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Abstract

The purpose of this study is to evaluate the antioxidant and antifungal activity of
leaf extracts of two varieties ahmer bouamer (AB) and white mokrani (MB) of Vitis
viniféra. The extraction was realized by maceration .The leaves were macerated in
methanol / water (70/30). Yields were 23.01%, 12.33% for AB and MB respectively. And
the total polyphenol content was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 280.86
+ 1.25 (AB) and 183.05 + 1.66 (MB) mg equivalent of gallic acid / g of fresh material. The
flavonoids were evaluated by the method using aluminum chlorides AICI3, the content is
estimated at85.609 + 0.12 (AB) and 55.633 + 0.272 (MB) equivalent mg rutine / g of fresh
material. Flavonol determination revealed levels of 10.297 + 0.582 (AB), 8.728 + 0.433
(MB) equivalent mg quercetin / g of fresh material.and the condensed tannins contents of
the AB and MB plants are of the order of 197.57 + 3.31 and 133.066 + 3.41 mg E Ca/g
MS respectively.

Antioxidant efficacy was evaluated using the CAT, DPPH, FRAP, a blood-
hemolysis display. The results showed that this extract was effective against free radicals
due to the presence of molecules biologically active and which are represented by
antioxidants

Leaf extracts of both AB and MB varieties of Vitis viniféra showed the lowest
antiradical activity compared to ascorbic acid with the highest 1C50 values of 0.0373 and
0.05 mg / ml, respectively.

The antifungal activity was determined on six fungal strains (Candida albicans,
Candida galabrata, Candida tropicalis Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus and
Aspergillus niger) according to the disc diffusion method, the results of our study show that
the extract of leaves of the AB possesses a strong inhibitory capacity against the tested
strains. It has also been found that the most sensitive fungus is candida albicans with an
area of 45 =+ 2 mm. Moreover, the extract of the MB plant has low inhibitory activity
against the strains tested.

Regarding the determination of minimum inhibitory concentrations (MIC), the
fungal strains were inhibited by extracting leaves from the AB plant with concentrations
ranging from 5 to 15 mg / ml. while leaf extract from the MB plant with concentrations
ranging from 20 to 50 mg / ml.

Keywords: Vitis viniféra, antioxidant activity, antifungal activity, Variety ahmer bouamer
(AB), Variety white mokrani (MB), phenolic compounds.



Résume

Résume

Cette étude a pour objectif 1’évaluation de I’activité antioxydante et antifongique de
d'extraits de feuilles des deux variétés mokrani blanc(MB) et ahmer bouamer(AB) d'espece
Vitis viniféra.

Les feuilles ont été soumises a une macération dans le méthanol/eau (70/30), les
rendements étaient de 23.01%, 12.33 % pour AB et MB respectivement. La teneur en
polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle est de
280.86 + 1.25 (AB) et183.05 + 1.66 (MB) mg EAG/g MS. Les flavonoides ont été évalues par
la méthode utilisant les chlorures d’aluminium AICI3, la teneur est estimée a 85.609 + 0.12
(AB) et 55.633 £ 0.272 (MB) (mg ER/g MS).et le dosage des flavonols a révélé des teneurs
de 10.297 + 0.582 (AB), 8.728 + 0.433(MB) mg EQ /g MS. Les teneurs en tanins condenses
des plantes AB et MB sont de I'ordre (197.57 + 3.31 et 133.066 + 3.41 mgECa/gMS)
respectivement.

L'efficacité antioxydante a ete évaluée en utilisant des tests de CAT, DPPH, FRAP et
I'némolyse, les résultats ont montré que les extraits sont efficaces contre les radicaux libres en
raison de la présence de molécules biologiqguement actives et qui sont représentées par des
antioxydants.

Les extraits de feuilles des deux variétes AB et MB d'espéce Vitis viniféra ont montré
les activités antiradicalaires les plus faibles que I'acide ascorbique en notant les 1Csg les plus
fortes de 1’ordre de 0.0373 et 0.05 mg/ml respectivement.

L’activité antifongique a été déterminée sur six souches fongiques (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus et Aspergillus
niger ) selon la méthode de diffusion des disques, les résultats de notre étude montrent que
I'extrait de feuilles de la plante AB posséde une forte capacité inhibitrice contre les souches
testés, on a trouve aussi que le champignon le plus sensible est candida albicans avec une
zone de 45 £2mm. Par ailleurs l'extrait de la plante MB qui possede une faible activité
inhibitrice contre les souches testées.

En ce qui concerne la détermination des concentrations minimales inhibitrices, les
souches fongiques ont été inhibées sous 1’action d'extrait des feuilles de la plante AB avec des
concentrations variant de 5 a 15 mg/ml. Alors que l'extrait des feuilles de la plante MB avec
des concentrations variant de 20 a 50 mg/ml.

Mots clés : Vitis viniféra, L'activité antioxydante, L’activité antifongique, variété
mokrani blanc(MB), variété ahmer bouamer (AB), Les composés phénoliques.
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INTRODUCTION

Malgré les progrés réalisés en medecine au cours des derniéres decennies, de
nombreux traitements médicamenteux restent insuffisants face aux fléaux tels que: malaria,
premiere cause de mortalité dans le monde, Cancer, Alzheimer, Leishmaniose, infections
virales et bactériennes. A ceci, s’ajoute I’augmentation de I’incidence des infections fongiques
avec I’émergence de nouvelles maladies qui affaiblissent le systéme immunitaire (SIDA)
(Beloued,.2010).

Les traitements antinéoplasiques de plus en plus agressifs, ainsi que 1’apparition de
souches de microorganismes de plus en plus résistante aux traitements connus. Le
développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre
ces fléaux (Bruneton,.1999).

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de
développement, se soigne principalement avec des remedes traditionnels a base de plantes. De
I’aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore
largement sur la diversite des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles
molécules aux propriétés biologiques inédites. (Majinda et al.,2001).

Dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la
découverte de nouvelles substances ou de nouveaux *’lead compounds’’, si ’on considére que
chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers de métabolites
secondaires (Hostettmann., 2002). Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents
organes et parfois dans des cellules spécialisees de la plante.

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols
végetaux qui sont largement utilisés en thérapeutigue comme vasculo-protecteurs, anti-
inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti radicalaires, antimicrobien
(Bahorun, 1997).

Dans 1’axe de recherche et de valorisation des substances médicinale nous avons choisi
d’étudier le pouvoir antifongique et antioxydant des extraits de deux variétés d'espece de Vitis

viniféra.



INTRODUCTION

Notre travail est subdivisé en trois grandes parties:

% la premiére partie concernant la synthése bibliographique qui englobe et rassemble
des données théoriques sur la plante d'espéce de Vitis viniféra, et les substances
bioactives de la plante étudie et I'activité antifongique et antioxydant.

% la deuxiéme partie rassemble les matériels et les méthodes utilisées pour réaliser nos
expériences.

& La troisieme partie est consacrée pour les résultats obtenus et leurs discussions et on

termine par une conclusion.
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CHAPIIRE I METABOLITES SECONDAIRES

I. Généralités sur les métabolites secondaires

1.1 définitions les métabolites secondaires

Ils sont des molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en petites
quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002; Abderrazak et Joél, 2007).
Exercent un role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent des
fonctions clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes herbivores, etc.)
et abiotiques (UV, température...etc) (Raven et al., 2000) .

I.2. Classement des métabolites secondaire
Les métabolites secondaires ils sont divisés principalement en trois grandes familles :

e Les composes aromatiques ou polyphénols (acides phénoligques,
flavonoides, banthocyanidines, tanins) et les quinones.

e les terpénoides et leurs dérives.

e Les alcaloides (Merghem, 2009).

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possedent

une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Bruneton, 1993).

1.2. 1 .Les composés phénoliques

Les composes phénoliques ou poly phénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux, caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique
(Figure 1) au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé
dans une autre fonction tels que : éther, ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999, Lugasi et
al., 2003).

Les polyphénols constituent un ensemble de molécules tres largement répandues dans
le régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu'aux fruits (Haslam,
1989).
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Figure 01 : Squelette de base des polyphénols (Vermerris et Nicholson, 2006) .

Les composés phénoliques constituent un des groupes les plus importants chez les

végétaux, issus de la grande voie d’aromagencse ; shikimates ou acide shikimique et de la

voie acétate-malonate (Mohammedi, 2013). Ces composés peuvent étre classés en un

certain nombre de facons. Harborne et Simmonds (1964) ont classés en groupes ces

composés sur la base du nombre datomes de carbone dans la molécule (Vermerris et
Nicholson, 2006) (tableau 01).

