensés de ’extrait de 1’ordre de 53.41+ 1.95 ngeAG/mgMSs.
Notre extrait n’a pas un effet inhibiteur sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa et
Klebsiella pneumoniae, mais il a un effet inhibiteur faible sur les deux autres souches
Escherichia coli et Staphylococcus aureus. L'activité antioxydant de notre extrait a été
évaluée par test DPPH donne une Valeur d' IC50 de 0.6273 mg/ml.

Mots-clés : vigne, étude phytochimique, I‘extrait hydrométhanoliques, activité

antibactérienne, activité antioxydant.
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Abstract:

The cultivated vines are all of the genus Vitis which is composed of about eighty
species of the order Rhamnales, belonging to the Vitaceae family. The objective of our
study is the contribution to the phytochemical study and the evaluation of some biological
activities of a hydro methanolic extract of the leaves of the vine cultivated in the oases

(Ormas region of El oued wilaya).

This plant underwent an extraction by methanol / water maceration (70/30) to obtain

the crude hydromethanolic extract, the yield was equal to 17.17%.

phytochemical screening revealed the presence of: flavonoids, catechic tannins,
alkaloids, polyphenols, quinones, reducing sugar. The quantitative assay showed a
concentration of polyphenols of 56.574+0.17 ung EAG/mg DM, the concentration of total
flavonoids of around 10.10£1.16 pgEQ/mg DM, the concentration of condensed tannins
from the extract of around of 53.41+ 1.95 ngEAG/mgMS.our extract does not have an
inhibitory effect on the growth of Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae,
but it has a weak inhibitory effect on the other two strains of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. The antioxidant activity of our extract was evaluated by DPPH test

giving an 1C50 value of 0.6273 mg/ml.

Key words: vine, phytochemical study, hydromethanolic extract, antibacterial activity,

antioxidant activity.
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Introduction

. Introduction

Depuis de nombreux siecles, les Hommes exploitent les plantes pour se nourrir, mais
également pour se soigner. En effet, ‘'emploi des plantes médicinales est un savoir-faire trés
ancestral. Cette discipline s‘appelle la phytothérapie, qui signifie soigner par les plantes, c‘est
une médecine basée sur l‘utilisation des propriétés pharmacologiques des molécules
contenues dans les plantes. La vigne est I'une des plus anciennes cultures d'Afrique du Nord et
surtout de I'Algeérie. Dans ce pays, on compte 97 000 hectares de vignes plantées, représentant
12 % des plantations totales. En superficie, c'est la quatrieme culture pérenne et le deuxieme
poste d'exportation (Gurib-Fakim A.,2006).

La vigne fait partie d‘une des plus anciennes plantes cultivées sur terre. La médecine
antigue et la pharmacie en ont tiré profit depuis des millénaires. Au fil du temps cette plante
n‘a cessé de révéler de nombreuses vertus. La recherche biomédicale s‘intéresse beaucoup
aux substances contenues dans la vigne et dans ses produits (Compant S, Clément C,
Sessitsch A., 2010).

L étude de la chimie et de l'activité antibactérienne des plantes du vingeest toujours
d_une briilante actualité malgré son ancienneté, cela tient principalement au fait que le regne
végétal représente une source importante d_une immense varié¢té de molécules bioactives qui
sont utilisées dans 1_industrie alimentaire, la cosmétologie et la pharmacie... (Compant S,
Clément C, Sessitsch A., 2010).

Les métabolites secondaires dont font partie les composés phénoliques contiennent des
substances tres recherchées par les industries des cosmétiques, de la pharmacie et de la
phytothérapie (Gurib-Fakim A., 2006). Les composées phénoliques comprennent
notamment, les acides phénoliques, coumarines, les lignines, les stilbénes et les flavonoides.
Ces composes sont largement connus pour leur potentiel antioxydant, mais également
pourleur pouvoir antimicrobien qui couvre un large éventail de pathogéenes qui touchent la

santé humaine et celle du végétal.

L’objectif visé par notre étude, consiste a 1’étude biologique extrait hydrométhanolique
des composees actives a partir des feuilles de la vigne sur de la région de EIl Oued. Ainsi que
I’évaluation de I’activité antioxydant et 1’activité antibactérienne de cette extrait. Cette étude
a été divisée en deux parties, dans la premiere partie nous présentons une synthese
bibliographique concerne le vigne et métabolite secondaire, et généralité sur les activités
biologiques, et la deuxieme partie est expérimentale qui regroupe deux chapitres : chapitre

pour mateériel et méthodes et chapitre pour resultats et discussion, enfin une conclusion.
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Chapitre 01 Vigne et Métabolites Secondaires

1.1. Définition

La vigne est un arbre fruitier appartenant aux Vitaceae qui eux méme appartiennent aux
lianes représentante d’une grande famille. Les lianes sont des plantes vivaces appartenant aux
angiospermes dicotylédones de la famille des Rhamnaceae et Vitaceae. Ce sont des arbustes
grimpants, comme les vignes, dont les tiges sont généralement multipétalées mais parfois
herbacées avec des vrilles sur la face opposée des feuilles. La famille des raisins compte 19
genres et des milliers d'espéces qui ont été trouvées particulierement en Amérique, en Asie, en
Afrigue et en Océanie (Galet., 2000).

I.2.Histrorique

L'histoire de la Vigne accompagne depuis longtemps celle de I'Homme. Les premieres
traces de ceps de vigne, decouvertes dans l'actuelle Géorgie, datent de plus de 7000 ans. A
partir de la Géorgie, la culture de la Vigne se serait répandue dans tous les pays tempeérés
depuis I'Inde jusqu'a I'Occident Européen. Les premiéres fresques représentant des procédés
de vinification ont été retrouvées en Egypte dans des lieux de sépulture datant de 3000 ans
avant JC. La Gréce, en partie grace a ses contacts avec I'Egypte, adopta la culture de la Vigne,
la vinification et le commerce du vin (vers —2000 - avant JC). Les Grecs, au cours de leurs
nombreux voyages, implanterent la Vigne dans tout le bassin mediterranéen et louerent les
bienfaits du vin sous le culte du dieu Dionysos. Quelques siecles plus tard, les Romains
poursuivirent le développement de la viticulture, en honorant Bacchus, dieu de la Vigne et du
vin. L'expansion de I'Empire Romain permit de répandre la culture de la Vigne en Sicile et
dans I'ltalie du Sud, puis dans les régions méditerranéennes d'Espagne et de France, jusqu'a
atteindre les rivages de I'Atlantique. Ce n'est qu'en 600 avant JC que la Vigne apparait en
Gaule celtique, ou les Gaulois améliorent les procédés de vinification. La viticulture s'est
ensuite épanouie sous le régne des Mérovingiens et des Carolingiens qui firent une grande
consommation de vin. C'est entre 'Empire Romain et le Moyenége que naissent en France les
plus »celébres vignobles : le Bordelais au ler siecle, la Bourgogne au 1léeme siecle, le Rhin et
la Moselle au IVeme siécle, la Vallée de la Loire et I'Alsace au 1Xéme siecle. Au Moyen Age,
le vignoble et les vins entrent dans une phase d'essor grace au christianisme. L'ancienne
France monarchique fixe définitivement [I'entretien des vignobles comme culture
traditionnelle. A partir du Xlleme siécle, - la consommation de vin se généralise. Les
vignobles continuent de s'étendre dans toute la France, puis progressivement a la Germanie et
aux pays du Danube. A la fin du XIXeme siécle, la Vigne disparait presque totalement des

vignobles francais et européens. Ce desastre fut causé par l'importation accidentelle, en
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provenance d’Amerique du Nord, d'un minuscule puceron, Phylloxera vastatrix, qui se nourrit
des racines de la Vigne. Finalement, la réimplantation de ces vignobles fut possible grace au
greffage de l'espéce Vitis vinfera sur des porte-greffes américains de I'espece Vitis labrusca

naturellement résistants a l'insecte.
1.3. Taxonomie

La vigne, plante Angiosperme dicotylédone, est une liane de la famille des Vitacees,
ordre des Rhamnales. Elle est originaire des zones septentrionales tempérées d’Amérique,
d’Asie et d’Europe. La famille botanique a une large et trés complexe diversité génétique,
répartie en trois groupes principaux écogéographiques : Occidentalis, Pontica et Orientalis
(Chadefaud et Emberger, 1960 cités par Bordiec, 2010). Selon Galet (2001) elle comprend 19

genres et 62 especes.

Selon Mahboub (2017) la vigne cultivée appartient a la classification suivante (tableau

01)

Tableau 01. Position taxonomique de la vigne (Mahboub., 2017).

Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
sous classe Archichlamydées
ordre Rhamnales
famille Vitacees
genre Vitis
espece Vitis vinifera

1.4. Description Botanique de la vigne

La vigne, comme toute plante, développe un systeme racinaire qui colonise le sol et le
sous-sol tout au long de sa vie et un systéme aérien, formé d’un tronc qui se divise en bras
portant des bois de taille qui peuvent étre longs ou courts. Ces bois appelés sarments portent
des yeux, ou ensembles de bourgeons qui donneront naissance a des rameaux feuillés,

fructiferes ou non (Reynier., 2007).
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Rameau feuillé

&g Grappe

S Rameau fructifére
Sarment
Bras
Tronc

Systéme racinaire

Porte-greffe

Figure 02. Morphologie du cep de vigne (Petit., 2008).

1.4.1 Systeme racinaire de la vigne

Selon Galet (1993), la racine a une forme cylindrique, avec un aspect plus ou moins
sinueux et une couleur d’abord blanchatre, devenant ensuite jaune brune. L’extrémité
terminale comporte un céne obtus appelé la coiffe.

Reynier (2007) avance que les racines d’un plant en pépiniére naissent latéralement sur
la portion de tige utilisée comme bouture, il n’ya pas de pivot mais plusieurs racines
adventives donnant naissance a des racines secondaires se terminant par des radicelles.

Par contre, lorsqu’on dégage avec précaution les racines d’un pied adulte, on constate que
la majorité d’entre elle se déploient latéralement a partir de I’axe de ce pied et qu’un nombre
moindre se développe verticalement. Les racines ont coloniseé préférentiellement les couches
peu profondes du sol comprises entre 20 et 50cm. Leurs trajet est sinueux et leur répartition
n’est pas régulicre. Le développement du systéme racinaire passe par trois phases :

e Phase de colonisation qui correspond a I’expansion des racines depuis la plantation
jusqu’a la rencontre, latéralement et en profondeur, de freins a leur expansion. Elle
dure 7 a 10 ans. Quand la souche devient adulte, des radicelles apparaissent chaque
annee sur la charpente racinaire.

e Phase de vieillissement quand, au bout de plusieurs années, le dépérissement des
radicelles et des racines devient plus important, sous 1’effet d’une réduction de
’activité biologique générale de la souche et des freins au fonctionnement des racines

tel que la compacité des sols.
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Figure 03. Racines de la vigne (KHEBBAB et al., 2021).
1.4.2. Tiger

A T’état spontané, la vigne développe des tiges sarmenteuses qui peuvent s’accrocher,
grace a leurs vrilles, a des supports tres divers, lui permettant ainsi d’étaler son feuillage et de
capter les rayons solaires. Le tronc de la vigne reste gréle le plus souvent, flexible, pouvant
s’¢lever jusqu’a 20 a 30 metres de hauteur. Il n’est pas un fit droit, comme celui des arbres
fruitiers, il est toujours flexueux, recouvert par I’accumulation de vieilles écorces, renouvelées
chaque année, il se ramifie en plusieurs branches ou bras qui portent les tiges de I’année

appelées rameaux tant qu’elles demeurent herbacées et sarments aprés I’aoitement (Galet.,

1993).

1.4.3. Rameaux

Dans les vignes, tout au long du tronc, existe des points particuliers appelés les noeuds. A
partir de ces derniers poussent des petites branches ou les feuilles, des vrilles et des petites
grappes de fleurs sont insérées (Figure 4) (Bouard., 1970).
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Figure 04. Morphologie et anatomie d’un rameau de vigne (Hidalgo., 2008).

1 rameau principal, 2 entre coeur, 1 noeud, 2 entre noeud (mérithalle)

3 bourgeon latent, 4 prompt bourgeon 3 diaphragme, 4 moelle.
1.4.4. Feuilles

Les feuilles de la vigne sont attachées aux branches par le pétiole. Plus commun la feuille
est ronde ou orbiculaire, mais elle peut aussi étre en forme de coeur, en forme réniforme et
cunéiforme. La feuille se compose d'une queue ou d'un pétiole et d'une partie élargie et étalée

appelée lames qui est charrue par veines a ordres différents (Hidalgo., 2010).

Figure 05. Feuilles de la vigne (Khebbab KHEBBAB et al., 2021).
1.4.5. Bourgeons

Les bourgeons sont des branches de feuilles vertes embryonnaires miniatures
essentiellement. Chaque bourgeon est composé d'un petit arbre trés court, équipé d'ébauches

de lame et de méristeme (Figure 6) (Ribereau et al., 1971).

Tous les bourgeons de la vigne sont composés d’écailles externes brunes plus ou moins
fonceés et de riches bourgeons blancs a I'intérieur (Figure 7) (Hidalgo., 2010).