Tableau 01: Classification des composes phénoliques (Vermerris et Nicholson, 2006).

Structure

C6

C6-C1

C6-C2

C6-C3

C6-C3

C15

C15

C15

C15

C15

C15

C15

C30

C6-C1- C6, C6-C2- C6
C6, C10,C14

C18

Lignans, neolignans
Lignin

Tanins
Phlobaphenes

Classe

Phénols simples
Acide phenoligue et composante liée
Acetophenone et acide phenylacetique

Acide cinnamique et aldehydecinnamyle et alcool Cinnamyle
Coumarine, isocoumarine et chromone
Chalcones, aurones, dyhdrochalcones
Flavanes

Flavones

Flavnones

Flavnonoles

Anthocyanidines

Anthocyanines

Biflavonyls

Benzophenones, Xanthones, stilbenes
Quinones

Betacyanines

Dimers ou oligomers

Polymers

Oligomers ou polymers
Polymers
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Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques
(acide caféique, acide hydrox cinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des poly phénols, les tanins, et les coumarines (King et
Young, 1999: Tapiero et al., 2002).
1.2.2 .Flavonoides

Le terme «flavonoide» désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006). lls sont considérés comme
les pigments quasi universels des végétaux, Presque toujours hydrosolubles, ils sont, entre
autreset pour certains, responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles(Jacques Macheix et al., 2005; Bruneton, 2009).

tous les flavonoides possedent méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une
chaine en C3(Bruneton, 1999) (fig.2).

Figure 02 : Squelette de base des flavonoides (Bruneton, 1999)

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes
classes (Fig. 3) : anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ;
flavanes ; isoflavanes ; flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones
(Havsteen et al., 2002; Edenharder et Griinhage , 2003).
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Figure 03 : Structures des squelettes de base des flavonoides (Havsteen et al., 2002).
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1.2. 3. Les tanins

Les tanins sont des substances phénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et
3000 Da (Paris et Hurabielle, 1981). 1l existe habituellement chez les végétaux supérieurs,
deux groupes de tanins différents parleur structure aussi bien que par leur origine
biogénétiques: Les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).
A-Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature
de celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle,
1981).

e Tanins galliques (Gallo tanins)
Ils donnent par I'nydrolyse des oses et de I'acide gallique.
e Tanins ellagiques (Ellagitanins)

Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique (Paris et Hurabielle,

1981).

— j O
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(l-" b O
I“I / // O
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ad ok P
.]n
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Figure 04 : Structure générale de tanins hydrolysable (Gilbert et Norris, 1968)
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b-Tanins condensés (Anthocyanidines)

Les tanins condensés sont des polyméres flavanolique constitués d'unités flavan-3-
ols, le plussouvent épi catéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree, 2001). Les tanins
condensés sont molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est

caractérisée par ’absence de sucre (Paris et Hurabielle, 1981).

Figure 05 : Structure générale de tanins condenses (Gilbert et Norris, 1968).

1.2. 4. Terpenoides

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de I’arbre de
terebinth : « Pistacia Terebinthus » (Ayad, 2008). Terpénes, constituent une vaste groupe
de meétabolites secondaires, sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou non
(acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique) (Djahra A.B, 2015), résultant de la
combinaison de plusieurs unités d'isoprénes (C5H8) (figure 05), et ont pour formule de

base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (C5H8)n (Nait Achour, 2012).

On

Figure 06 : Structure de base de I’isopréne (Khenaka, 2011).
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—
| —



CHAPIIRE I METABOLITES SECONDAIRES

1.2. 5.Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et
de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des
plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et

certains sontfortement toxiques (Badiaga; 2011).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) Des anticancéreuses (vincristine et la
vinblastine) (Djahra, A.B, 2015).

I. 3. Propriétés pharmacologiques des métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont reconnus par des nombreuses activités
biologiques qui comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques,
analgésiques, anti-inflammatoires,  diurétiques  gastro-intestinales,  antioxydantes
(Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999).

Les flavonols et les flavonones représentent environ 80% des flavonoides connus,
ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur résistance. souvent
anti-inflammatoires, ils peuvent étre anti allergiques, hépato-protecteurs, diurétiques,

antibactériens et antiviraux (Bruneton, 1999).

Les anthocyanes ont des propriétés pharmacologiques trés proches de celle des
flavonoides vu leurs structures trés semblable. L’effet antioxydant des anthocyanes est

expliqué en partie par piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux.

11
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I1. Généralités sur les activités biologiques :
1. 1. Les activités biologiques des extraits

Le réle physiologique des extraits pour le regne végétal est encore inconnu.
Cependant, la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des

roles et des propriétés biologiques trés variés.

Il. 1. 1. Activité anti oxydante

De nos jours , la propriété anti oxydante a attiré ’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).

11.1.1.1 .Le stress oxydant
1. Définition
le stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre entre les oxydants que sont les
especes oxygenées activees (EOA), (EOA incluant radicaux libres, peroxyde d’hydrogene,
oxygene singulet, acide hypochloreux), et les antioxydants en faveur des premiers (figure 06)
conduit a une rupture de la signalisation redox et de son contrdle avec ou sans dommage

moléculaire (oxydation des lipides, des protéines et de I’ADN) (Pincemail et al., 1999).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS
0,*, OH®, '0,, H,0,
°NO, ONOO'

HOCL
LOO®, LOOH

Figure 07 : Déséquilibre Antioxydant /Oxydant (Morena et al., 2002).
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Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que I’exposition aux radiations
ionisantes (exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le
contact avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de
certains médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger les
réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante ( Poirier, J. 2004
et Médart, J. 2009) .

11.1.1.2 Les radicaux libres
1. Définition
Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale
externe); cela lui confere une grande réactivité donc une demi-vie trés courte (Goudable, J. &

Favier, A. 1997). de par sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres

atomes et molécules pour gagner la stabilité (Delattre et al., 2005).

2.Différents type des radicaux libres

Dans les cellules On peut distinguer les radicaux libres:

a. les radicaux primaires (radical)
Tels l'anion superoxyde 20e- et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le
monoxyde d'azote NOe, ils dérivent directement de 1’0, par une réaction de réduction qui

jouent un réle particulier en physiologie (Favier, 2003).

b. les radicaux libres secondaires (non radicalaire)
tels peroxyde d’hydrogéne (H20,) et le peroxynitrite (ONOO-) qui générent a la

réaction des radicaux libre primaires sur des composés biochimiques cellulaires (Tableau 04)
(Lacolley et al., 2007).

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

14
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Tableau 02 : Principales espéces oxydantes (Mercan, 2010).

Radicals Non-radicals
Hydroxyl OH Peroxynitrate ONOO
Alkoxy L(R)O Hypochlorite -OCL
Hydroperoxyl HOO Hydroperoxide L(R)OCH
Superoxyd O
e _ Hydrogene
Nitric oxidec NO peroxide H20;
Peroxyl L(R)OO Singlet oxygéne 1AO;

11.1.1.3.Les antioxydants
1. Définition

Les antioxydants sont des composés chimiques peuvent étre definis comme toute
substance permettent de neutraliser ou de réduire les dommages causes par les radicaux libres
dans l'organisme. Ces substances ont pour réle, d'une maniére directe ou indirecte, d’empécher
les ERO et ERN d’atteindre les cibles biologiques (acides nucléiques, protéines, lipides...),
pouvant assister considérablement les mécanismes cellulaires (BouBehri 2014, K.
Bouhadjra2011).

2 .Classification des antioxydants

Les antioxydants sont souvent, classés selon leur origine dans des catégories
différentes parmi lesquelles on cite (figure 07) (K. Bouhadjra 2011, F. Bouras et A. Houchi
2013).

15
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Antioxydant

\/

Antioxydant de synthése ==

BHT (butylhydroxytoluene)

BHA (butylhydroxyanisol) 4

Des esters de I'acide gallique: le
gallate de propyle, gallate <
doctyle et de dodecyle

V

Antioxydant naturelle
Enzymes primaires

SOD,Catalase,Glutathion perxydase

GENERALITES SUR, LES ACTIVITES BIOLOGIQUE

Enzymes secondaires

Glutathion réductase, déshydrogénase
glucose-6- phosphate

Mineraux :Zinc,Selenium

Carotenoides: B-carotene
Jlycopene, luteine, Zeaxanthin

Antioxydant de faibles poids
moléculaires Glutathion ,acide

Les composes phénoliques |

Vitamines (A.C.E.K)
<>

, Les composes organosulfures:
Indoles ,allyles sulfites

«|» Co-facteurs antioxydants
cofacteurs Q10

(

4

Flavonoides

Flavonols <> Isoflavones

Flavonols 4> Isoflavanes

Flavanones ¢}9 Anthocyanidine

=

Acides phénoliques

Acides hydroxynnamiques

|

Acides hydro benzoiques

Acides gallique acide ellagique

Figure08: Classification des antioxydants (Ratnam et al , 2006)
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3. Utilisation des antioxydants

» Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie

pour protéger les métaux de I’oxydation.
> Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

> Dans l'industrie teinturerie : pour éviter l'oxydation des colorants au soufre ou des
colorants de cuve lors de la teinture. (K. Bouhadjra 2011).

4. Systemes de défenses antioxydants

antioxydants au niveau des cellules distinguent deux lignes de défense inégalement
puissantes pour détoxifier la cellule (figure 08) (Delattre et al ., 2005) .

1) Les grandes enzymes essentielles

Superoxyde Dismutase {(SOD), catalase, glutathion peroxydase (GPx)

2) Les molécules piégeuses d’électrons

Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments...

Figure 09: les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005)
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4.1. Systéme antioxydant endogéne.

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué la premiere barriére
de cette défense antioxydant, qui est constituée de trois métalloenzymes essentielles: les
superoxydes dismutases, la catalase et les glutathions peroxydase (Avissar et al., 1989). Ces
enzymes ont une action complémentaire sur 1’activité radicalaire au niveau du superoxyde et du
peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygeéne moléculaire

(Marfak, 2003).

4.2. Systéme antioxydant exogéne.

L’organisme possede une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »
qui sont des composés pour la plupart apportés par I’alimentation (Vitamine C et E,
polyphénols,...) (Ohrvall et al., 1996 ; Goussard, 1999),. Dont le rdle essentiel est de
neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de ’intégrité cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

5. Méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante

La capacité antioxydante n’est, souvent, conclue sur la base d'un seul type de test
antioxydant. Plusieurs essais in vitro selon différentes proceédures sont suivis pour évaluer

I’activité antioxydante des échantillons d'intérét.

Plusieurs méthodes sont utilisées dont les noms dérivent, genéralement, du nom de la

substance utilisée comme source de radicaux libres, parmi celles-ci, on cite (Tableau03)

18
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Tableau03 : les différents tests pour la mesure de la capacité antioxydante
globale (T. Mohammed Laid,2014 )

. Générateur de Standard
MlRiess ML radicaux Mesure/Calcul
ABTS +
Total équivalent horseradisch Décoloration du radical
TEAC antioxydant peroxydase ABTSe-: A=734 nm
capacité +peroxyd d’hydrogéne Unité : équivalent
formation du Trolox
radical (ABTSe+)
Changement
Ferric reducing Réduction du Fe(l11) d ab;‘jgb;;"e a
FRAP ability (TPTZ)2 Unité - FRHAIE -
of plasma CI3 s
rapport a une
solution de Fe(ll)
Diminution
DPPH _ _ 2,2- de I’absorbance
diphénylpicrylhydrazyl DPPH A=515nm
Unité : équivalent
Trolox
2,2-azobis
(2-amidinopropane) Diminution de la
Total radical dichlorohydrate fluorescence de la
TRAP trapping (APPH) B-phycoeérythrine
parameter radicaux peroxyles (A=495 nm et
de nature A=575 nm). Unit¢ :
hydrophile équivalent Trolox

6. Effet des antioxydants sur la santé humaine

Lors de la photosynthese, les plantes fabriquent des substances anti oxydantes pour se
protéger des effets délétéres des radiations solaires. Par conséquent, des vitamines (C, E,
caroténoides) et des enzymes (catalases, peroxydases) sont synthétisés. De plus, Ces plantes
¢laborent des flavonoides qui préviennent I’oxydation. Ces substances jouent deux rdles 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. Tous ces antioxydants sont directement assimilables par notre
organisme quand on consomme des végétaux ou des produits dérivés de ceux-ci. Il existe une
forte corrélation entre la consommation de Iégumes 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
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implications probables dans la prévention des pathologies liées au stress oxydatif (Wolff, 1968
; Turrens et al., 1985).

1. 1. 2 Activité antifongique

Dés la naissance I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux (Kaufmann, 1997).Ces micro-
organismes sont largement responsable d'une variété de maladies liées a leur présence dans
I'environnement (Hurst, 1997;Rylander, 1998).

Les infections fongiques représentent un des plus graves problémes de santé publique
dans le monde. Les mycoses peuvent apparaitre sous la forme d’une simple infection
superficielle jusqu’a former des 1ésions systémiques graves et débilitantes, associées a des taux

de mortalité éleves (Hay, 2006 ; Lupi et al., 2005).

Ces infections sont causées par des champignons pathogénes humains filamenteux ou
par des levures. L’incidence de ces infections a considérablement augmenté ces derniéres

années, particulicrement a cause de I’augmentation du nombre de patients immunodéprimés

(Levinson, 20064, b).

La thérapeutique des infections fongiques se base principalement sur ’usage des
antifongiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Ganaou ,1972).
Il. 1. 2.1. Généralités sur les champignons

Les Champignons, encore appelés "Fungi" (du latin) ou mycetes (du grec mukés,
champignon). Un champignon est un organisme nucléé (eucaryote).ll constitue un groupe
autonome au sein du monde vivant, il est uni- ou pluricellulaire, dépourvu de la chlorophylle,
ce qui le distingue nettement du régne végetal (Chabasse et Guiguen ¢ ,1999). Sa structure
est constituée d’un thalle unicellulaire (comme pour certaines levures) ou pluricellulaire
(mycélium) comme la plupart des micromycétes (appelés parfois moisissures) ou des
macromycetes (Grillot, 1996). Les champignons possédent une paroi composée de chitine, leur
assurant une certaine résistance aux contraintes du milieu extérieur. (Chabasse et Guiguen ¢
,1999)
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La plupart des champignons utilisent toutes les voies (asexuée, sexuée et végétatives)
afin de produire un nombre trés important d’unités de propagation telles que les spores ou le
mycélium pour la survie et la propagation (Prabhu et al ., 1992).

La classification des champignons est essentiellement basée sur des caractéres purement

morphologiques (Meyer et al ., 2004). On distingue 3 groupes de champignons (Ibnelhaj,
2010).

& Les champignons levuriformes :

Les levures sont des champignons unicellulaires ronds ou ovoides, qui se reproduisent par
bourgeonnement ou par fission (ex: les candidas).

& Les champignons filamenteux :

Tous les champignons filamenteux possédent un appareil végétatif constitué de filaments

(ou hyphes), I’ensemble est appelé thalle ou mycélium (ex: les aspergillus).
% Les champignons dimorphiques:
Ce sont des champignons exotiques adaptés au parasitisme

Il. 1. 2.1. Les souches fongiques étudiées dans les tests antifongiques

A. Candida ssp:

Candida est un genre de levures qui est répandu dans tout le monde habité et forme
normalement un commensal parfaitement toléré par 'homme sain dans la bouche, sur la peau,
dans le systeme digestif et dans la flore vaginale, en fonction des especes(Pfaller et Diekema ,
2007).11 devient pathologique et provoque parfois des mycoses (candidiase ou candidose) chez
les humains et d'autres animaux quand l'organisme est affaibli.(Benedict, etColagreco,1994).
Parmi le genre Candida, 54,3% des infections sont dues a 1’espéce albicans, 16,4% a I’espece
glabrata, 14,9% a I’espece parapsilosis, 8,2% a I’espece tropicalis, et 1,6% ’espeéce krusei
(Pfaller et al 2000).

21

—
| —


https://fr.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://fr.wikipedia.org/wiki/Commensalisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Candidiase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mycose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Candidose

CHAPITRE II GENERALITES SUR, LES ACTIVITES BIOLOGIQUE

Tableau 04: classification de genre Candida (Lestscher, 2004).

Regne Fungi
Division Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida
Sous-genre Albicans, glabrata, parapsilosis

B. Les aspergillus spp.

Les aspergillus sont des champignons saprophytes de I’environnement. comprend
environ 180 especes (Gam et al ., 1986).Ces moisissures se développent aux dépens des
vegétaux en décomposition (McCormick, 2010), tels que les grains et les produits dérivés
(farines, aliments composés pour animaux, etc...) (Botton et al ., 1985). Certains d'entre eux
sont pathogeénes, et/ou produisent des meétabolites toxiques pour les mammiféres, parfois
responsable d’infections opportunistes (il n’est habituellement pathogeéne que chez I’hote

immunodéprimé) (Gam et al, 1986).