Plusieurs types de bourgeons sont observés sur les branches en croissance:
e Bourgeon supérieur terminal.
e Bourgeons potentiels.
e Le bourgeon de la couronne.

e Les bourgeons du vieux bois.
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1.4.6. Fleurs

Les fleurs sont le lieu de pollinisation et de fertilisation a la fin du printemps Elles sont
trés petites, allant de 2 a 7 mm et I'hermaphrodite se compose de cing parties (Mahboub.,
2017) :

1- Le calice se compose de 5 sépales immatures, fusionnés ensemble. D’habitude le calice est
vert, mais il peut &tre rose ou marron.

2- La corolle se compose de 5 pétales alternant avec des sépales. Les pétales sont soudes, cela
donne a la fleur de la vigne, la forme d'un capuchon.

3- Les fleurs des étamines se composent de 5 étamines opposées aux pétales. Leurs filets sont
longs et portent 1’anthére avec deux cellules.

4- Le disque est composé de 5 nectaires jaunes.

5- Le pistil est composé d'un ovaire et de deux carpelles, chaque carpelle contient 2 oeufs.

Chacune de ces innombrables fleurs produira un raisin (Mahboub., 2017).

1.4.7. Fruit

La fleur fécondée produira de petits pépins de raisin avec des baies, qui pousseront
rapidement. Ils sont formés par la membrane externe, I'épiderme, la pulpe qui remplit presque
tout le grain, les graines et les prolongements de courts pétioles (appelés brosses) a travers

lesquels la séve s'écoule dans tout le grain (Hidalgo., 2010).

Figure 06. Grappe de vigne (KHEBBAB et a.l, 2021).

1.5. Cycles de développement de la vigne

Le processus de developpement de la vigne est intercalé de deux périodes : une période
de végétation active et une période de repos hivernal. Un cycle annuel est 1’accumulation du
cycle végétatif et du cycle reproducteur (Lebon., 2005). La croissance annuelle de la vigne

démarre au printemps apres la germination (Attia., 2007). Afin de permettre a la vegétation
10
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de repartir la deuxieme année, les vignes doivent réaliser 1’étape de stockage du matériel de
réserve dans les tissus des racines, du tronc, des bras et des branches, ce processus est appelé

phénoméne d’aottement circulaire ou bien accumulation de réserves (Galet., 1993).

Floraison Chute de I'apex

Débourrement \Véraison

Pleurs &
S/ ” -/ CROISSANCE X~

Mobilisation ¢
des réserves

Vendange

Chute des feuilles

Figure 07. Représentation graphique du cycle végétatif, reproducteur et d’aotitement de
la vigne (Hidalgo., 2008).

1.5.1. Cycle végétatif

Chague saison, les vignes forment leur végétation herbacée. Cette derniére est composée
de rameux et de la croissance des feuilles, des racines et des tiges : c’est alors le cycle de la
plante, portant les pleurs, avant que les bourgeons de la plante éclatent ou partent a la fois, les
branches et les feuilles. La croissance s’arréte en automne en commengant par la chute des
feuilles ou défeuillaison, cela marque la fin de la vie active. En cette étape, le ralentissement
de la vigne est déclenché, car il n’y a plus de performances extérieures visibles, c’est le repos

hivernal (Gomez., 2007).

1.5.2. Cycle reproducteur

Le développement des organes reproducteur commence dés 1’année précédente. Les
inflorescences dans les bourgeons latents débutent et sont poursuivies avec la différenciation
des fleurs au printemps ; puis la floraison, la nouaison, la croissance et la maturation des baies
de raisin (Reynier., 2007).

11
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1.5.3. Aodtement

Il s’agit du cycle d’accumulation de réserves qui s’accompagne de changements de
morphologie, d’anatomie et de biochimie des branches. Apres le stationnement, au fur et a
mesure que la plante grandit, la structure anatomique des branches change, les tissus vivants
ont des réserves abondantes (en particulier en amidon), il y aura changement de ramification

et de couleur (verte, vire au brun) (Hidalgo.., 2008).

1.6. Vigne en Algérie

Sous le régne des empires phénicien et romain, nous avons trouvé les premiéres traces de
la culture du raisin algérien dans I'Antiquité. En 1830, dans la régence d'Alger, seules de
petites parcelles de vignes étaient disséminées sur tout le territoire, avec une superficie totale
évaluée a environ 2000 hectares (Galet., 2000).

Pendant la période coloniale (1830-1962), la viticulture était pratiquée dans la plupart des
régions d'Algérie et dominait dans I'Ouest (Mostaganem, Oran, Ain Témouchent et Tlemcen).
Les plaines fertiles de la Mitidja et d’Annaba conviennent a toutes les cultures. Ce sont déja
les principaux centres agricoles de I'Algérie (Verriére et Olivier., 1957).

Aprés l'indépendance en 1962, I'Algérie a hérité d'une colonie de vignobles viticoles
d'une superficie de plus de 350000 hectares (maximum en 1936, prés de 400000 hectares),
avec un rendement de 16 a 18 millions ms (Birebent., 2013). Les vignes ont été déracinées a
grande échelle et le rendement a diminué (Tayeb., 1990). Le vignoble algérien est passé a

75000 hectares en 2017, il ne se classe actuellement au 22eme rang mondial (Ovi., 2018).

I1. Metabolite secondaire (M2)

Une des particularités des végétaux est de former de nombreux composés dont le réle au
niveau de la plante n'est pas encore parfaitement élucidé (Merghem., 2009). Le fait que
beaucoup de ces composés ne se rencontrent chez toutes les espéces montre qu'ils n'entrent
pas dans le métabolisme général : ce sont des métabolites secondaires, qui n'exercent aucune
fonction directe aux niveaux des activités fondamentales de I'organisme végétal (croissance,
développement, reproduction...) mais peuvent jouer différents roles pour la survie du végétal

luiméme, réle de défense ou de résistance (Merghem., 2009).

11.1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des petites molécules organiques qui sont produites par
un organisme a un moment particulier de son cycle de vie (souvent a la fin de croissance). La
12
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synthese de ces molécules n’est pas indispensable a la croissance. Ces molécules sont trés
diverses et ont chacune des roles différents. Il est donc difficile de les classifier mais égale-
ment de faire la différence entre le métabolisme dit “primaire” et “secondaire” (Keller N et
al., 2005).

11.2. Fonction

Ou cela ces substances, issues de métabolites primaires, interviennent dans la structure
des plantes mais également ont un rdle écologique, par exemple dans les mécanismes de:

e Défense contre d'autres plantes qui rivalisent pour la lumiére, I'eau et élément
nutritifs (ex; allélopathie).

e Composes du signal attires pollinisateur et les animaux disperser les graines
(disséminateur).

e Signaux pour communication entre plantes et micro-organismes
symbiotique(Rhizobium fixe Nou moisissures du mycorhize).

e Une protection contre les rayons UV ou autres stress physique.

¢ selectionné de fonctions physiologique (Wink., 2010) .

11.3. Classification
Ces métabolismes sont classés en trois grandes classes : -

e Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides,
tanins) et les quinones.

e Les terpenoides et leurs dérivés.

e Les alcaloides (Merghem., 2009).
11.3.1. Les composés phénoliques
11.3.1.1. Polyphénols

Les composés phénoliques constituent la troisieme grande famille de métabolites

secondaires, caractérisés par la présence d’un groupement phénol, composé chimique
constitue d'un cycle aromatique benzénique et d'une fonction hydroxyle. Les composés
phénoliques, présents dans le regne végétal des les Ptéridophytes (premiéres plantes
vasculaires), jouent des roles essentiels pour la survie des végétaux en milieu terrestre en
intervenant notamment dans leur défense contre des stress biotiques et abiotiques et dans leur
reproduction. La distinction des différents groupes de composés phénoliques est fondée sur
leur structure, chaque groupe pouvant contenir de quelques dizaines a plusieurs milliers de

molécules différentes. Les composés phénoliques comprennent notamment les acides

13
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phénoliques, les coumarines, les lignines, les lignanes, les stilbénes et les flavonoides. Ces
derniers ont une importance majeure chez la Vigne, car ils contribuent a la qualité
organoleptique de la baie de raisin et des produits dérives, jus de raisin... . Ainsi, alors que les
acides phénoliques, les coumarines et les lignines ne seront que rapidement abordés, cette
introduction détaillera les composés phenoliques majoritairement accumulés dans la baie de

raisin au cours de son développement, les flavonoides (Jérémy P., 2011).

L = |

Figure 08. Structure du noyau phénol (Achat., 2014).

11.3.1.2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre classés en fonction de la longueur de la chaine

aliphatique liée au noyau benzénique en:

o les dérivés en C6-CL.
e les dérivés en C6-C3 ou phenylpropanoides.
e les composés en C6-C3-C6 sont les plus importants.
Les tanins, composés provenant de la polymérisation de ces dérivés aromatiques feront
I'objet de partie séparée (Merghem., 2009) (Annex 01, figure 01).

% Les phénols simples
Les phénols simples sont décrits comme des composés ayant au moins un groupe
hydroxyle attaché a un cycle aromatique en tant que squelette de base. Dans la classe des
phénols simples on distingue le catéchol, le résorcinol et le phloroglucinol (Daniel., 2006).
Les phénols simples (Catéchol, phloroglucinol) (Annex 01,Figure2) sont plutdt rares
dans la nature a I'exception de I'hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceaes,
Rosaceae), le plus souvent a l'état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son

monométhyléther (Bruneton., 2009).
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+ Les acides phénols
Les acides phénoliques appartiennent a deux groupes, les acides hydroxybenzoiques (formule
de base de type C6-C1) et les acides hydroxycinnamiques (de structure de base (C6-C3) dérive de
celle de 1‘acide cinnamique) (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006) (Figure9).

‘.']', O.H
CO,H
i |
: V---'IZZ:::; R,
Ry J
Acides hydroxybensoigues Acides hydroxycinnamigues
Ri=Rd=H, R2=0CH:, R3=0H Acide vamllxque R1=R3i=f, RI=0H Acde p=coumangue
Ri=HRI=R3=R4=0H Acide galhque R1= R2=0H, R3=H Acide caféique
Ri=0H, R2=R3=R4=H Acxle salicyligue R1=0CH;, R2=0H, R3=H Acide férulique

Figure 09. Structure des acides hydroxybenzoiques et hyroxycinnamiques
(Macheix et al., 2005).

11.3.1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune»» en latin) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux .

Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre (aglycone) ou sous
forme de glycosides. On les trouve, d‘une maniere générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs
et fruits. Les flavonoides se trouvent également dans plusieurs plantes médicinales (Yezza et
Bouchama., 2014).
11.3.1.2.1. Structure

La structure d‘un flavonoide s‘organise toujours autour d‘un squelette 1,3-
diphénylpropane C6-C3-C6. Les deux cycles benzéniques sont nommeés cycle A et cycle B.
Le chainon propyle C3 peut étre complété par une fonction éther formant ainsi un cycle
central, appelé cycle C (Harborne J.B., Williams Ch.A., 2000 )( Annex 01, figure 03)

111.3.1.2.2. Classification

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes, qui sont déterminées par 1‘état

d‘oxydation de 1‘unité de liaison (C), et la position du noyau benzénique (B) (Bruneton, 1993
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; Narayana et al., 2001), tandis que les composés de la méme classe sont déterminés par le
point d‘hydroxylation, ou d‘autre substitution du noyau A ou B (OH, OCH3 et/ou glycosyl)
(Verpoorte et alfermann., 2000 ; Havsteen., 2002).

flavanone R3

flavanonol flavonol AT

Figure 10. Les différentes classes des flavonoides (Gamet-Payrastre., 1999).
11.3.1.3. Tanins

Le mot Tanin est un terme provenant d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins., 2003). Les tanins naturels sont des
molécules polyphénoliques hydrosolubles, de masse moléculaire comprise entre 500 et 300 et,
qui outre les réactions habituelles des phénols, provoquent la précipitation des protéines (ou

autres polymeres) (Merghem., 2009).

11.3.1.3.1. Classification

On distingue 2 classes structurales distinctes qui pouvant étre présentes simultanément
chez les végétaux:
e Tanins hydrolysables : sont abondants chez les dicotylédones et certains arbres en sont

des sources industrielles : tanins de chéne, de chataignier, tanin de Chine ou de Turquie
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extraits respectivement d'un arbuste de genre Rhus ou de Quercus tinctoria (Macheix et
al., 2005) .

Ils sont des hétéro-polyméres dont I'nydrolyse chimique ou enzymatique libere outre la
molécule de glucose, de I'acide gallique (cas de gallotanins) ou ses formes dimériques : acide
m-digallique, acide ellagique (cas des ellagitanins) (Merghem., 2009).

Une forme simple de tanins hydrolysables est le penta-galloyglucose qui est a I'origine de
la plupart des formes complexes, et la castalagine chez le chataignier ou le chéne (Annex 01.
figure 04).

e Tanins condensées (tanins vrais ou tannoides): Résultent de la condensation de
molécules élémentaires de types flavane 3 ol (catéchines) ou flavane 3-4 diols (leuco-
anthocyanidines). Les liaisons formées sont de type carbone-carbone ce qui rend ces
molécules difficilement hydrolysables. Les tanins condensés sont également appelés
proanthocyanidines ; en effet leur oxydation en milieu alcool —acide a chaud entraine la
formation de pigments anthocyaniques tels que cyanidine et delphinidine (Merghem.,
2009).

Figure 11. Structure d'un tanin condensé (Macheix et al., 2005).

11.3.2. Propriétés biologiques des composés phénoliques

“ Propriété antioxydante

Les antioxydants d‘origine alimentaire contribuent vraisemblablement a la défense de
I‘organisme contre le stress oxydant et ses conséquences. A ce titre, les polyphénols,
particulierement abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer
un rble protecteur important (Achat., 2014).

La capacite antiradicalaire de ces métabolites secondaires, plus particulierement les
flavonoides fait sujet de nombreuses études récentes dans le domaine des thérapeutiques
antioxydantes, pour compenser 1‘insuffisance des moyens naturels de protection dans certains

désordres comme le vieillissement cellulaire, le cancer... (Madi., 2010).
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Les flavonoides peuvent empéchés les dommages oxydatifs soit par capture des radicaux
hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Zeghouane., 2014) ; soit par chélation des
métaux (le fer et le cuivre) ; soit 1‘inhibition des enzymes responsables de la génération des
radicaux libres (Van Acker et al., 1996).

Les acides phénols possédant les activités antioxydante et antiradicalaire sont 1‘acide
caféique, 1‘acide gallique et I‘acide chlorogénique (Bossokpi., 2002).

Concernant le pouvoir antioxydant des tanins, cette propriété est tres remarquable due a
leurs noyaux phénols et la présence des groupes di- ou trihydroxyles sur le cycle B et les
groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. Les tanins catéchiques du thé vert : gallate
d‘épicatéchine, gallate d‘épigallocatéchine et 1‘épicatéchine sont des puissants extracteurs des
radicaux libres, ils inhibent les ions Cu+2 qui catalysent 1‘oxydation des lipoprotéines dans les
macrophages in vitro (Zeghouane., 2014).

Les composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes :

e Le piégeage direct des espéces réactives de I'oxygene (ERO).
e L‘inhibition des enzymes génératrices d°ERO.
e La chélation des ions de métaux de transitions, responsables de la production
des ERO.
e L‘induction de la biosynthése d‘enzymes antioxydantes (Achat., 2014).
% Activité antibactérienne

En présence de bactéries, les composés phénoliques sont reconnus par leur toxicité vis-a-
vis de ces organismes. Le mécanisme de toxicité est peut étre li¢ a 1‘inhibition des enzymes,
l‘inactivation des adhésines ou le blocage des protéines de transport et de la paroi cellulaire
(Cowan, 1999). Selon Harikrishna et al. (2004) les flavonoides sont actifs sur les bactéries a
Gram positif et a Gram négatif.

L'activité anti-bactérienne intense (Salmonelles, Bacillus cereus) de gallotanins a été mise
en évidence par Tian et al. (2009). Rauha et al. (2000) rapportent également une activité
antibactérienne envers Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Basillus subtilis,
Micrococcus luteus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa pour la quercitine et la

naringénine.

Parmi les acides phenoliques, I'acide caféique, I'acide gallique et I'acide protocatéchique
ne présentent qu'une légere activité antibactérienne envers Pseudomonas aeruginosa (Rauha
et al., 2000).
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11.3.2. Terpénoides

Les terpénes sont une famille de composés chimiques responsables en partie du caractere
fruité des baies et représentant la plus large classe de métabolites secondaires chez les plantes
(Dudareva et al., 2006).

Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent, on distingue (Annex 01, figure
06) :

e Les monoterpenes (C10), Les sesquitrpénes (C15), Les diterpénes (C20), Les
triterpénes (C30), Les tetraterpenes (C40), Les polyterpenes (C4000) (Merghem.,
2009).

Au niveau de la composition aromatique du fruit, les monoterpenes et les
sesquiterpénes apparaissent comme les plus importants de cette famille avec
approximativement 1000 monoterpénes et plus de 7000 sesquiterpénes possibles (Bohlmann
et al., 1998). Chez la Vigne, environ 70 monoterpenes ont été identifies. Parmi les
monoterpenes dits libres, les composés les plus fréquemment retrouvés sont le citronellol, le
3,6-dimethyl-1,5-octadien-1,7-diol, le linalool, le géraniol, le nérol et I'a-terpineol (Rapp.,
1998; Mateo and Jiménez, 2000). Mais d'autres monoterpenes importants sont présents chez
la Vigne avec notamment les formes éthers (oxyde de rose ou de nérol) et les formes
polyhydroxylées, qui sont des produits de I'oxygénation des monoterpenes libres (Williams et
al., 1980; Luan et al., 2004). En plus des formes libres de monoterpenes, il existe par ailleurs
dans la baie de raisin des formes glycosylées présentes en plus grande quantité que les formes
libres (Williams et al., 1982; Voirin et al., 1990; Dimitriadis and Williams, 1987; Gunata

et al., 1985) et qui constituent des précurseurs d'arémes.

Le caractere aromatique de certains cépages (Gewurztraminer, Muscats) est principalement dd
au mélange terpenique les composant (Ribereau-Gayon et al., 1998). Par leur implication
dans I'ardbme des fruits, les terpenes interviennent dans les processus d'attraction d'insectes
pollinisateurs, mais leur r6le ne semble pas se cantonner a ce processus. En effet, ces
molécules jouent aussi un réle dans la défense de la plante et principalement en réponse a des
stress biotiques (ex : defense contre les herbivores) (Arimura et al., 2004). De maniére
intéressante, il semblerait que les baies ayant été moins exposées au soleil possederaient une

teneur en monoterpénes plus faibles, altérant ainsi leur arome (Reynolds and Wardle., 1997).
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11.3.3. Alcaloides

Les alcaloides constituent un des trois grands groupes de métabolites secondaires. Il en existe
environ 12000 répertoriés a ce jour, toutes espéces confondues (Croteau et al., 2000). Ce
sont des produits d'origine végétale souvent basiques (go(t amer) et plut6t hydrophiles. Les
alcaloides sont des hétérocycles possédant au moins un atome d'azote. Les alcaloides sont
généralement classifiés selon la voie de biosynthese dont ils sont issus. Selon cette
nomenclature, il existe trois principaux types d’alcaloides : les « vrais » alcaloides, les
protoalcaloides et les pseudoalcaloides. Les vrais alcaloides dérivent des acides aminés et
partagent un hétérocyclique contenant un atome d’azote. Les précurseurs de cette famille sont
principalement 1’ornithine, la lysine, la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane et
I’histidine. Les protoalcaloides sont des composés dont l'atome d'azote provenant des acides
aminés n'est pas intégré dans I'hétérocycle. lls dérivent principalement du tryptophane et de la
tyrosine. Les pseudoalcaloides sont quant a eux des molécules dont le squelette carboné ne
dérive pas d'acides aminés mais de précurseurs ou de dérivés d'acides aminés. Ils peuvent
également dériver de précurseurs non reliés aux acides aminés (Aniszewski., 2007). Le r6le
des alcaloides reste obscur. Néanmoins, ils sont habituellement catalogués comme faisant
partie des défenses chimiques constitutives de la plante, bien que plusieurs études aient
indiqué que certains alcaloides pourraient aussi étre impliqués dans des réponses de défense
induites (Croteau et al., 2000).
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Chapitre 02 Quelques activités biologiques

I. Activité anti oxydante

Les antioxydants sont des substances naturellement présentes dans 1’organisme,
capables de protéger d’influences néfastes, notamment des réactions d’oxydation également
appelées stress oxydant. Les antioxydants, qui constituent un systeme de défense in vivo, se
composent de plusieurs lignes de protection (PELI et al., 2003). La principale d’entre elles
consiste a inhiber la formation des radicaux libres et dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS)
isolant les ions métalliques et en détruisant ’anion superoxyde et 1’oxygéne singulier,
réduisant le péroxyde d’hydrogene et les hydroperoxydes dans chaque cellule de 1’organisme

(PELI et al., 2003) .

De nos jours , la propriété anti oxydante a attiré 1’attention de nombreux laboratoires
et chercheurs dans le cadre de la recherche d’ antioxydants naturels utilisés dans les industries
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques d’une part et d’autre part pour valoriser 1’effet
préventif de ces métabolites contre les différentes pathologies liées au stress oxydatif
(Guinebert et al., 2005).

I.1. Stress oxydant

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systéemes
oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Delattre et al., 2005; Morel et al ., 1998). Le terme général de stress oxydatif est

utilisé pour décrire une situation de dommages causés par les radicaux libres (Lecerf., 2009).

Le stress oxydant est une cause majeure de plusieurs maladies, notamment le cancer,
la cataracte, la sclérose latérale amyotrophique, l'insuffisance respiratoire aigué, I'cedéme
pulmonaire et le vieillissement accéléré. C'est également I'une des causes de maladies
multifactorielles telles que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires, localisées dans des tissus et des types cellulaires spécifiques, impliquant

différents types de radicaux et des agents pathogenes specifiques (Favier., 2006).
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ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,

Catalase, GSH,

Vit E/C, °NO

Caroténoides
OXYDANTS

0,%, OH®, '0,, H,0,
°NO, ONOO
HOCL

LOO®, LOOH

Figure 12. Déséquilibre Antioxydant /Oxydant (Meriem et al., 2014).
1.2. Radical libre
1. Définition

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié (Garait., 2006). Les radicaux libres sont trés instables et réagissent rapidement avec

d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir de la stabilité

(Pelli et al., 2003).

La production de radicaux libres peut-étre endogéne. En effet la formation de radicaux libres
dans I’organisme est constante et nécessaire a la vie, mais les excés dépendent des facteurs

extérieurs tels que le stress, la fatigue et les exercices (Saidi., 2019)
2. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres formés dans le corps sont en raison de nombreux facteurs
environnementaux et biologiques. Les facteurs environnementaux comprennent I'exposition
aux rayons ultraviolets (UV), rayons X et rayons gamma, des radiations, le tabagisme, la
pollution, l'ozone, et certains medicaments, produits chimiques ou pesticides.Les ROS
produites biologiquement sont le résultat des réactions métaboliques ou les espéces d'oxygene

sont des intermédiaires donneurs d'électrons/accepteurs (Wang et al., 2011).

La production des RLs est un processus naturel qui peut se produire avec ou sans l'aide
des enzymes La plupart des ROS sont générées dans les cellules par la chaine respiratoire

mitochondriale. Les voies enzymatiques, tels que les systtmes NADPH oxydase, xanthine
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oxydase, cyclooxygénases, lipoxygénases , monooxygénase et cytochrome P450 sont les

potentielles sources extra-mitochondriales des ROS (Al-Gubory et al., 2010).
3. Différents type des radicaux libres
Dans les cellules On peut distinguer les radicaux libres

a. Radicaux primaires (radical)

Tels I'anion superoxyde 20- - et le radical hydroxyle OHe , ou de 'azote tel le monoxyde
d'azote NOe, ils dérivent directement de 1’02 par une réaction de réduction qui jouent un role

particulier en physiologie (Favier., 2003) .
b. Radicaux libres secondaires (non radicalaire)

Tels peroxyde d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) qui générent a la
réaction des radicaux libre primaires sur des composés biochimiques cellulaires (Tableau 02)
(Lacolley et al., 2007) .

NB : (Le symbole ¢ indique la présence d’un électron célibataire )

Tableau 02. Liste de quelques espéces réactives (Omar et al., 2018).

Espéces Réactives d’Oxygene Especes non radicalaires
(radicaux primaires) (radicaux Secondaires)

02° Superoxyde H202 Peroxyde d’hydrogéne
OH° Hydroxyle ROOH Peroxide organique
ROQO° Peroxyle ONOO- Peroxynitrite

RO° Alkoxyle O2NOO- Peroxynitrate

NO° Oxyde nitrique NO2CI Chlorure de nitrile
NOO?° Dioxyde de nitrogéne HNO?2 Acide nitreux

NO3° Nitrate ClO2 Dioxyde de chlore
CO3° Carbone
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1.3. Antioxydants
1.3.1. Définition

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de
petites molécules hydrosolubles ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique
autorise la présence d’antioxydants dans tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient

intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Safa et al., 2020).
1.3.2. Classification des antioxydants

Les mécanismes de défense anti-oxydante du corps humain peuvent étre divisés en deux

catégories différentes ( Pelli et al., 2003):

Les systémes de régulation se composent d’enzymes antioxydantes tels que les
superoxydes dismutases , la catalase et la glutathion peroxydase, et les antioxydants non
enzymatiques tels que la transferrine, 1’albumine, la vitamine C, la vitamine E, le glutathion e
(Baillie et al.,2007).

1.3.2.1. Systemes antioxydants enzymatiques (endogéne)

Les enzymes existent a 1’état endogeéne et permettent de protéger les cellules contre les
radicaux libres produits de maniére physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal
(Jacob et al., 2006).

Parmi les principaux antioxydants enzymatiques, on cite la superoxyde dismutase (SOD),
la catalase (CAT), et la glutathion peroxydase (GPx) (Pelletier et al., 2004).