Tableau 05: classification de genre Aspergillus (Rossignol, 2010)

Regne Fungi

Division Ascomycota
Sous-division Pezizomycotina
Classe Eurotiomycetes
Ordre Eurotiales
Famille Trichocomaceae
Genre Aspergillus
Sous-genre Flavus ,niger, fumigatus....

(2]
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1. 1.2.3. Description des especes sélectionnées

Tableau 06: description des especes sélectionnées.

Candida albicans

RN E

Candida albicans est l'espéce la plus | B2
importante et la plus connue du genre |
Candida, vivant a l'état naturel dans les
muqueuses de I'étre humaine (Lestscher,
2004).Elle provoque des infections fongiques
(candidase ou  candidose) essentiellement au
niveau des muqueuses digestive et

gynecologique (Moulinier 2003).

Candida tropicalis

Levures de forme variable rondes a

allongées. Reproduction par bourgeonnement l‘”""‘}'?,f
multilatéral. ' ;VC‘G{

Le pseudomycélium peut étre absent, :;:;
rudimentaire ou abondan.et  Levures non | ‘ //%b{‘
pigmentées. | ‘ .l,q'

Elle est retrouvée dans les voies digestives 1Y)
et urinaires (Lestscher, 2004). On peut la N\ \
retrouver dans le milieu extérieur : le sol, les A
végétaux et de 1’eau. Elle est responsable de . ’
vaginites et de candidoses systémiques.

Infections profondes invasives uniquement ' \
chez I'immunodéprime (candidémie, "
méningite, infection des os, abces divers)
(Moulinier 2003).
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Candida glabrata

Candida glabrata est une levure haploide du §
genre Candida, le saprophyte des voies génito-
urinaires chez ’homme, qui ne filamente pas

(Lestscher, 2004).

Aspergillus niger

I'aspergille noire, C'est une des espéces les
plus communes du genre Aspergillus qui
apparait sous forme d'une moisissure de
couleur noire sur les fruits et légumes. Il se
développe sur des  substrats  variés
(MOULINIER C,2003).

L'aspergillus fumigatus

c’est l'espéce la plus pathogene,
fréquemment rencontré dans les climats
tempérés, il est retrouvé dans lair, le sol, sur
les céréales, les matiéres organiques en
décomposition.

Ses spores sont responsable de 80 a 90%
d'infestation fongique comme [l'aspergillose
bronchopulmonaire et I'aspergillome
(McCormick, 2010).

Cette moisissure retrouvée plus
fréquemment dans les régions tropicales ou il 2,'4":\
se développe sur le fruit de l'arachide sur [i#
lequel il peut produire des aflatoxines (qui sont
actuellement considérée comme le plus
important agent carcinogéne d'origine naturelle
connu).

Il est aussi un microbe pathogene
opportuniste  engendrant  des infections
envahissantes et non envahissantes chez
I’homme ainsi que chez certains animaux et

insectes (MOULINIER C,2003).
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Il.1. 2 .4 . Les principales substances antifongiques
Il. 1. 2 .4.1.1es anti fongiques

Une substance antifongique ou antifungique (appelée également fongicide ou
fongistatique) est une substance possedant la capacité de tuer ou de limiter la prolifération des
champignons microscopiques (Bergogne-berein et Dellamonica, 1995).

Les composés antifongiques utilisés actuellement peuvent étre divisés en 5 groupes selon
leur mode d’action (Odds et al., 2003) . IIs peuvent agir au niveau de ’enveloppe cellulaire,
souvent en altérant son intégrité, mais également en agissant dans le cytoplasme. Ainsi ’acide
nucléique, les synthéses protéiques, les microtubules et surtout la voie de synthése de
I’ergostérol sont les cibles privilégiées des molécules antifongiques disponibles sur le marché
(Mathew et Nath .2009).

Il. 1. 2 .4.2. Les composés phénoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est démontré par de nombreuses
recherches expérimentales (ULANOWSKA et al., 2007). Ces agents forment des complexes
avec I’ergostérol et traversent la membrane plasmique du champignon, en provoquant une
altération de la perméabilité de la membrane, une perte des constituants cytoplasmiques et la

mort de la cellule (Georgo papadakou et Walsh, 1996).
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I11. Généralités sur la plante étudiée (Vitis viniféra)

I11.1. Généralités de la vigne

la vigne est une des plantes les plus anciennement cultivées, qui a pris naissance il y a
quatre mille ans environ (Rowley et Ribaut, 2003),elle posséde de grandes facultés
d'adaptation aux conditions pédoclimatiques. elle est cultivé dans les régions chaudes et
également sous des climats relativement froids (Reynier, 1989;Galet,1998).

La vigne est une plante grimpante pérenne a croissance indéterminée, a tiges
sarmenteuses qui appartient a la famille des Vitacées. Capable de se multiplier par voie
sexuee, par bouturage ou par greffage (This et al, 2006).elle est cultivée pour ses fruits

charnus : les baies de raisin.

Selon la publication de (I'OIV, 2010), Il en existe d'innombrables variétés cultivées
appelées cépages Cabernet, Chardonnay, Merlot, Pinot, Sauvignon, etc. La culture de la
vigne, ou viticulture, occupe environ 8 millions d'hectares dans le monde.

La constitution d'un vignoble nécessite du temps: il faut attendre 3 ans pour obtenir les
premiers fruits, 10 a 12 ans pour avoir un rendement significatif, et 25 ans pour arriver a la
pleine production. La qualité organoleptique augmente avec I'age du cep (REYNIER, 2007)

Figure 10: La plante de la vigne (Petit, 2008).
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I11.2. Systématique de la vigne.

La vigne, plante Angiosperme dicotylédone, est une liane de la famille des Vitacées,
ordre des Rhamnales, cette famille était autrefois appelée Ampélidées ou Ampélidacées
(Huglin P. et Schneider C., 1998).

Selon Galet (2001) elle comprend 19 genres et 62 espéces, Le genre Vitis, originaire
des zones chaudes ou tempérées de I'hémisphere nord (Amérique, Europe et Asie). Est
composé par deux sous-genres : Muscadinia et Euvitis ou les vraies vignes dont la quasi-
totalité des vignes cultivées font partic. A I’intérieur d’Euvitis on distingue trois principaux
groupes : le groupe Euro méditerrané en représenté par une seule espéce (Vitis viniféra), le

groupe Asiatique par une dizaine d’especes et le groupe Américain par une vingtaine

d’espéces.
Embranchement Spermaphytes
|
Ordre Rhamnales
Famille: .
vitaceae | ‘
Genres: [, ; . -
Ampelopsis 1 — Vitis | [Amresgemes}
I
Sous-Genres: | Euvitis | Muscadinia |
Cromne: (] N — — |
roupe : ‘ américains ‘ Européens J Asiatiques
Espéces : Vitis riparia ‘ Vitis vinifara ] Muscadinia
rotundifolia
) | | | |
Sous-Espéces: V viniferasspsativa V vinifera sylvestris J
\ J \

Figure 11: Systématique des vignes (Huglin P. et Schneider C., 1998).

28

—
| —



CHAPIIRE 111 GENERALITES SUR, VITIS VINIFERA

111.3. Présentation I'espéce étudiée (Vitis viniféra)

111.3.1. Caractéristique Botanique de I'espéce (Vitis viniféra)

Vitis viniféra est une liane pérenne, ligneuse, a tiges sarmenteuses qui appartient a la
famille des Vitacée. Dans laquelle on distingue la vigne sauvage Vitis sylvestris et de la vigne
cultivee Vitis saliva (Johnson, 1990).

Vitis viniféra est ’espéce viticole la plus commune et la plus importante au niveau
économique, Malgré I’existence des milliers de cépages (Galet, 1993). Elle est cultivée pour
ses fruits en grappes. C'est la principale espece de vignes cultivée dans en Europe, l'ouest de
I'Asie (Moyen-Orient, Caucase) et le nord de I'Afrique. Elle est, en effet, a l'origine de trés
nombreux cépages (cabernet, merlot, pinot, sauvignon, etc....) (Galet, 2000).

111.3. 2. Classification Scientifique de I'espéce (Vitis viniféra)
La classification des plantes de la famille Vitacées des est la suivante (tableau07).

Tableau07: Classification scientifique de Vitis viniféra (Reynier, 2007).