1.3.2.1.1. Superoxyde dismutase

Comme l'indigue son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accélére la dismutation de
'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD
ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) qui different
selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure

quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al.,2002).
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Superoxyde dismutase

202" -+ 2H+ > H202 —+ 02

selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure

quaternaire et leur localisation cellulaire ( Meriem et al ., 2014).
1.3.2.1.2. La catalase

C’est une enzyme antioxydante commune présente presque dans tous les tissus vivants qui
utilisent I’oxygéne, essenticllement dans les peroxysomes. L'enzyme utilise le fer ou le
manganése comme cofacteur et catalyse la dégradation ou la réduction du peroxyde

d'hydrogéne (H202) en eau et en oxygeéne moléculaire permettant 1’élimination de celui-Ci

(Ighodaro et al., 2017).

Catalase
2 HO-» = 2 HO + O,

1.3.2.1.3. Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme intracellulaire importante qui décompose les

peroxydes d'hydrogéne (H202) en eau ; et les peroxydes lipidiques a leurs alcools
correspondants principalement dans les mitochondries et parfois dans le cytosol .Cette
enzyme joue un réle plus crucial dans I'inhibition du processus de peroxydation lipidique et
protége donc les cellules du stress oxydatif (Safa et al.,2020).

Glutathione peroxydase
H,0, + 2 GSH » 2 H,0 + GSSG

1.3.2.2.Systémes antioxydants non enzymatiques (exogene)

Les systemes antioxydants non enzymatiques sont des nutriments naturellement apportés par

I’alimentation (exogéne) ou par des composés endogénes (Safa et al., 2020).
1.3.2.2.1. Systéme glutathion

Le glutathion, un chélateur hydrophilique direct retrouvé dans pratiguement tous les
compartiments cellulaires, constitue un cofacteur pour la GPx et permet de régénérer les
vitamines C e E dans leur forme active (Ronald et al, 2011)

Le glutathion peut chélater les ions cuivreux et ainsi limiter les réactions de type Fenton. En

tant qu’antioxydant, le glutathion peut donc intervenir par deux types de mécanismes : la
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capture d’especes radicalaires et la participation a I’activité d’enzymes anti-oxydants (Ronald
etal., 2011).

1.3.2.2.2. Acide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma
lors d’efforts physique intenses (Baillie et al., 2007). Il a été proposé comme un des meilleurs
antioxydants du plasma in vivo, ou il pourrait contribuer a 35-60% de la capacité antioxydante
totale (Finaud et al., 2006) (Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxydé en

différents produits, puis est régénere par la vitamine C (Vasconcelos et al., 2007).
1.3.2.2.3. Autres anti-oxydants

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme 1’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants,
comme les ions Fe2+ /Fe3+ ou Cu2+/Cu+ permettant par ce biais de prévenir la production

des radicaux libres par la réaction de Fenton (Martinez., 1995).

D’autres antioxydants sont de nature non enzymatique et doivent étre obtenus a partir de
I’alimentation puisqu’ils ne peuvent étre synthétisés par 1’étre humain, telles que les vitamines
E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant
les radicaux et en neutralisant I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules
stables (Koechlin., 2002)(Pincemail et al., 2002). La vitamine piégeuse devient a son tour
un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systeme. A titre d’exemple, la vitamine E
est régénérée par la vitamine C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases (Meriem
et al., 2014). En ajoutent quelques oligo-éléments (sélénium, cuivre et zinc) qui sont les

cofacteurs de divers enzymes a activité antioxydante (Cillard et al., 2002).
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2) Les molécules plégeuses d'é¢lectrons

| Les vitamines A, E,. C,  bhéta carotéene, Mlavonoides, oligo-@éléments. .. ]

Figure 13. les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Ikram et al., 2017)
1.3.3. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygéne singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transitionon (FAVIER.,
2006).

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogene ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol
.En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par

résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygene moléculaire

(Omar et al., 2018). Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent
I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de
terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des
produits finis non radicalaires (FAVIER, 2006).

D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant
rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent réagir avec un nouvel
acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygéne
singulet pour la transformer en chaleur (Omar et al.,2018).
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1.3.4. Méthodes utilisées pour P’activité antioxydante

L'activité¢ antioxydante définie la capacité d’un organisme de se protéger contre les
radicaux libres, la détermination de l'activité antioxydante et I’'une des méthodes pour évaluer
la qualité biologique et nutritionnelle d’un aliment, nous avons besoin ainsi des méthodes
commaodes pour la quantification rapide et simple de la capacité antioxydante .Les méthodes
les plus utilisées généralement pour déterminer la capacité antioxydante sont divisés en deux
groupes importants: des analyses basées sur une réaction de transfert d'atome d'hydrogene, ou
I'antioxydant et le substrat sont en concurrence pour fixer des radicaux libres tel que I’essai du
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), il est connu comme un radical libre stable, mais est
sensible a la lumiére, a I'oxygeéne, au pH et au type de solvant utilisé ,ce test permet de mettre
en évidence le pouvoir antiradicalaire d’un antioxydant pur ou d’un extrait antioxydante (
Brand- Williams et al., 1995). ABTS (acide 2,2-azobis-3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique),
le radical cationiqgue ABTS* est généré par l'incubation de I'ABTS avec une peroxydase
(methmyoglobine) et du H202 (Miller et al., 1997)

Deuxiément les analyses basées sur une réaction de transfert d'électron, surveillée par un
changement de couleur quand I'oxydant est réduit tel que le la mesure en fluorescence de la
phycoérythrine (dans le dosage ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) , et aussi le
FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma). Il existe de nombreuses fagons d'utiliser les AO,
certaines d'entre elles sont mentionnées dans le tableau suivant selon (Sharma, Bhat ,.2009).
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Tableau 03. les différents tests pour la mesure de la capacité antioxydante globale (Ikram et

al ., 2017) .

ABTS + Décoloration du radical
Total equivalent horseradisch ABTSe-: A=734 nm
antioxydant peroxydase Unité : équivalent
TEAC capacité +peroxyd d’hydrogeéne | Trolox
formation du
radical (ABTSe+)
Changement
Ferric reducing Réduction du Fe (111) d’absorbance a
ability (TPTZ)2 CI3 A=593nm
of plasma Unité : FRAP par
FRAP rapport a une
solution de Fe (I1)
Diminution
2,2- DPPH de I’absorbance
diphénylpicrylhydr A=515nm
DPPH azyl Unité : équivalent
Trolox
2,2-azobis Diminution de la
TRAP Total radical (2-amidinopropane) fluorescence de la
trapping dichlorohydrate B-phycoérythrine
parameter (APPH) (A=495 nm et
radicaux peroxyles A=575 nm). Unité :
de nature hydrophile équivalent Trolox
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I. 3.5. Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthese, les plantes fabriquent des substances anti oxydantes pour se
protéger des effets déléteres des radiations solaires. Par consequent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydases) sont synthétisés .De plus, Ces plantes
élaborent des flavonoides qui préviennent I’oxydation. Ces substances jouent deux réles au
niveau de la plante : celui d’un filtre solaire et celui d’un antioxydant vis a vis des radicaux

libres produits par les radiations (Wolff., 1968 ; Turrens et al., 1985).

Tous ces antioxydants sont directement assimilables par notre organisme quand on
consomme des végétaux ou des produits derivés de ceux-ci. Il existe une forte corrélation
entre la consommation de légumes et de fruits et une moindre incidence des maladies cardio-
vasculaires et les cancers. Les antioxydants végétaux ont des propriétés protectrices en
matiére de vaisseaux sanguins, leurs vertus antivieillissement et leurs (Wolff., 1968; Turrens
etal., 1985).

1.3.6. Utilisation des antioxydant

e Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en
métallurgie pour protéger les métaux de 1’oxydation .

e Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras

e Dans l'industrie teinturerie : pour éviter l'oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture (K. Bouhadjra 2011).
I1. Activité antibactériennes
11.1. Généralités

Le monde bactérien est tres vaste et les bactéries peuplent notre environnement. Elles assurent
a la surface du globe, sur le sol et dans les eaux d'innombrables fonctions; elles exercent des
actions bénéfiques (ex bactéries fertilisantes du sol), mais d'autres peuvent provoquer des

infections chez les plantes, les animaux et également chez I'homme (Zine el abidine., 2011).

I est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage
des antibiotiques. Mais, la consommation a grande échelle de ces « médicaments » a entrainé
la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers de

nouveaux substituts, surtout les végétaux qui ont toujours constitu¢ une source d’inspiration

31



Chapitre 02 Quelques activités biologiques

dans les recherches médicales (Ali-Shtayeh et al., 1998). Les extraits végétaux ont un large

spectre d’activité (Zine el abidine., 2011).

Leur action antibactérienne alargement été démontrée. Il en ressort que les bactéries
Gram — sont moins sensibles que les bactéries Gram + car leur membrane externe contient des
lipopolysaccharides (LPS), qui créent une barriere contre les macromolécules et les composés
hydrophobes (Desunay,.2011) .

11.2. Rappel sur les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes, dont la structure
cellulaire ne comporte pas de noyau. Les bactéries sont ubiquitaires et sont présentes dans
tous les types d’écosystémes mais également dans les étres vivants (Desunay,.2011).elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les
bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria. Les bactéries ont
généralement un diametre inférieur a 1um. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en
batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes) (Nauciel et al., 2005). Les
détails de leur structure ne sont visibles qu’en microscopie électronique (Desunay,.2011). La
tres grande majorité des bactéries sont inoffensives ou bénéfiques pour 1’organisme. Il existe
cependant des especes pathogénes a l'origine de beaucoup de maladies infectieuses (le

choléra, la syphilis, la peste, ’anthrax, la tuberculose) (Desunay,.2011).
11.3. Infections bactériennes

Le monde bactérien, comprend plusieurs milliers d'especes mais, seulement prés d'une
centaine est pathogene pour I'nomme et I'animal. Une bactérie pathogéne est susceptible
d'induire, lorsqu'elle infecte un hoéte, une maladie se traduisant par des signes anormaux, l'un
des plus constants étant la fiévre (Zine el abidine., 2011). Mais il faut distinguer, les
pathogénes authentiques qui déclenchent réguliérement une maladie chez des individus aux
défenses immunitaires normales, des pathogénes dits opportunistes qui, dans la grande
majorité des cas, ne sont a l'origine d'infections que chez des sujets aux défenses immunitaires
altérées (Zine el abidine., 2011).

Les infections bactériennes sont causées par différents micro-organismes de Gram + et
Gram-, et sont la cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues
(Palici., 2016). la pénétration d’une bactérie pathogéne dans un organisme (Marc et al.,
2001).
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Elle peut étre :

e Locale, lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré.

o Générale , lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son
entrée (peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions, il pénetre dans le sang et se
dissémine par celui-ci dans tout 1’organisme (Marc et al., 2001).

e Focale : c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont

apportés par la circulation sanguine (Marc et al., 2001).
11.4. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées
A. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif , de forme non sporulée, de type anaérobie
facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que
sa largeur est de 1,1 a 1,5 um . Les bactéries appartenant a 1’espéce E. coli constituent la
majeure partie de la flore microbienne aérobie du tube digestif de ’homme et de nombreux
animaux. Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez

I’homme ou chez certaines (Mourad., 2011).
B. Staphylococcus aureus

Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique, avec
un diamétre de 0.8 a 1 um . Elles sont regroupés en diplocoques ou en petits amas (grappe de
raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés , habituellement sans capsule. De
nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré représente
est la cause de méningite, ostéomyélite et la diarrhée (Mourad., 2011) . La bactérie se cultive
facilement sur les milieux usuels et aussi sur des milieux riches en Na Cl. Elle doit son nom
d’espéce a I’aspect pigmenté de ses colonies. Elle posséde une coagulase (enzyme provoquant
la coagulation du plasma), ce qui la distingue de la plupart des autres espéces de

staphylocoques, elle peut produire de nombreuses toxine (Nauciel et al., 2005).
C. Pseudomonas aeruginosa

Les espéeces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries fines
sontde 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large .11 peut étre cultivé facilement sur tous les
milieux aérobiose (température de 37°C ou 30°C) (Mourad., 2011) .Elles sont mobiles grace
a une ciliature de type polaire monotriche , ce type de bactéries posséde un aspect de " vol
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moucheron” P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 %
de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3 éme rang apres E. coli et S. aureus,
mais le 1 er rang pour les infections pulmonaires basses et le 3 éme rang pour les infections
urinaires . (Mourad., 2011), il est aussi particulierement résistant aux antibiotiques et méme
aux antiseptiques (Zine el abidine., 2011).
D. Klebsiella Pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est une entéro-bactérie appartenant au genre Klebsiella. Il s’agit d’un
bacille & Gram négatif toujours immobile et trés souvent capsulé poussant sur milieu ordinaire
en atmosphere aéro-anérobie, oxydase négative, fermentant le glucose et le lactose en
produisant du gaz, produisant de 1’indole et une uréase et fermentant 1’acétone (réaction de

Vosges-Proskauer), réduisant les nitrates en nitrites (Bagley., 1978).

11.5. Antibiotiques
11.5.1. Définition

Les antibiotiques antibactériens sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des bactéries sans exercer habituellement d’effets toxiques pour les organismes
supérieurs (Perronne., 1999). Les antibiotiques au sens strict, sont des produits elaborés par
des microorganismes, mais on inclut généralement parmi eux des dérivés semi-synthétiques et

les produits entierement synthétiques (Bergogne et al ., 1995)..

Aux concentrations thérapeutiques, certains antibiotiques ont un effet bactériostatique, d’autre
un effet bactéricide. Pour un antibiotique donné, cet effet ne s’exerce que vis-a-vis de

certaines espéces bactériennes, ce qui définit son spectre d’activité (Page et al., 1999)

Les antibiotiques comptent parmi les découvertes thérapeutiques majeures du vingtiéme siécle
et ont fondamentalement modifié I’évolution de nombreuses maladies, réduisant la mortalité
et la morbidité. D’autre part les antibiotiques font partie des médicaments les plus prescrits en

partie a cause de 1’excellente innocuité de nombre d’entre eux (Perronne., 1999).
11.5.2. Résistance des antibiotiques

La resistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a survivre en
présence de l'antibiotique. Les conditions d’activité d’un antibiotique sont de posséder une
cible spécifique, de demeurer sous forme active, d’accéder a la cible et d’interagir

efficacement avec elle en la désactivant (Diallo., 2013).
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Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a I’expression de la résistance et suivant son

caractére inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance(Diallo., 2013).

La résistance naturelle est programmée sur le génome et constante a I'intérieur du taxon ; elle
constitue un critére d'identification stable d’une espéce. Les résistances acquises sont quant a

elles consécutives a des modifications de I'équipement génétique (Diallo., 2013).
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Notre travail de recherche a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique qui fait
partie de la faculté¢ des sciences de la nature et de la vie de 1‘universit¢ Echahid Hamma
Lakhdar d‘El Oued et l'activité antibactérienne a été réalisée au niveau de laboratoire
EL_Medjed.

La region des oasis
{1z wilays d'El cued)

|

Echantillonnage

}

Matiere vegetale
{les feuilles de Vitis vinifera)

Pour donner une poudre fine

Extrait brut
Anslyse qualitatif Analyse quantitative Les activités biclogiques
{screening phytochimique) Dasage des palyphenals totaux. L'activité antibactérienne

£ -
Dosage des Flavonoides Bt mutinydante

Dosage des tanins condenses

Figure 14. Schéma illustrant la démarche expérimentale suivie dans cette étude.
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I. Matériel
I.1. Zone d’étude
1.1.1. Localisation géographique de la région d’étude

La wilaya d’El-Oued, aussi appelée Souf, est située au sud-est de 1’ Algérie. Elle s’étend sur
une superficie de 44.586,80 kmz2. Sa population est estimée a 925 000 habitants en 2020.
La wilaya d’El Oued est a vocation fortement agro-pastorale (Phoeniciculture,

céréaliculture et oléiculture palmier dattier) (ANIREF., 2020).

e T

Figure 15. Situation géographique de La zone d’étude (ANIREF,2020).
Notre étude a été réalisé plus précisément dans la commune d’ Ourmas de la wilaya d’El
Oued en Algérie.
Ourmas est situé a l'ouest de la wilaya. Elle s’étend sur une superficie de 443 km2. La
population est estimée a 5900 habitants. La commune d'Ourmas est composée de trois
localités : Hadhoudi, Louguiret et Ourmas. (ANIRE., 2020)

Figure 16. Localisation de la commune d'Ourmas dans wilaya d'El Oued (ANIRE., 2020).

1.1.2. Climat de la région

Le climat d'El Oued est subtropical désertique, avec des hivers doux et des étés tres chauds
et ensoleillés. Les précipitations ne dépassent pas 100 millimétres par an et la température
moyenne est de 21.5°C (Dubost D., 2002).
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1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal sur lequel on a travaillé est les feuilles de Vitis vinifera qui ont été
récolté a partir d’un arbre de la région d’ El Oued (la commune d’ Ourmas) en 02 Décembre
2022 (photo 01). Nous avons sélectionné des feuilles vertes, fraiches, saines et exemptes des
maladies. Une fois récoltées les feuilles ont été seéchées et broyées pour étre réduites en

poudre.

Photo 01. Matériel végétal utilisé : feuilles séchées de Vitis vinifera.

La poudre obtenue est conservée dans un récipient en verre et stocké a 1‘abri de la lumiére

et de 1°‘humidité.
Les caractéristiques de la plante étudiée sont présentées dans le tableau 04 :

Tableau 04. Caracteres de la plante étudiée.

Dattier 15 ans Verte Sucré Présents

1.3. Souches bactériennes

Les souches utilisées pour déceler I’activité antibactérienne de 1’ extrait des feuilles de la
plante étudiée font partie de quatre genres des bactéries (Tableau 05). Ces souches obtenues
du Institut de Pasteur en Algérie, et sont conservées dans le réfrigérateur dans des tubes a

visses contenant milieu nutritive jusqu'a l'utilisation.
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Tableau 05. Classification et caractéristiques des souches bactériennes utilisées (Benabid,
2009 ; Sekhri-Arafa, 2011; Stewart et al., 2015 ).

Domaine Bactérie Bactérie Bactérie Bactérie

Embranchement | Proteobacteria Prokaryota Proteobacteria Bacillota

Classe Gammaproteobacteria | Gammaproteobacteria | Gammaproteobacteria | Bacilli

Ordre Enterobacterales Pseudomonales Enterobacterales Caryophanales

Famille Enterobacterieaceae Pseudomonaceas Enterobacterieaceae Staphylococcacea

Genre Escherichia Pseudomonas Klebsiella Staphylococcus

Espece Escherichia coli Pseudomonas Klebsiella pneumoniae | Staphylococcus aureus
aeruginosa

Origine ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 13883 ATCC 25932

Gram - - - +

A\

Photo 02. Les quatre souches bactériennes utilisées.

1.4. Antibiotique témoin

Pour évaluer I’activité antibactérienne on utilise l'antibiotique gentamycine (50 pg/disque)

pour faire le contrdle positif.

La gentamicine (G) est choisie grace a sa disponibilité et son spectre d’action tres

important. .

I.5. Matériels techniques d’étude au laboratoire

A- Produits chimiques et réactifs utilises

v" Trichlorure d‘aluminium (AICI3) 2%.

N N N N NN

Folin-Ciocalteu.
Magnésium

acide gallique.
Vanilline (99.5%).
Diméthyle sulfoxyle (DMSO).
Méthanol.

Eau oxygéné.

41




Chapitre 1

ST T Tk W VR N N N N N N N N N NN

B- Ve

AN NN Y N N N N N N U N N N

Chlorure d‘hydrogéne (HCI).
Carbonate de sodium (7.5%) (Na>CO3).
Chlorure Ferrique 1% et 2% ( FeCls).
Quercétine d’hydrate 97% (CisH1007).
Acide sulfurique (H.SO.)Concentré.
Liqueur de fehling.
Eau distillée.
Reactif de Drajendrof.
Chloroforme (CHCIy).
hydroxyde de sodium (NaOH).
Ethanol.
Hydroxyde d‘ammonium (NH;OH) .
Eau physiologique stérile a 0.9%.
Diphénylpicryl-hydrayl (DPPH).
Acide ascorbique.

rreries et petits matériel
Erlenmeyer.
Entonnoir.
Pipette pasteur
Bécher de 500 ml et 1000 ml.
Tubes a essai
Micropipette 100 pl.
Flacons en verre de 250 ml.
Boites Pétri.
Ecouvillons
Seringue de 5 ml.
Pinces.
Disque de papier wattman.
Spatule.
Anse de platine.
Pied a coulisse.

Stylo et carnet.
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C- Appareillages
v’ Spectrophotometre (UV-1240 SHIMADZU).
Evaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI Heating bath R-210).
Micropipette adjustable.
Etuve (Mommert, Beschickung-Loadig Model 100-800).
Balance analytique (Shangai Sunrise Instrument precision 0.1 mg).
Autoclave de type Pbinternational.
Bec benzéne.
Appareil photo du téléphone (SAMSUNG).

DN N N N NN

1.6. Milieu de culture

¢ milieu de culture type hinton
On utilise gélose Mueller Hinton (photo 03) pour I’étude de la sensibilité des souches

bactériennes aux différents concentrations d’extraits hydro-méthanoliques.

Photo 03. Milieu de culture (gélose Mueller Hinton).
% Milieu gélose nutritive (GN)
I. Méthode

11.1. Récolte, séchage et broyage

A.Récolte
Les feuilles de Vitis vinifera ont été recueillie en 02 /12/2022 dans la région d’Ourmas de la
wilaya d’El-Oued.
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B. Séchage

Le séchage est considéré comme [’opération unitaire qui consiste a ¢liminer par
évaporation I’eau d’un corps humide. Cette opération est endothermique et nécessite 1’apport

d’énergie thermique (A. Belghit et al., 2000).

L*étape de séchage de la plante récoltée permet de sa conservation a une température

ordinaire sur de longues durées d’utilisation.

Les plantes récoltées sont bien étalées sur une surface, seche, propre et renouvelée
périodiquement, elles sont séchées naturellement a température ambiante et a l‘abri de la

lumiére durant 2 semaines (OMS., 2003).

C. Broyage
Les feuilles sont broyées a 1‘aide d“un broyeur électrique jusqu‘a 1‘obtention d‘une poudre
fine. La poudre obtenue est conservée dans un récipient en verre et stocké a l‘abri de la

lumiére et de [‘humidité.

Séchage —_— Broyage —_— Poudre

Figure 17. .Différentes étapes d‘obtention de la poudre des feuilles de Vitis vinifera.

11.2. Extraction des composés phénoliques
I1.2.1. Préparation de I’extrait

L'extraction végétale est un procédé visant a extraire certains constituants présents dans les
plantes. C'est une opération de séparation solide/liquide : un corps solide (le végétal) est mis
en contact d'un fluide (le solvant). Les composés d'intéréts végétaux sont alors solubilisés et

contenus dans le solvant (Maricela et al., 2001).
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La maceration est la methode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel vegétal avec le solvant sans ou avec agitation, L'opération
bien que généralement longue mais elle présente un rendement souvent médiocre (Leybros
etFremeaux., 1990).

La préparation des extraites hydro-méthanoliques a été effectuée par une macération
pendant 24 heures de la poudre de la plante dans 100 ml de méthanol/ eau (70/30), Cette
macération se fait en trois temps, c'est-a-dire pendant trois jours successifs avec changement
du solvant chaque 24h a la température ambiante et a 1‘abri de la lumiére, Ensuite le mélange
est filtré sur papier Wattman. Ensuite, la filtration est réalisée sur papier filtre et le solvant a
été récupéreé du filtrat par évaporation dans un Rotavapeur a une température de 50°C. (Talbi
etal., 2015)

La solution obtenue est séchée dans 1‘étuve (45°C) pendant 24H pour obtenir une poudre

ou patte qui est conservée au 4°C jusqu‘a son utilisation (Khosravi et al., 2013).
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Preparation de solvant Maceration Filtration
hydro-methanolique

»

Reépetition ces frois etapes pendant trois jours successifs

¥

Collection des extraits hydro-methanoliques des trois jours

\

L’extrait hydro-methanoligque

Figure 18. Schéma représentative des étapes d‘extraction des composés phénoliques.

11.2.2. Rendement d’extraction

Le rendement est calculé par le rapport de la masse de 1’extrait brut sur la masse de la
matiere végétale seche, selon la formule suivante :
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R : est le rendement en %.
P1 : Poids de I‘extrait brut (mg).
P2 : Poids de matiére végétale seche (mg) (Falleh et al., 2008).

11.3. Analyse qualitative de I’extrait (screening phytochimique)

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence

des groupes de familles chimiques présentes dans un échantillon donné. Les tests

phytochimiques ont pour objectif de rechercher les substances bioactives (métabolites

primaires ou secondaires) synthétisées par cette plante. Ils sont effectués soit sur la poudre,

soit sur I’infusé a 5 %, ou bien sur le jus ( Wong et al., 2006 ; Raaman et al., 2006).

Les métabolites sont révelés par les tests suivants :

Test de polyphénols :

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) permis de caractériser les polyphénols. A 1
ml de chaque extrait, nous avons ajouté une goutte de solution alcoolique de chlorure
ferrique & 2%. L'apparition d'une coloration bleu-noirdtre ou verte plus ou moins
foncés fut le signe de la présence de polyphénols (Koffi et al., 2009)

Test de Tanins :

A 0.5 mL d’extraits, on ajoute quelques gouttes de FeCl; (1% préparé au
méthanol). Aprés I’agitation de 1’extrait, la présence des tanins est indiquée par une
coloration brun verdatre (tanins catéchiques) ou bleu-noiratre (tanins gallique)
(Karumi et al., 2004)

Test de Flavonoides :

A 1 mL d’extraits, on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré
(HCI), puis quelques copeaux de tournures de magnésium. La présence des
flavonoides est indiquée par une coloration rouge, orange ou rose aprés 3 minutes
(Karumi et al., 2004).