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe :

Rosidae
Ordre : Rhamnales
Famille Vitaceae
Genre : Vitis
Espéce :

Vitis viniféra
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111.3.3. Description Botanique de I'espece (Vitis viniféra)

La description
(tableau08).

botanique de

L'espéce (Vitis

viniféra) est résumée dans le

Tableau 08 : Description botanique de la vigne (Vitis viniféra).

Description
A. Laracine:

Elle constitue la partie souterraine de la
plante, la racine se ramifie, au cours de son
développement, pour former un réseau de racines
appelé systéme racinaire (Reynier, 1991).

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

cbne obtus appelé la coiffe.

Figurel2 : Les racines de la vigne
(Hidalgo, 2005).

B. le tronc :

est la partie principale du corps d'un arbre,
généralement dénudée, il est une liane arbustive,
compris entre les racines et les sarments les plus
bas. recouvert par I’accumulation de vieilles
écorces (rhytidome), Il se ramifie en plusieurs
branches ou bras qui portent les rameaux de
I’année, (Galet, 1993).

Figure 13: le tronc de la vigne

C. Lafleur:

Les fleurs de vigne sont pentameres, elles
ont une taille trés petite (de 2 a 7 mm). Le nombre
de fleurs par inflorescence dépend du cépage et de
la localisation de Il'inflorescence sur le rameau, peut
varier de 30 a 450. La taille et I'ébourgeonnage
doivent donc favoriser la présence d'inflorescences
porteuses de nombreuses fleurs.
Schneider,1998).

(Huglin et

(Huglin.P, 1986)

(Huglin.P, 1986)
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D. Rameau :

On appelle rameau la partie herbacée de la
tige de la vigne (Villa., 2005).

Les rameau grossissent précisément a
I'endroit ou s'inserent les feuilles, les bourgeons, les
vrilles et les petites grappes de fleurs qui se
transformeront ultérieurement en grappes de fruits
(raisins) (Huglin et Schneider, 1998). Ce point de
grossissement s'appelle un nceud; Les parties
comprises entre les nceuds s'appellent entrenceuds

ou mérithalles. (Hidalgo L., 2008).

Figurel5: Rameau de la vigne
(Reynier, 2007).

E. Les feuilles :

sont rattachées au rameau par un pétiole
cylindriqgue de longueur variable. La taille des
feuilles peut varier de 50 a 500 cm?, suivant les
espéeces et les cépages. sont composées d'une queue
ou pétiole et d'une partie élargie et étalé, appelée
limbe qui comprend 5 nervures principales et qui se
ramifient en nervures secondaires. Le plus souvent,
les feuilles sont entiéres mais présentent des sinus
plus ou moins profonds. Pour former finalement un
réseau de canicule qui alimentent et soutiennent la
feuille (hidalgo, 2012).

La villosité du limbe, la forme et la
profondeur des dents, ainsi que la couleur
interviennent également dans la description qui
permet de classifier des especes et des cépages
(ampélographie). (Huglin et Schneider, 1998;
Mullins, et al., 1992; Galet, 2000).

Figure 16: La feuille de la vigne
(Reynier, 2007).
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F. Le raisin:

Est le fruit amélioré de la vigne cultivee
(Vitis viniféra). Il se présente sous la forme des
grappes composées de nombreux grains, qui sont
sur le plan botanique des baies, de petite taille et de
couleur claire, le raisin blanc (verdatre, jaunatre,
jaune doreé) ou plus foncée, le raisin rouge (rose ou
noir-violet) (hidalgo, 2012).

Figurel?7: Le raisin de la vigne
(Huglin et Schneider, 1998).

111.3.3.4. Les principaux constituants chimiques de Vitis viniféra

Les principaux constituants chimiques de Vitis viniféra sont consignés dans le
Tableau 09 (Ghedira, 2012).

Tableau 09 : Les principaux constituants chimiques de Vitis viniféra.

Familles de constituants

chimiques Constituants chimiques
Anthocyanosides O-glucosides du cyanidol et du péonidol
Acides phénols Acide monocaféyl-tartrique, acides

phénylpropanoiques

Tanins hydrolysables (esters du glucose et des
Tanins acides galliques et

déhydrohexahydroxydiphénique)

Glucosides de flavonols : quercétine-3-O-3-D-
Héterosides de flavonols glucuronide, isoquercitrine (quercétine-3-Op-

glucoside), et kaempférol- 3glucoside
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111.3.3.5. usage thérapeutique

Les feuilles de Vitis viniféra possedent des Propriétés medicinales, Analgésique, Anti-
inflammatoire, Anticedémateux, Antiseptique, Antimicrobien, Antioxydant, Astringent et

Homéostatique.

& Du point de vue thérapeutique, la vigne est reconnue pour aider a renforcer les
vaisseaux sanguins (Henriet JP 2011) et réduire ou contrdler l'inflammation (Castilla P,
Echarri R, etal. 2006). En effet, la vigne a cliniquement démontré pouvoir soulager la
douleur, l'enflure et 'cedéme associés aux varices et a l'insuffisance veineuse chronique, ainsi
que traiter les varicosités, les raideurs et douleurs articulaires, et encourager la réparation

cellulaire (Kiesewetter H, Koscielny J, et al.2000).

& auraient un effet positif sur plusieurs facteurs de risque des maladies cardiovasculaires
(Rakici O, Kiziltepe U, et al., 2005;Vislocky LM et al. 2010). en réduisant notamment le
taux de « mauvais cholestérol » (LDL) (Zern TL et al. ; 2005; Castilla P, Davalos A, et al,.
2008) inhiberaient I’agrégation des plaquettes sanguines ( Shenoy SF, Keen CL,etal.,
2007) diminueraient la pression sanguine (Park YK, Kim JS, Kang MH. Biofactors.
2004;) et réduiraient le stress oxydatif de ’organisme ( Zern TL et al. ; 2005).

& Tout comme l'extrait de pépins de raisins, la feuille de vigne jouit également de
puissantes propriétés antioxydants; ainsi, en combinaison ils offrent aux cellules une
protection musclée contre les dommages des radicaux libres et soutiennent la fonction
immunitaire (Castilla P, Echarri R, et al. 2006).

% La vigne a aussi une activité antimicrobienne scientifiquement démontrée contre
plusieurs organismes : Escherichia coli et Salmonella Infantis, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, et Campylo bacterjejuni(Del lorman O et al 2009).

%  Enfin, la vigne est utile pour traiter les symptomes du syndrome de fatigue chronique,

la diarrhée, les hémorroides, les fissures anales, et autres.
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Cﬁafitre I

Chapitre I : Matériels et méthodes

#* Cadre d’étude

sciences de la nature et de la vie de I'université Echahid Hamma Lakhdar d'El-oued sans
oublier le laboratoire de valorisation et technologie des ressources sahariennes (laboratoire de
recherche appartient au faculté de technologie) et laboratoire EI —madjed. Ce dernier qui

Ce travail a été effectué au sein des laboratoires pédagogiques de la faculté des

s'occupe de l'extraction et de la caractérisation des feuilles de Vitis viniféra.

©

Ce travail se repose sur le protocole expérimental suivant:

L’extraction et teneurs des composes phénoliques des feuilles de Vitis viniféra par

macération.

©
©

Les tests phytochimiques des feuilles de Vitis viniféra.

Dosage des polyphénols, des phénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés

des feuilles de Vitis viniféra.

w

Etude de pouvoir antioxydant des feuilles de Vitis viniféra par quatre méthodes :

©

©
©
©

4

&

Tests antioxydants:

Activité antioxydante totale (TAC)

Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

Le pouvoir réducteur de I'ion ferrique (FRAP)

Test d’hémolyse (H %.)

Tests antifongiques:

Etude de I’activité antifongique vis-a-vis de quelques souches fongiques.

Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).
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1.1 Matériels
I.1.1. Matériels biologiques
I.1.1. 1.Matériels végétaux

La plante étudiée dans notre travail est Vitis viniféra, la période de récolte des
échantillons, chaque espéce des feuilles de Vitis viniféra ont été récoltés le méme jour, c’est
ce qui est présenté dans le tableau ci-dessous (Tableaul0) avec I'age et les caractéristiques de

chaque espéce étudiée.