Test de Alcaloides :
I ml d’extrait végétal est additionné d’une goutte de HCl concentré puis on ajoute
deux gouttes de réactif de Drajendrof. L’ apparition d’un précipité ou d’une coloration

orange, rouge ou blanc indique la présence des alcaloides (Bagre et ai., 2007).
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e Test de Terpénoides (Test de Slakowski) :
A 2 mL d’extraits, on ajoute 0,4 mL de chloroforme et 0,6 mL d’acide sulfurique
(H2S04). Le test positif est indiqué par 1’apparition de deux phases et une couleur

marronne a I’interphase (Khan et al., 2011).

e Test de saponosides :

La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d‘eau a 2 ml de
1‘extrait, puis la solution est fortement agitée. Ensuite, le mélange est laissé pendant
20 minutes et la teneur en saponosides est évaluée :

e Pas de mousse = test négatif.

e Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif.

e Mousse de 1-2 cm = test positif.

e Mousse plus de 2 cm = test tres positif (Kanoun., 2011).
e Test de composés réducteurs :

A 1 mL d’extrait brut , on ajoute 1 mL de réactif de Fehling, puis le tube est incubé
au bain marie pendant 2 & 3 minutes. Un test positif est obtenu par la présence d’un
précipité rouge brique ( Békro et al.,2007).

e Test des Anthocyanes :

A 1 ml d‘extrait on ajoute 1 ml d‘acide sulfurique (H,SO.) puis 1 ml d‘hydroxyde
d‘ammonium (NH:OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en
milieu basique témoigne de la présence d‘anthocyanes (Mibindzou Mouellet., 2004).

e Test des quinones :

A 1 mL d’extraits, on ajoute 0,1 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH, 1%). Le virage
de la couleur au rouge ou bleu vert indique la présence des quinones libres (Oloyede,
2005).

11.4. Analyse quantitatives
11.4.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

e Principe
Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin Ciocalteu (Wong et al.
2006). Le réactif est constitué par un mélange d‘acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d‘acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit, lors de
1‘oxydation des phénols, en un mélange d‘oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne

(Ribéreau-Gayon., 1968). Cette coloration bleue dont I‘intensité est proportionnelle
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aux taux de composés phenoliques présents dans le milieu donne un maximum

d‘absorption environs 750-765 nm.(Bonnaillie et al., 2012).

Mode opératoire

Le test consiste a mettre 200 ul de 1’extrait dans un tube a essais, additionné a un
mélange de 1 ml de Folin ciocalteu 10 fois dilu¢ par I’eau distillé et 0,8 ml de
carbonate de sodium (Na>COs) a 7,5%. Le tube est agité et conservé durant 30 minutes
a la température ambiante a 1‘abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 760 nm.

Une courbe d’étalonnage a différentes concentrations d’acide gallique a été
préparée (0.01-0.11 mg/ml), dans les mémes conditions de dosage de solution.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1°équation de
régression de la gamme d‘étalonnage établie avec 1‘acide gallique. Elle est exprimée

en d‘équivalent d‘acide gallique par milligramme de matiere seche (ug EAG/m
Hg deq gallique p g g g

MS ) (Hogan et al., 2009).

11.4.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la
formation d’un complexe coloré trés stable, entre le chlorure d’aluminium (AICI3) et
les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium).
L‘intensité de la coloration est proportionnelle aux taux des flavonoides présents dans

le milieu (L.Lagnik., 2005). La quercétine est utilisée comme un standard (Figure 19).

OH

OH

HO 0
X

= = OH

OH O

Figure 19. Structure de la quercétine (Nabti et Belhattab., 2016).
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Mode opératoire

La teneur d‘extrait en flavonoides a été déterminée par la méthode de chlorure
d‘aluminium décrite dans Bahorun et al., 1996, avec modification légére, Mettre 1ml
d‘extrait dans un tube a essai; Ajouter 1 ml d‘une solution méthanolique de chlorure
d‘aluminium 2%, Aprés 30 minutes de réaction, 1‘absorbance est lue a 430 nm (Nabti
et Belhattab., 2016). La courbe d'étalonnage a été réalisée par la quercétine a
différentes concentrations (0.01-0.05 mg/ml), dans les mémes conditions de dosage.
La concentration des flavonoides est déduite a partir d‘une gamme d‘étalonnage
établie avec la quercétine et est exprimée en microgramme d‘équivalent de quercétine

par milligramme de matiére séche (ug EQ/mg MS) (Meziti., 2009).

11.4.3. Dosage des tanins condensés (TC)

Principe

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, cela s’explique par la propriété des tanins a se
transformer en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline (B. et
al., 1998).

Mode opératoire

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline en milieu
acide.

Pour quantifier les tannins condensés, il faut utilisée une courbe standard. La courbe
standard de l'acide gallique. La courbe d‘étalonnage a été obtenue par des solutions
d‘acide gallique de concentration varie entre 0.2 jusqu‘a 0.8 mg/ml. 0.5 ml de solution
a été introduit a 1‘aide d‘une micropipette dans des tubes a essai en verres, et ont été
ajoutés 3 ml de la solution vanilline/méthanol (4%, v/v), puis mélangé a 1‘aide d‘un
vortex. Ensuite, 1.5 ml de HCI a été additionnés. Le mélange obtenu a été laissé réagir
a la température ambiante pendant 30 min. L absorbance a été mesuré a 500 nm contre
un blanc a 1‘aide d‘un spectrophotométre UV-Vis (Mahmoudi et al., 2013). La
concentration des tanins est déduite a partir d‘'une gamme d‘étalonnage établie avec
l'acide gallique et est exprimée en microgramme d‘équivalent d‘acide gallique par

milligramme de matiére séche (ug EAG/mg MS) (Meziti, 2009).
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I1.5. Activités biologiques
11.5.1. Activité antibactérienne

La technique que nous avons utilisée pour évaluer ’activité antibactérienne de 1’extrait
des feuilles est I’antibiogramme. Ce dernier est une méthode de diffusion en milieu gélosé
standardisée par NCCLS (National Comite for Clinical Laboratory Standards) cité par
Celiktas et al., 2007). Elle permet de déterminer I’activité inhibitrice de la croissance des
agents bactériens par la mesure du diamétre d’inhibition autour du disque imprégné de notre
extrait. Toutes les souches utilisées sont obtenues du I’Institut de Pasteur en Algérie

A. Conservation des souches

Les souches bactériennes qui font 1’objet de notre étude sont conservés dans des tubes

contenant de la gélose nutritive & 4 °C pendant 2 jours.

B. Revivification des souches bactériennes

La revivification des souches microbiennes a pour objectif 1’obtention d’une culture

pure et jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries (quatre cadrans). Les souches
sont alors revivifiées a partir des tubes de conservation sur milieu GN. Les cultures sont
incubées a I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

C. Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir de papier Wattman de 6 mm de diametre. Pour donner
une zone d’inhibition facile a mesurer. Aprés la préparation, les disques sont introduits
dans un flacon en verre et placés dans 1’autoclave pendant 30 minutes a 120 °C.

D. Préparation de milieu de culture

La gélose Mueller Hinton est un milieu solide standardisé recommandé pour 1’étude de

la sensibilité des bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion.

En dissolvant le poudre de gélose Mueller Hinton dans I'eau (38 grammes dans 1000 ml
d'eau distillée) dans un bécher placé sur un agitateur plaque chauffante. Le milieu est
bouilli pendant quelques secondes jusqu'a dissolution compléte des ingrédients. Il est
stérilisé par autoclavage a une pression de 15 Ib (121°C) pendant 15 minutes.

Refroidir a 47°C, bien mélanger avant de verser dans des boites de Pétri stériles sur une
épaisseur de 4 mm (EUCAST., 2021).
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Photo 04. Boite de pétrie contenant gélose Muller Hinton.

E. Préparation des dilutions des extraits

Différentes concentrations d’extrait hydrométhanolique de Vitis vinifera ont été
préparé par DMSO.

Les concentrations sont: 1 mg/ml,0.75 mg/ml, 0.5 mg/ml et 0.25 mg/ml (Meddour
etal., 2013).

F. Inoculum

Racler a I’aide de 1’anse de platine quelques colonies bien isolées etvidentiques puis
le décharger dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %, bien homogénéiser la suspension
bactérienne (DJELLOUL DAOUADJI, 2010).

G. Repiquage des souches bactériennes et mesure du diametre d’inhibition
L’ensemencement des souches sur milieu gélosé est fait par écouvillonnage en stries
serrées. Ensuite, des disques en papier Wattman de 6 mm de diameétre renfermant 10 pl
d'extrait ont été déposés a la surface des milieux de culture. L’incubation a été faite a 37 °C
pendant 24 heures. L'activité antibactérienne des I’extrait est déterminée en mesurant le
diamétre de la zone d’inhibition. A titre comparatif, UN antibiogramme réalisé¢ avec des
disques contenants des antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été
utilisés. Trois répétitions sont réalisées pour chaque souche microbienne.
H. Application des disques d’antibiogramme
En effet de chaque dilution on préléve 10 ul et on la mit dans les disques, les disques
doivent étre espacés de 24 mm. La boite de controle, réalisée pour I’expérience, est
une boite ensemencée contenu deux disques, I'un de contréle positif Gentamycine 50
ul et l'autre de controle négatif DMSO. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre
déplacé (Rahal., 2011).
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I. Incubation et lecture

Apres incubation 18-24 heures a 37°C dans 1'étuve, La lecture de I’activité
antibactérienne est déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition a 1’aide
d’un pied a coulisse de type Holex (BOUDJOUREF., 2011).

Bactéries en milieu de conservation

4

Revivification

4

E

Gélose nutritive

Incubation a 37C°, 18 & 24h

Préparation de I'inoculum

L Mis en suspension dans I'eau physlologique
%
Colonie bactérienne l Suspension bactérienne

Ensemencement de la suspension microbienne a I'aide d'un riteau

Miler Hinton

4

Homogénsisation

Depdt des disque imprégnes par 10 pl & extrait végétal

"—:%

Incubation & 37C° pendant 24h | bactéries)

4

Mesure des diamétres des zones d'inhibition

Figure 20. Protocole d’évaluation de ’activité antibactérienne de 1’extrait végétal (Salhi
et Soltane., 2018).

11.5.2. Activité antioxydante

Les antioxydants naturels sont ; pour la plupart ; des composés phénoliques qui possedent
au moins un noyau aromatique, contenant un ou plusieurs substituants, en effet cette propriété

antioxydante est en relation directe avec la structure de ces molécules (Cosio et al., 2006).
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Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer 1’activité antioxydante in vitro.
Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’un composé comme étant un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesure d’une
molécule a piéger les composés radicalaires (Javanmardi., 2003).

La méthode DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité (Sanche-Moreno., 2002).

+ Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazil)
e Principe

L’activité antiradicalaire a été évaluée en utilisant le DPPH, qui fait ’'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité (BRAND-WILLIAM et al.,
1995).

Le DPPH (2.2-diphényl-I-picryl-hydrazyl) est un radical libre stable a température ordinaire
possede un électron non apparié sur un atome de pont d’azote et présente une couleur rose-
violacée bien caractéristique. Cette délocalisation empéche la polymérisation, qui reste sous
forme monomeére relativement stable.

Dans le test du DPPH, les antioxydants réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrayl)
ayant une couleur violette en un composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont I'intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donner des protons (Sanchez Moreno., 2002). (Fig ).

03 K
HONO, t | ANOXYQant = OH | e “'N‘O”oz t M'* 0
——/ H —

NO, N0,

DPPH DPPHH
(violet) (jaune)

Figure 21. Réaction du test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Liang et Kitts., 2014).

e Mode opératoire
L’activité antioxydante de I’extrait est mesurée par la méthode décrite par BRAND-
WILLIAM et al (1995).L’évaluation de I’activité antioxydante est réalisée comme suit : Un

volume de 1 ml de la solution de DPPH (0.ImM) est mélangé avec 0.5 ml d’extrait des
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feuilles ou des antioxydants standards (acide ascorbique). Aprés 30 minute d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance est lue a 517 nm. Contre un témoin
composé de 1 ml de la solution de DPPH et de 0.5 ml de méthanol.
e Expression des résultats
Le résultat exprimé en IC 50 qui est calculé a partir de courbe de la variation du
pourcentage d’inhibition % ( I %) en fonction de la concentration de I’extrait. Il faut rappeler
plus que la valeur de IC50 est petite plus que I’activité de 1’extrait est grande (Popovici.,
2009).
La préparation de I’échantillon et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
opératoires. La décroissance de I’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le

pourcentage d’inhibition est calculé suivant la formule ci-dessous :

Inhibition (%) = [(Ac - Ae)/ Ac] x100 J

Avec :
e Ac: absorbance du control (ne contenant aucun antioxydant).
e Ae: absorbance mesuré de I’extrait.

L’activité antiradicalaire exprimée en IC50 (mg/ml), la dose antiradicalaire nécessaire pour
provoqué 50 % d’inhibition.

En faisant varier la concentration de I’extrait et en calculant pour chaque concentration le
%IC correspondant, nous avons établi une régression linéaire entre les différentes
concentrations et les %IC .

A partir de cette régression, nous avons déduit la valeur d’ IC50 correspondante.

Le IC50 de I’extrait est comparé avec celle de 1’acide ascorbique qui est considéré comme
un antioxydant standard.

11.6. L’analyse Statistiques

Dans cette étude nous avons utilisé le test statistique par le logiciel EXCEL. Toutes les
expériences ont été faites en triple, les résultats sont donnés sous forme de moyennes avec son

écart-types.
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I11.1. Rendement d’extraction des composés phénoliques

L'extraction ont été effectuée a partir des parties aériennes (feuilles) de Vitis vinifera,
l‘extrait brut s‘est présenté par des ensembles des caractéristiques qui sont résumées dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 06. Les caracteres organoleptiques de nos extraits.

-Pateux -Vert Foncé -L’odeur des feuilles
-Collant
-Cristallin

Photo 05. L’aspect de I’extrait brut des feuilles de la plante étudiée.

Le rendement est calculé par rapport au poids de la matiére séche du Vitis vinifera.

o Rms(PURXNO

P1 : Poids de I‘extrait brut (mg)

P2 : : Poids de matiére végétale seche(mg)

Le rendement de I’extrait obtenu a partir de la plante est égal 17.17 % .
L’extraction est une technique sélective repose sur la solubilité des especes a extraire dans un
solvant donné. Les composés d’intéréts végétaux sont alors solubilisés et contenus dans le
solvant. Sont des composés organiques contenant au moins un groupe hydroxyle lié a un
atome de carbone saturé

Notre résultat est plus élevé que le résultat obtenu par Sushma Devi et Randhir Singh,
2017 qu’est égal 9.2%. Salhi et Soltane (2018) ont travaillé sur la méme variété que nous (
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Dattier d’origine Touggourt) et ont trouvé un rendement de 22.75%. Par comparaison, leur
rendement est plus important que le rendement obtenu dans notre étude.

A partir de ces comparaisons, les extraits hydro-méthanolique des feuilles de Vitis vinifera
se differ d* une plante a 1‘autre méme s'ils sont du méme variéte.

Les variations des rendements d'extraction peuvent étre due a différentes facteurs. Ces
facteurs sont conclus dans les points suivants :

e Facteurs liés a la méthode d’extraction (Perva-Uzunalic et al., 2006).
e Facteurs liés a la plante ( age de la plante) (Liu et al., 2015).
e Facteurs liés a I’environnement (la nature de sol, condition climatique) (Liu et al.,
2015).
I11.2. Analyse qualitative de I’extrait (screening phytochimique)

Les tests phytochimiques consistent a un but de mise en évidence les différentes familles de
composés existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces
réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs
spécifiques. Les résultats de ce criblage phytochimique sont reportés dans le Tableau 07. Il
révéle la présence ou I’absence d’un groupe de métabolites.

Tableau 07 : Résultats des tests phytochimiques de 1’extrait de la plante étudiée.

Métabolites Observation Resultat
Polyphénols Apparition d'une couleur A e
verte
Flavonoides Apparition d'une couleur +++
rose
Tanins cathéchiques Apparition d'une couleur A e
brun-verdatre
Tanins galliques Pas de couleur bleu noiréatre -
Alcaloides Apparition d'une couleur A e
rouge
Terpénoides Pas d’apparition d’un -

interphase marron entre
deux phases

Saponosides Pas de formation d’une -
mousse
Composéss réducteurs Formation d’un précipité ++
rouge brigue
Anthocyanes Pas de couleur rouge en -

milieu acide ni virage au
bleu en milieu basique

Quinones Apparition d’une couleur ++
rouge
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+++ fortement positif (riche)

++ positif (présent en moyenne quantité)
+faiblement positif (traces)

-négatif (absent)

Les tests phytochimiques nous ont permis de mettre en évidence les différents métabolites
secondaires présents dans 1’extrait des feuilles de Vitis vinifera étudiées par des ensembles des
réactions .

Dtapres les résultats obtenus, nous avons notés que 1’extrait hydro-méthanolique en
générale est riche en métabolites secondaires dotées de plusieurs activités biologiques,
représentés principalement par des polyphénols, des flavonoides, des tanins catéchiques, des
alcaloides et en métabolites primaires représentés par des composes réducteurs.

Les quinones est présent en moyen quantité dans 1’extrait de la plante étudice.

Il est a signaler une absence totale des tanins galliques, des terpénoides, des saponosides et
des anthocyanes.

La richesse des feuilles en métabolites secondaires est expliquée par leur production
importante par la plante en réponse au stress environnemental (déficience en éléments
nutritifs, sécheresse, surchauffage et l'intensité lumineuse) donc les plantes qui vivent dans
des zones arides produisent plusieurs types de métabolites secondaires afin de se défendre et
pouvoir subsister aux contraintes imposées par le climat et le milieu (MOHAMMEDI.,
2013). C’est le cas de notre plante qui vive dans une région aride et chaude (El Oued).

En plus, les métabolite secondaires conferent la saveur, la couleur, une mécanisme de
défense aux agressions provoquant des maladies chez les végétaux et d'autres caractéristiques
a la plante (RIRA., 2006).

En effet les flavonoides jouent un r6le dans la coloration des végétaux
(RIBEREAUGAYON et REYNAUD., 1968), Aussi ils possédent des réles trés importants
dans les plantes, dont elles protégent les plantes contre le stress hydrique, les bactéries, les
virus et les moisissures et génére une tolérance des plantes aux métaux lourds présente dans
les sols. En outre, ils sont des antioxydants par leur action anti radiculaire (MAKHLOUFI.,
2010)

En paralléle, les tanins donnent un goGt amer aux feuilles et les rendent impropres a la

consommation pour les insectes (EBERHARD et al., 2005).
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Les résultats de la présente étude sont en accord avec ceux trouvés par Bouderhem et
Logab (2020) ayant travaillé sur 1’étude phytochimique de la vigne cultivée dans les oasis. En
effet, ces auteurs signalent la présence des polyphénols, , flavonoides, tannins catéchiques
saponosides, alcaloides, composés réducteurs, anthocyanes et quinones et 1’absence des
tannins galliques, terpénoides et saponosides. Tandis que pour des anthocyanes , nos résultats
sont contre cela, ou ils montrent leur absence.

Cette grande compatibilité est due au fait que les deux plantes partagent la méme origine
(oasis) donc les caractéristiques climatiques et envirommentales sont proches.

On explique la différence par des autres facteurs qui influent sur les métabolites secondaires
qualitativement et quantitativement tel que le stade de développement, le sol, la culture de la
vigne et le traitement auquel est soumise (SAWA et al., 1999).

111.3. Analyse quantitative
111.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. La coloration bleue obtenue varie en fonction de la concentration de 1‘extrait de la
plante en composé phénolique. L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans
cette méthode. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage qui
présente une linéarité de 1’absorbance (nm) en fonction des concentrations (mg/ml) (figure

22), ayant I’équation :

y = 13.645x - 0.0664 avec R2=0.9726
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Figure 22. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des PPT.
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A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des PPT de I’extrait hydro-
méthanolique de Vitis vinifera par macération est de 1’ordre de 56.574+0.17 ug EAG/mg MS.

Les résultats de dosage de PPT montrent que 1‘extrait hydro-méthanoliques est riche en
polyphénols , Les résultats obtenus sont moins importants a ceux trouvés par Yu, Lim et al
(2014) qui ont déterminé la teneur en polyphénols des feuilles de Vitis labruscana Bailey

avec teneur moyenne 328.5+1.0 mg Eq en acide gallique /g MS.
111.3.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium.
La quercétine est le référence employé dans cette méthode. Les résultats obtenus sont
représentés dans une courbe d’étalonnage qui présente une linéarité de 1’absorbance (nm) en
fonction des concentrations (mg/ml) (figure 23), ayant 1’équation :

y = 27.25x + 0.0649 avec R2?=0.9994

16

y =27.25x+0.0649

1.4
R?=0.9994

1.2

1
0.8
0.6

0.4

absorbance a 430 nm

0.2

0
0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06

concentration de la quercetine en mg/ml

Figure 23. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des FVT.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des FVT de I’extrait hydro-
méthanolique de Vitis vinifera par macération est de 1’ordre de 10.10+1.16 pgEQ/mg MS.
Bouderhem et Logab ont trouvé des valeurs de teneurs en FVT plus importantes que la
valeur trouvée par nous. Elles ont étudiés trois varietes différentes dont les teneurs en FVT
comprisent entre 16.63 ngeQ/mgMS et 22.84 ngeQ/mgMSs.

111.3.3. Dosage des tanins condensés (TC)

Le dosage des tanins totaux a été réalisé selon la méthode de la vanilline en milieu acide.
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Le teneur en tanin correspondant a été calculé a partir de la courbe d‘étalonnage (figure 24),
¢tablie a 1°aide de différentes concentrations de 1°acide gallique, cette courbe qui présente une

linéarité de I’absorbance (nm) en fonction des concentrations (mg/ml), ayant I’équation :

Y=6.0109x + 0.0036 avec R?=0.9995

0.7

y=6.0109x + 0.0036

0-6 R? = 0.9995
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Figure 24. Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des tanins condensés(TC).

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des tanins condensés de 1’extrait
hydro-méthanolique de Vitis vinifera par macération est de 1’ordre de 53.41+ 1.95
pgEAG/mgMS

La teneur en TC de I’extrait testé est plus importante a celle qui est obtenu par Bouderhem
et Logab., 2018 Ces auteurs ont étudient 1’extrait des feuilles de Vitis vinifera de trois
variétés différentes (dattier, gardinel et sabelle). Les résultats de dosage des TC étaient
successivement 18 +1.48 pgEAG/mgMS, 22.25+ 0.91 pgEAG/mgMS et 27.7+1.20
HgEAG/mgMS.

L’analyse quantitative confirme les résultats préalablement obtenu par les tests
phytochimique (tableau 07) en ce qui concerne les polyphénols, les flavonoides et les tanins.

A partir des résultats obtenus, on peut conclure que I’extrait étudié de la plante vitis
vinifera est considérablement riche en métabolites secondaires. On parle plus précisément des
polyphénols, flavonoides et les tanins mais il faut déclarer que I’importance en quantité d’un
composé dose ne veut dire que les autres composés sont présent en quantité importante aussi .

A partir de ces comparaison, on trouve que la composition quantitative d’un extrait est
différente d’une plante a une autre grace a des ensembles des facteurs illustrés dans les points

suivants :
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o Lee et Lee (2003), signalent que la méthode d’extraction affecte les capacités d’un
extrait qui sont liés & leur composition chimique.

e Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a
une autre et d’un organe a un autre, cela peut étre di a facteurs climatiques,
patrimoine genétique, le degré de maturation, la période de sa récolte, la durée de
stockage et la méthode de quantification des composés d’intérét biologique (Aganga.,
2001 ; Fiorucci., 2006).

les polyphénols trouvent depuis une dizaine d'année une valeur importante dans les
domaines nutritionnistes, industriels et agroalimentaire. 1ls sont aussi impliqués dans la
prévention des diverses pathologies associées au stress oxydant, telles que le cancer, les
maladies cardio-vasculaires, 1’ostéoporose ou les maladies inflammatoires (Rock., 2003).

Les flavonoides jouent également un role de phytoalexines, c’est -a-dire des métabolites
que la plante synthétisent en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des
champignons ou par des bactéries (Marfak., 2003). Ces métabolites conférent a la vigne des
vertus médicinales : antioxydantes (Iserin., 2001) et antimicrobiens (Cushnie et al., 2005).
L'activité anti-oxydante est observée pour I'épicatéchine, procyanidine B2, procyanidine B4
(Li et Jiang., 2007).

Les tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a - vis des microorganismes (Cowan
M.M., 1999). Des importants travaux ont mis en évidence certaines propriétés biologiques
des tanins. Parmi ces activités 1’effet antioxydant (Plumb et al., 1998).

I11.4. Activité biologique
111.4.1. Activiteé antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1’extrait hydrométhanolique de Vitis vinifera est testée vis-a-
vis de quatre souches bactériennes via la méthode de diffusion sur disque. Les résultats du test
d’activité antibactérienne de 1’extrait (antibiogrammes) sont regroupés dans les tableaux (08,
09, 10 et 11), les figures (25, 26, 27 et 28) et I’annexe (05).

La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration des extraits
(Dordevic et al., 2007). Ceci obtenues dans nos résultats.

«+ Escherichia coli :
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Tableau 08. Résultat de 1’activité antibactérienne de ’extrait sur les bactéries Escherichia

coli.
ATB L’extrait
Dose (mg/ml) 0.25 0.25 0.5 0.75 1
Diametre 34 NA NA 8 10
d’inhibition (mm)
La sensibilité +++ - - + ++

+++: sesible si diaméter d’inhibition (DI) >15 mm
++: modérement sensible si DI: 10-15 mm
+: faiblement sensible si DI > 6-10 mm

-2 non activité (NA)= résistant

40
=
€ 35
o
g 30 B Extrait
= |
:-§ 55 ATB
=
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g 15
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QE 5
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0.25 0.25 0.5 0.75 1

Dose en mg/ml

Figure 25. Les zones d’inhibition d’Escherichia coli par Vitis vinifera en fonction de

concentration de 1’extrait en comparaison avec I’antibiotique témoin.

Les résultats obtenus indiquent que [’extrait de la plante étudiée a une activité
moyennement considérable contre Escherichia coli avec une zone d’inhibition (en mm) de 10

La gentamicine a une forte activité contre Escherichia coli avec une zone d’inhibition (en
mm) de 34.
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% Pseudomonas aeruginosa :

Tableau 09. Résultat de I’activité antibactérienne de 1’extrait sur les bactéries Pseudomonas

aeruginosa.
ATB L’extrait

Dose (mg/ml) 0.25 0.25 0.5 0.75 1
Diamétre d’inhibition 35 NA NA NA NA
(mm)
La sensibilité +++ - - - -

e 40
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e 30
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=

o 25
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Dose en mg/ml

Figure 26. Les zones d’inhibition de Pseudomonas aeruginosa par Vitis vinifera en fonction

de la concentration de I’extrait en comparaison avec 1’antibiotique témoin.