Tableau 10: Caractéristiques des échantillons analysés

La partie étudiée Origine Date de récolte L'age Caractéristiques
Variété mokrani _ *
Bayadha 26 Janvier 2018 1an
blanc(MB)

Varieté ahmer
bouamer (AB) Débila 26 Janvier 2018 20 ans

I.1.1. 1.1. Situation géographique de zone de récolte:

La plante utilisée dans notre étude a été collectée au mois de janvier 2018 a partir de
deux stations différents EI Bayadha et Debila situés a wilaya d'El oued (Algérie). Cette
willaya est d’une superficielle de 44586.80Km?, est limitée au nord par la willaya de
khenchela au nord-est par la willaya de tébessa ,au nord-ouest par la willaya de biskra , a
l'ouest par la willaya de Djelfa , au sud-ouest par la willaya d'Ouargla, et a I'est par la Tunisie,

cette ville saharienne se caractérise par un climat aride et sec (Neguia,2014) .
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1

Figure 18: Situation géographique d'El oued.

1.1.1. 2. Matériels vivant biologiques
1.1.1. 2. 1. Microorganismes utilisés

Les propriétés antifongiques des feuilles de Vitis viniféra ont été vérifiées sur les

champignons situés dans le tableau suivant :

Tableau 11: espéces des souches fongiques testées.

Les champignons Espéces : Source :

Candida albicans

Candida tropicalis

Laboratoire d'analyse médicale

Les levures Candida glabrata El-taoufik
Aspergillus fumigatus —Tunis.
Aspergillus flavus faculté des sciences de la nature et

38

—
| —


https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjGuciByoLbAhVSjqQKHbqNCusQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.clinique-taoufik.tn%2Flaboratoires%2F&usg=AOvVaw1m0c_HbJe2d9mxk6KFgbwO

C/iafitre I Matériels et méthodes

1.1.1. 3.Le sang : Le sang a été collecté a partir d'une volontaire saine de 35 ans.

1.1.2. Les matériels de technique d’étude au laboratoire

1.1.2.1.Les produits et réactifs

Trichloride d’aluminium (AICI3) 2%; magnésium ; Folin Ciocalteu ; 2,2’-diphényle-1-
picryl hydrazyl (DPPH) ; acide ascorbique ; acide galique ; Vanilline (99,5%) ; diméthyle
sulfoxyle (DMSO) ; gélatine ; TPTZ (tripyridyltriazine ) ; acide phosphorique (H3PO,) ; eau
oxygéné (H,0,) ; méthanol ; chlorure d’hydrogene (HCL);Carbonate de sodium (Na,COs3);
Chlorure Ferrique (FeCls); Quercétine d'hydraté Ci15H1007 (97%); Acide Sulfurique (H2SO4)

Concentré¢ ;liqueur de Fehling; d’acide acétique.

1.1.2.2 Appareillages
e Spectrophotometer(UV-1240 SHIMADZU)
e Evaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI Heating bath R-210)
e Micropipettes ajustables
e Centrifugeuse sigma
e Etuve(Mommert, Beschickung-Loadig Model 100-800)
e chromatografique

e Balance analytique (Shanghai Sunrise Instrument précision 0. 1mg)

I. 2. Méthodes
1.2.1 .Préparation du matériel végétale :

A. Séchage et conservation :

Les feuilles de Vitis viniféra ont est séché a I’ombre, a ’abri de I’humidité et a une
température Ambiante. Le séchage a été réalisé pendant 15 jours en moyenne pour les
différentes especes.

B. Broyage :
Les feuilles de Vitis viniféra sechés ont été broyé, a I’aide d’un broyeur électrique

(SAYONA model no : SJ-638), en une poudre fine pour permettre une meilleure extraction.
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C. Tamisage:
La poudre obtenue suite au broyage a ¢té tamisée a I’aide d’un tamis ayant un
diamétre de 125 um, pour récupérer a la fin une poudre trés fine. La poudre ainsi obtenue est
conservée dans des bocaux en verre fermés hermétiquement et placés a I’abri de la lumiére et

de ’humidité jusqu'a leur utilisation.

Figurel9 : Poudre des feuilles des deux variétés AB et MB d'espece Vitis viniféra.

1.2.2Méthodes d’analyse

1.2.2.1.Extraction des composés phénoliques :

1.2.2.1. 1. Préparation des extraits bruts (composés phénoliques) :

L'extrait méthanolique des feuilles de Vitis viniféra été préparé a partir de 10 g de
poudre, qui ont été mis a macérer dans un mélange méthanol/eau (70/30: V/V) équivalent a
50 ml. Cette macération se fait en trois temps, c'est-a-dire pendant trois jours successifs avec
changement du solvant chaque 24h & la température ambiante et a I’abri de la lumiére, Ensuite
le mélange est filtré sur papier Wattman (n°3). Apres la troisieme macération. le méthanol est
éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite dans un rotavapeur, puis séché a
I’étuve a une température ne dépasse pas 45°C, et conservé jusqu’a l'utilisation (Talbi et al .,

2015).
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10 g de materiel vegetal sec
~7
Addirion de methanol/ean (7T0/30: V/V) +

A

Macération 24 h Température amhiante
Alabri de 1a lumiére

L’opeération est
Filtration sur papier Wattman (n°3) . pen 3 fois

Filtrat

Filtrat Mare

Evaporation au ﬂ
rotavapeur (45°C)

Etuve fﬂ

Extrait methanolique brut

Figure 20 : Protocole de préparation de I'extrait méthanolique des feuilles
de Vitis viniféra par macération (Talbi et al., 2015).

1.2.2.1 .2 . Rendement d’extraction des composés phénoliques

Les rendements des extractions sont calculés suivant la formule ci-dessous :

Masse de residu extrait

rendement (%) = 100

i
Masse initial devegetals

Nous pouvons déterminer le rendement des feuilles de Vitis viniféra par la formule
donnée par (Falleh et al ., 2008).
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1.2.3.Analyses qualitatives

1.2.3.1. 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.

Le principe est soit basé sur la formation des complexes insolubles en utilisant les
réactions des précipitations, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des
réactions de coloration (conjugaison ou instauration dans une molécule) (Mohammedi,
2013).

A. Test des saponines
Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 10 ml de chacun des
extraits méthanolique dans un tube a essai. Le tube est agité pendant 15 secondes puis laissé
au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la

présence de saponosides (Bidie et al., 2011).
B. Test de tannins

Les tanins sont mis en évidence par mélange de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube
avec présence de quelques gouttes de FeCls (1% préparé au méthanol). Aprés 1’agitation de
I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques (Karumi et al., 2004; Rizk, 1982).
C. Test des flavonoides

Traité 0.5ml d’extrait alcoolique avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0.5g de
tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur

rose ou rouge se développe aprés 3minutes (Bouhadjera et al. 2005).

B. Test des Alcaloides
A 1 ml de chaque extrait, 5ml d’HCI 1% sont ajoutés. Chaque mélange est chauffé
aubain marie, puis divisé en deux volumes égaux. Les 2 volumes sont traités séparément par
les reéactifs de :
v" DRAGENDORFF : (réactif a l'iodobismutate de potassium) qui donne une
précipitation a une blanche (MAJOB et al.,2003).
v MAYER : qui donne une précipitation blanche ou brun (MAJOB et al.,2003).
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E. Test des sucres réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits vegétaux par le réactif
de Fehling. Pour 5ml d’extrait brut sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation
d’un précipité rouge brique aprés 2-3min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une

réaction positive (Békro et al.,2007).

F. Test des Terpénoides

A 5 ml d’extrait, sont ajoutés 2 ml de chloroforme et 3 ml d’H2SO4.Le test positif est

indiqué par I’apparition de deux phases et une couleur marron a I’interface (KABLAN et al.,

2008).

1.2.3 .2 .Analyse par chromatographie H.P.L.C

C'est une méthode physico-chimique basée sur les différences d’interactions entre les
molécules a séparer et les phases mobile et stationnaire. Préalablement, les solutés sont mis en
solution dans la phase mobile (solvant). Aprés son injection, ce melange passe sous haute
pression au travers de la colonne (tube en acier inoxydable) qui renferme la phase stationnaire
(NOLLET et TOLDRA, 2013).

L’analyse est réalisée par sur un chromatographe (SHIMADZU SPD-10A) au niveau
du laboratoire de Valorisation et technologie des Ressources Sahariennes (VTRS), Université
Hamma Lakhdar d'EL Oued.