Les résultats montre que ’absence totale de I’effet inhibiteur de I’extrait testé sur les
bactéries Pseudomonas aeruginosa avec une zone d’inhibition de 0.

La gentamicine a une forte activité contre Pseudomonas aeruginosa avec une zone
d’inhibition (en mm) de 35.

¢ Klebsiella pneumoniae :
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Tableau 10. Résultat de I’activité antibactérienne de ’extrait sur les bactéries

Klebsiella pneumoniae.

ATB L’extrait
Dose (mg/ml) 0.25 0.25 0.5 0.75 1
Diamétre d’inhibition 19 NA NA NA NA
(mm)
La sensibilité +++ - - - -
20 19
£
E 18
5 i6
.§ 14
:'E 12
EE 10
Q
S 8 m ATB
g 6
2 4
‘@
e =2
=) o] o] o] o]
0]
0.25 0.25 0.5 0.75 1

Dose en mg/ml

Figure 27. Les zones d’inhibition de Klebsiella pneumoniae par Vitis vinifera en fonction de

concentration de I’extrait en comparaison avec 1’antibiotique témoin.

Les résultats montrent que 1’absence totale de I’effet inhibiteur de 1’extrait testé sur les
bactéries Klebsiella pneumoniae avec une zone d’inhibition de 0.
La gentamicine a une forte activité contre Klebsiella pneumoniae avec une zone
d’inhibition (en mm) de 19.
% Staphylococcus aureus :
Tableau 11. Resultat de I’activité antibactérienne de I’extrait sur les bactéries

Staphylococcus aureus.

ATB L’extrait
Dose (mg/ml) 0.25 0.25 0.5 0.75 1
Diamétre 26 NA NA 10 11
d’inhibition (mm)
La sensibilité +++ - - ++ ++
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Figure 28. Les zones d’inhibition de Staphylococcus aureus par Vitis vinifera en fonction de
concentration de 1’extrait en comparaison avec I’antibiotique témoin.
Les résultats obtenus indiquent que I’extrait de la plante testée a une activité remarquable
contre Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition (en mm) de 11.
La gentamicine a une forte activité contre Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition

(en mm) de 26.
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Figure 29. Les zones d’inhibition de 1’extrait de la plante étudiée en comparaison entre les

différentes especes bactériennes.
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Les résultats obtenus dans le présent travail montrent que 1’extrait hydrométhanolique de
la partie aérienne (feuille) du Vitis vinifera n’a pas un effet inhibiteur sur la croissance de
deux souches bactériennes testées (Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae) mais
il a un effet inhibiteur faible sur les deux autres souches (Escherichia coli et Staphylococcus
aureus). Les résultats négatifs (I’absence de 1’effet sur Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella
pneumoniae ) ne signifient pas I’absence de constituants bioactifs, ni que la plante est
inactive. Ces résultats peut etre lié a la dose de I’extrait ce qui signifie la quantité des
composes actifs présents donc 1’augmentation de la concentration de 1’extrait peut conduire &
un effet antibactérien remarquable (M. et al,2014). Pour I’effet inhibiteur sur la croissance des
autres souches bactériennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) expliquées par les
résultats de l'analyse phytochimique de I’extrait (tableau 07) qui montre la présence des
composés connus par leur activité antibactérienne donc anti-infectieuse. Les polyphénols
montrent une activité antibactériennes (Babar et al., 2007).

Selon Dhaouadi et al., (2010), les différentes classes de polyphénols peuvent augmenter la
toxicité des extraits envers les microorganismes . Le nombre et le site des groupement
hydroxyls dans le structure de composé phénolique conditionne son degré de toxicité vis-a-vis
les bactéries (Bala et al., 2008). Anastasiadi, Chorianopoulos et al. (2009) ont remarqué
que les flavonoides sont connus pour avoir une bonne activité antibactérienne, ceci a été
attribué a leur interaction avec des protéines solubles extracellulaires et /ou de la paroi
cellulaire des micro-organismes.

La synergie entre les différents constituants conduisant a divers degrés d’activité
antibactérienne (Akrout et al., 2010) cela qui est noté pour I’effet antibactérienne vis-a-vis
Staphylococcus aureus qui a été plus imortant vis-a-vis E.coli.

Nos resultats révelent que 1’antibiotique choisi comme référence (G) inhibe la totalité des
especes bactériennes testés (Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli et Staphylococcus aureus) ce qui montre le bon choix d’antibiotique standard. La
gentamicine est un antibiotique du groupe des aminoglycosides. Il est actif contre les bactéries
Gram-positifs et Gram-négatifs (Czeizel et al., 2000). Par comparaison avec 1’effet de la
gentamicine, Vitis vinifera a un effet inhibiteur faible sur la croissance des bactéries étudiés.
La différence peut étre lié a la date de la récolte qui conduit a une variation dans la
composition chimique de I’extrait donc variation des activités biologiques comme 1’activité

antibactérienne (Athamena., 2009).
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111.4.2. Activité antioxydante

L'activité antioxydant de notre extrait a ¢été évaluée par test DPPH a I’aide d’un
spectrophotométre UV. 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. Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances
antiradicalaire.

Dans ce test on utilise 1’acide ascorbique comme une référence. La capacité antioxydante
de I’extrait des feuilles a été déterminée et comparée a 1’activité de 1’acide ascorbique.

les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1% en fonction des concentrations de 1’extrait

de la plane étudiée en mg/ml) sont représentés dans la figure 31.

100
y =3288x-0.4142
20 RZ =0.99

N

D 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

pourcentage d'inhibition

concentration en mg/mil

Figure 30. Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations d’acide
ascorbique.
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100

90 y = 78.173x + 0.9582 S
R?=0.9993 -
80 )

70 _
o ’
50

40 o

30 .

proucentage d'inhibtion (%)

10 .

0o
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

concentration en mg/ml

Figure 31. Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait des

feuilles de Vitis vinifera.

Les résultats obtenus pour le test de DPPH exprimés en termes de concentration inhibitrice
de 50% (IC50). Il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité de radical DPPH. Ces IC50 sont déterminées a partir des graphes des figures 30 et
3L

L’activité antiradicalaire chez Vitis vinifera trouvée pour 1’extrait testé et 1’acide ascorbique

est indiquée dans la figure 32 sous forme d’histogramme.

IC50 en mg/}/
0.7

0.6 -

0.5 A

0.4 -

0.3 -

0.2 -

0

L'extrait testé L'acide ascorbique

Figure 32. Les valeurs des concentrations inhibitrices IC50 de I’extrait étudié et d’acide

ascorbique en mg/ml.

70



Chapitre 2 Reésultat et discussion

Les résultats révelent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration. L’extrait testé a un pouvoir antiradicalaire vers le DPPH.

Les résultats montrent que 1’acide ascorbique a une activité antiradicalaire trés puissante
avec IC50 d’ordre 0.0153 mg/ml. Par ailleurs, 1’extrait a montré un pouvoir antiradicalaire
plus faible que 1’étalon en affichant une IC50 de 1’ordre de 0.6273 mg/ml.

D’une maniére générale, notre plante possede une activité antioxydante moins que celle de
’acide ascorbique qui est considéré comme un antioxydant puissant .

Les capacités des extraits naturelles a piéger les radicaux libres, dépend d’un certain nombre
des parametres : la dose, la structure, les substituants et le dégré de polymérisation de la
molécule (MOHAMMEDI., 2013).

Cette activité est due a la présence des composés phénoliques dans I’extrait.

En effet, les composés phénoliques surtout les flavonoides sont reconnus comme des
substances potentiellement antioxydants (Jovanovic et al., 1994).

L’analyse chimique de I’extrait des feuilles de Vitis vinifera confirment ’existence de
propriétés antioxydantes révélées par le test DPPH, dont les résultats obtenus montrent que la
richesse de la plante en polyphénols. Les flavonoidessont des composés phénoliques connus
par leurs activités anti-oxydantes et antiradicalaires (BARRECA et al., 2011). L’action de ces
antioxydants est supposée d'étre due a leur capacité de piéger les espéces radicalaires et les
formes réactives de 1’oxygeéne en donnant d’atomes d’hydrogéne ou d’électrons dérivée
principalement de I’hydroxyle du cycle A des flavonoides (LE et al., 2007), par chélation des
ions métalliques, impliqués dans leur production ou la protection des systemes de défense
antioxydants de 1’organisme (Boudiaf, 2006).

Adil et al, (2021) ont trouvé une valeur d’IC50 comprise entre 0.53 mg/ml et 4.03 mg/ml
en étudiant I’effet antioxydant des feuilles d’espéce Vitis vinifera répartis dans 11 régions
différentes en Algérie. IC50 de notre plante ( I’extrait des feuilles) s’englobe dans cette
intervalle.

Ensembles des facteurs influent sur le profil qualitatif et quantitatif des polyphénols donc le
pouvoir antioxydant dans la plante: les conditions de la culture, les conditions
environnementales et la phase de maturation de la plante (SAWA et al., 1999).

Lee et Lee (2003) signalent que la méthode d’extraction affecte les capacités antioxydantes.

Katalinic et al., (2010), ont montré que ’extrait méthanolique de différentes variétés du
raisin piegent 50% du radical DPPH a des concentrations comprises entre 52,8 + 3,33mg/ml
et 291 £ 4,51mg/ml, ce qui est largement inférieur au pouvoir antioxydant des feuilles de la
vigne étudiée.
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Cette différence entre les deux études, peut étre expliquée que les compositions et la teneur
en composés phénoliques et respectivement l'activité antioxydante sont différents pour les
différents organes des plantes (KAHKONEN et al., 1999). Parce que la plante consomme
beaucoup d’énergie au cours de son développement, les feuilles spécifiquement sont le siege
des réactions chloroplastiques donc elles consomment beaucoup d’oxygéne et produisent les
radicaux libres qui sont responsables de stress oxydatif (AVLESSI et al., 2004). Donc les
antioxydants sont présents dans les feuilles fortement (ALBU et al., 2004).
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Conclusion

Le présent travail a porté sur 1‘é¢tude photochimique d'un extraits préparés par une
méthode d‘extraction (methanol/ eau) par macération. de la vigne une plante de la famille
Vitacées collectée de région d'Ourmas wilaya d'EL oued. L'extraction réalisée a partir de la

partie aérienne de plante ( les feuilles) a donné un rendement : 17.17%.

L'analyse phytochimique de cet extrait nous a révélé la présence de nombreuses familles
chimiques représentées par les tanins, les flavonoides, les alcaloides, les terpénoides et les
composés réducteurs, les anthocyanes, les quinones. Nous observons aussi 1‘absence des

saponines dans I'extrait.

La teneur en polyphénols totaux pour I'extrait a été estimée par la méthode colorimétrique
de Folin-Ciocalteu, on a remarqué que l'extrait des feuilles de la varité de vitis viniféra
étudiées "Ormas",Wilaya d'El oued. sont de 1‘ordre ( de 56.574+0.17 ug EAG/mg MS) Tandis
que le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d‘aluminium
(AICI3), donne une valeur étaien de 1’ordre ( 10.10+1.16 ngEQ/mg MS). La quantification
des tanins condensées est faite par la méthode a la vanilline , donne une valeur de (53.41+
1.95 pgeEAG/mgMS). Il ressort de ces analyses que les feuilles de vinge sont riches en divers
composés phénoliques.

les résultats de I'etude de 1’activité antibactérienne ont montrées que l'extrait: n’a pas un
effet inhibiteur sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae mais
il a un effet inhibiteur faible sur les deux autres souches Escherichia coli et Staphylococcus

aureus.

L'activité antioxydant de notre extrait a été évaluée par test DPPH, 1’extrait a montré un
pouvoir antiradicalaire plus faible que I’étalon en affichant une IC50 de I’ordre de 0.6273

mg/ml.
Comme perspectives nous recommandons les points suivants :

e Réaliser autres méthodes d_extraction par changement du solvant et le temps

d'echantillonnage.

e Elargir les recherches sur d‘autres molécules que les phénols, telles que les alcaloides et

les terpénes.
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e Evaluation des activités biologiques, telle que 1_activité, antifongique, antitumorale,

anti inflammatoire. .. et autres.
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Annexesl : Quelques structures chimiques

Composés phénoliques

Phénols simples Polyphénols
(1 groupe phénol) > 2 groupes phénols
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hydroxybenzoiques
{c6-C1)

Figure 01. Classification des composés phénoliques (Merghem, 2009).
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Figure 02. Exemples des phénols simples (Bruneton, 2009).

Figure 03. Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
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Figure 04. Structure de deux tanins hydrolysables (Macheix et al., 2005).
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Figure 05. Structure de Coniine (Vetter, 2004).
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Figure 06 Structure de l'unité isoprénique (Side Larbi, 2016).
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Annexesl. Préparation des extraies hydro-méthanoliques des parties aériennes Feuille de Vitis
vinifera (Originale, 2023).
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Annexes 02. Résultats des tests phytochimiques de Vitis vinifera (Originale, 2023).

Annexes 03. les feuilles de vigne en poudre (Original, 2023).




Annexes 04. Appareillage
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Annexes 05. Antibiogramme