1.2.4. Analyses quantitatives

Les méthodes colorimétriques basées sur [l'utilisation du spectrophotometre UV-
visible, ont été utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques dans la matiére

végétale.
1.2.4.1 .Dosages des composés phénoliques

La détermination des composés phénoliques : polyphénols totaux (PPT), flavonoides
totaux (FVT), flavanols totaux (FLT) et tannins condensés (TC) présents au niveau des
différents extraits a été réalisée a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible de type
Shimadzu UV-Vis 1800.
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2.4.1.1. Dosage des poly phénols totaux (PPT)
+ Principe
Le dosage des polyphénols est realisé par la méthode de Singleton et Ross en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalte.

Il s’agit d’une solution d’acide phosphotungstique (H3PWi2040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040 ) dont la réduction par ’action des polyphénols donne un
mélange des complexes de sels de tungsténe (W3sO,3) et de molybdéne (MogO,3) de couleur
bleu. Cette solution absorbe a une longueur d’onde de 725 nm. Ainsi, le dosage des PPT se
fait par comparaison de I’absorbance de la solution étudiée par rapport a celle obtenue par un
¢talon qui est ’acide gallique (Waterhouse, A. 1999).

+ Mode opeératoire
Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniere suivante, 0.2 ml des

solutions d’acide gallique de concentration de 0.02 jusqu’a 0.16 mg/ml, ensuite 1 ml d’une
solution de réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois dans I’ecau distillée est ajouté puis
immédiatement. Aprés Smin, on ajoute 0.8ml d’une solution de Na,CO3 (7.5%). Le mélange
obtenu est incubé a la température ambiante pendant environ 30 minutes a I’abri de la
lumiere. L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 765 nm contre un blanc. Les
lectures de la densité optique a 765nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la

courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Yogita, et al 2013).
1.2.4 .1.2.Dosage des flavonoides totaux (FVT)

+ Principe
Le réactif utilisé est: le chlorure d’aluminium (AICl3, 2%). Le principe de la méthode

est basé sur I’oxydation des carbones 4 et 5 des flavonoides par ce réactif, elle entraine la

formation d’un complexe jaune absorbe a 415 nm (Lagnika, 2005)

+ Mode opératoire
Les flavonoides totaux sont évalués par colorimétrie, 1 ml de chague solution a été

introduit & ’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis de I’addition del ml de
trichlrure d’aluminium (AICls, 2%) préparé dans 1’éthanol (Abdurrahman et al., 2013).

Une courbe d’étalonnage est élaborée avec des solutions standards de rutine préparées
a des concentrations différentes. L’absorbance du mélange obtenue est directement mesurée
au spectrophotométre UV-visible a 415 nm et les résultats sont exprimés en mg équivalant

rutine/ gr de matiére séche (mg ER/g MS).
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1.2.4.1.3.Dosage des flavanols totaux (FLT)

L estimation de la teneur en flavanols totaux contenus dans les extraits est réalisée par
la méthode de (Mbaebie, et al., 2012).

+ Mode opératoire
Un volume 400l des extraits des feuilles a été ajouté a 400ulAICI; (2%) dans95%

d’éthanol. La réaction précédent est mélangée avec 600 pl d’acétate de sodium (50g/1) et
incubée pendant 2.5h a 20°C. L’absorbance est mesurée a 440 nm. La teneur totale en
flavonols exprimée en mg équivalent quercétine (QE) / g de poids sec a I’aide de la courbe

d’étalonnage (Scalbert ., 1992).
1.2.4.1.4.Dosage des tanins condensés (TC)

+ Principe
Pour doser les tannins condensés, la méthode de la vanilline a été utilisée

(Scalbert.,1992. Sun et al, 1998. Schofield et al.,2001).

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des

tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a500 nm.

+ Mode opératoire

50 ul d’extrait ou standard (catéchine) a été introduit a I’aide d’une micropipette dans
des tubes a essai de verre, et ajouté 600ul de mélange 4% vanilline et de méthanol (4%, v/ v),
puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 300ul d’acide chlorhydrique concentré (HCI) est
additionnés. Le mélange obtenu est laissé réagir a la température ambiante pendant 15 min.
L’absorbance est mesuré¢ a 500 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV -
Visible. La teneur totale en tanins condensés est calculée comme étant mg équivalent de
catéchine (mg Ca E/g) en utilisant 1’équation obtenue a partir de la courbe d’étalonnage

(Thomas et al,.2014).

1.2.5. Evaluation de I’activité anti oxydante

L’évaluation de I’activité anti-oxydante d’un produit peut se réaliser selon plusieurs
méthodes. Au cours de cette étude nous avons choisi d’évaluer ’activité anti-oxydante trois
techniques chimiques a savoir: capacité antioxydante totale (CAT), la réduction du fer et le

piégeage du radical libre DPPH.
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I. 2.5.1. Activité antioxydante totale (TAC)

+ Principe
La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne .Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4> & molybdéne Mo (V) MoO," en présence de ’extrait
pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide(Belyagoubiet al., 2012).

+ Mode opératoire

Un volume de 200 ul de chaque extrait est mélangé avec 2 ml de solution du réactif
(0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). Les
tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 60 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des
solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 2ml de la solution du réactif et
200 pl du solvant utilisé et il est incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiére
seche (mg EAG/g Ms) (Durre et al., 2012) .

| .2.5.2. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

+ Principe
L’activité anti radicalaire a été¢ évaluée en utilisant le DPPH, qui fut 'un des premiers
radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante (Brand-
Williams., 1995).

Le DPPH (2,2 -diphényl -1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant un
¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la
polymérisation du composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a température
ambiante. Ainsi, cet état induit I’apparition d’une couleur violet foncée bien caractéristique de
la solution DPPH. Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est
réduit, passant au jaune pale du groupe pécryl; et 'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno ., 2002).Le suivi de la délocalisation est réalisé par spectrophotométrie a
517nm (Gulcin et al 2003., Molyneux.,2004.Roginskyet al .,2005).
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Figure 21: Mécanisme d’action de DPPH.

+ Mode opératoire
L évaluation de la capacité antioxydante est réalisée comme suit: a 1 ml d’une solution

méthanolique de DPPH (0.1mM) a été mélangé avec 0.5 ml de I’extrait des feuilles. Le
mélange obtenu est ensuite gardé a I’abri de la lumiére a la température ambiante pendant 30
minutes. Puis I’absorbance est mesurée a 515 nm contre un témoin composé de 1 ml de la
solution de DPPH et de 0.5 ml de méthanol (Selma., 2012).

Les résultats exprimes en 1Cso qui sont calculés a partir des courbes de la variation du
pourcentage d’inhibition [% en fonction de la concentration de chaque extrait. Il faut rappeler
que plus la valeur de ICspest petite, plus I’activité antioxydante des extraits est grande
(Popovici., 2009).

La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions
opératoires. La décroissance de I’absorbance est mesurée au spectrophotométre et le % IC

(pourcentage d'inhibition) est calculé suivant la formule ci-dessous:

AbSControl - AbSExtrait "

100
AbsControl

% inhibition =

Avec :
Abs,n:r01 *Absorbance du control (ne contenant aucun antioxydant).

Absg,.rqic *Absorbance des extraits mesurés.

L’activité anti radicalaire exprimée en 1Cso (ug / ml), la dose anti radicalaire
nécessaire pour provoquer50% d’inhibition.

En faisant varier la concentration des extraits 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’ICs correspondante.
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1.2.5.3.Le pouvoir réducteur de I'ion ferrique (FRAP)

+ Principe
La méthode FRAP est basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe **) présent
dans le complexe KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe 2*) par un antioxydant, la réaction est révélée
par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe®*") a la couleur bleu-vert du fer ferreux
(Fe ). Le mécanisme réactionnel de la réduction de fer est expliqué dans la figure
suivante(Djahra.,2013).

\jN/ @ \jN/ \_/
—N N\ \ >=N

\ / </ N— Fe(|||)—N\N/> /N_\ +AH_>\/ </N:<N_/Fe(t)_N\N/ N=
\=
~<_N/ \N_ —N N
O U !
— R} TPTZ
Fe(llTPTZ

Figure22:Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le

complexe tripyridyltriazine ferrique Fe(lll)- TPTZ et un antioxydant (AH).

+ Mode opératoire

La détermination de la capacité antioxydante par la méthode du FRAP est réalisée
comme suit: le réactif FRAP était fraichement préparée par mélange de 25mL d’une solution
tampon d’acétate buffer (3mM, pH 3.6), 2,5mL de TPTZ (10 mM), 2,5mL du chlorure
ferrique (20mM) et 3mL d’eau distillée. 30 pL des différents échantillons d’essai ont été
ajoutés a 970 puL du FRAP réactif. L’absorbance a été lue a 593 nm aprés 30minutes
d’incubation a température ambiante contre une vierge (Rivero., 2008). Les résultats obtenus
sont exprimés en mg équivalent de FeSO, par 100mg de matiere séche (mg E FeSO,/100mg
Ms).
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1.2 .5.4 .Application du test biologique (test hémolyse)
+ Principe

Le test hémolyse a été réalisé par méthode d’(A birami et al. 2014)Ce test permet de
suivre I'évolution positive ou négative d'une prescription , sur l'état de défense de l'individu
vis avis des radicaux libre) un globule rouge pour résiste a cette agression jusqu'a ce que la
membrane soit modifié et que la cellule laisse échapper son contenu (Maamri, 2008).La lyse
de cellule sanguine est induite par des générateurs de radicaux libres qui perturbent la
membrane plasmique (peroxyde d'hydrogene H,O; ,trichlorure de FerFeCls , acide ascorbique
(Chouikh, 2015).

+ Mode opératoire

Le sang est récupere sur anticoagulant EDTA. Le sang est dilue 2fois dans l'eau
physiologie. 20ul de globule rouge ajoute a 1ml d'extrait de, et laisse bandent 05min en 37° C
aprés ajouter 20ul de solution peroxyde H; O,(30mmol),20 ul de solution trichlorure de
FerFeCls (1%), 20ul solution acide ascorbique (50mmol ), le mélange place dans un bain
marie a température 37°C ,apres incubation 60 mn le mélange est centrifugé a 700tr/mn
pendant 10 min. la longueur d'onde du spectrophotometre est fixe a 540nm cette opératoire

répete avec déférente concentration de extrait.
+ Courbe d’étalonnage

Pour tracer la courbe d’étalonnage en prenant 1’acide ascorbique comme un standard a
différentes concentrations (400- 1200 ug/ml), dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions des échantillons.

Les résultats du test d'hémolyse sont exprimeés en pourcentage d'inhibition de la lyse des

globules rouge. Le pouvoir d'inhibition a été calculé a partir de la relation suivante :

% hemolyse = [ABS controtle /ABS echantition ] * 100

ABS conirete: Absorbance de milieu réactionnelle en présence de I'extrait.

ABS cchantilion: Absorbance de milieu réactionnelle en absence de I'extrait (chouikh, 2015).
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| .2 .6 .L’évaluation de P’activité antifongique :

Les propriétés antifongiques des feuilles de Vitis viniféra ont été vérifiées sur les
champignons Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus ,
Aspergillus flavus et Aspergillus niger.

% Pour mieux évaluer cette activité nous avons opté la méthode de diffusion en milieu
gélosé (I’antifongigramme).
% Pour déterminatiom le CMI par deux méthodes :

R

% par méthode de contact direct en milieu solide : pour les moisissures.

R

% par methode du macro dilution en milieu liquide : pour les levures.
| .2.6.1.Test identification des souches fongiques :

1.2.6.1 .1.1dentification des levures :
A .Test de blastese

Les souches a tester est ensemencee dans 1mL de sérum humain, puis incubée a 37°C
pendant 3a 4 heures. L’observation de la suspension au microscope optique ZEISS
(Grossissement x100) est realisée pour mettre en évidence la formation des tubes germinatifs

(Bouchet et al., 1989) Seul I’espece Candida albicans filamente sur sérum.

11-2-6-1-2. Identification des moisissures
B. Observation microscopique

A partir d'une culture sur milieu gélosé on préléve un échantillon a l'aide d'un pipette
Pasteur et déposer sur la lame, puis recouvrir par lamelle sur laquelle est préalablement étalee
une goutte de bleu de méthyléne, ensuite on a examiné la lame sous microscope optique
ZEISS au grossissement (X100) (Cahagnier et al., 1998).

Les observations microscopiques permettant 1’identification des moisissures sont

fondées sur les types de spores.
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S ,
P R Wy i

Dépét sur la lame

Jisposition un échantillon sur la lame + goutte de bleu de méthyléne

- ¥
' « |

L’ observation microscopique (x100) recouvrir par lamelle

Figure 23 : Identification des moisissures par observation microscopique

Cette méthode de est préconisée par (carson et al ., 1995 et cavallo et al., 2006 ).
+ Principe :

L'antifongique présent dans le disque migre dans la gélose qui a été ensemencée par la
souche fongique a étudier. Il se forme une zone circulaire autour du disque de gélose imbibée
d'antifongique dont la concentration décroit quand on s'éloigne du disque. Dans cette zone, la
croissance Les champignons est ou ne sont pas inhibée par la concentration d'antifongique a
laquelle elles sont soumises. Les souches fongiques qui peuvent se multiplier forment des

colonies visibles a I'ceil nu aprés quelques jours de développement (Broadasky et al., 1976).

Boite de peétri
Gelose sabouraud

Z zone d'inhibition

- 7 -
®_ Croissance microbienne

Figure24 : Méthode de diffusion sur milieu gélosé.
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+ Mode opératoire :

Mode opératoire est résumé dans les étapes suivantes :

e Préparation des extraits a tester :

Les extraits des feuilles de Vitis viniféra sont dissous dans le DMSO pour préparer des
solutions de concentrations de 5, 10, 20, 50 mg/ml.

e Préparation des précultures:

Les souches fongiques a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant du
milieu de sabouraud et incuber pendant 7 jours a 25°C afin d’obtenir une culture jeune des
champignons et des colonies isolées.

e Préparation des disques:

Les disques sont préparés a partir du papier wattman N° 3 de 6 mm de diamétre,
ensuite elles sont mises dans un tube a essai pour la stérilisation.

e  Stérilisation des mateériels:

Le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
fongiques, les disques en papier wattman (6 mm de diaméetre) ont été stérilisés a l'autoclave a
121°C. Pendant 45 minutes.

e Préparation des boites de gélose.

% Préparation zone stérile:

- Desinfecter la paillasse a I'eau de javel diluée.

- Utiliser un bec bunsen pour réaliser une zone stérile.

% Couler la gélose dans les boites : Couler la gélose dans les boites organisées dans la
zone stérile limitée aux 15 cm autour du bec. (20 a 25 ml par boite soit une hauteur de 3 a 4
mm). Laisser refroidir couvercle entre-ouvert pour éliminer la vapeur d'eau Jusqu’a le
refroidissement et solidification du milieu de culture sur les boites.

e Préparation des suspensions fongiques;

A l'aide d’une pipette pasteur nous avons prélevée quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de
sel(Na CI). La suspension bactérienne est bien homogénéisée et laisser sur la paillasse
pendant 30 minute (OMS, 2005).

Les densités optiques sont ajustées a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur

d'onde de 530 nm. La D.O doit étre comprise entre 0.12et0.15 I'équivalent de 10° CFU / ml.
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e Ensemencement
L'ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri, on a trempé un
écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiere avec la gélose sabouraud a trois
reprises. Aprés chaque application, on a tourné la boite de 60° environ en vue d’assurer une
distribution homogéne de I’'inoculum. Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la
surface de la gélose.
¢ Application des disques
Les disques imprégnés d'extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose
inoculée a l'aide d'une pince stérile.
e Lecture
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque

disque a I’aide d’une régle en mm apres 2 jours d’incubation a (25+2) °C.

¢ Evaluation de zone d’inhibition
La zone d’inhibition a été évaluée par mesure la moyenne de trois répétitions ont été

effectuées pour chaque souche.

Stérilisation milieu de Couler la gélose dans L'ensemencement
culture Sabouraud les boites de pétri

o Ko

mesure du diamétre de 48 heures Disposition les disques
la zone d’inhibition d'incubation a 25°C. imprégnés par I'extraits
végétal sur la surface du

gélose

Figure25: les étapes de méthode de diffusion sur milieu gélose.
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| .2.6.3.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI):

Selon (Dramane et al., 2010), les extraits dont la zone d’inhibition a un diamétre
supérieur ou égal a 10 mm, sont sélectionnés pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI).

1.2.6.3.1.Détermination (CMI) sur milieu liquide par méthode du macrodilution:

+ Principe :

Cette technique consiste a inoculer, par une suspension levurique standardisée, une
gamme de concentration décroissante en extrait végétal. Aprés incubation, 1’étude de la
gamme permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) relative a chaque
extrait, qui est déterminée comme étant la plus faible concentration de 1’extrait qui inhibe plus

de 70% la croissance du champignon testé (M. Zuzarte et al ,2013)
+ Mode opératoire
1. Préparation de ’inoculum fongique :

Les suspensions meres des levures sont préparées a partir d’une culture des différentes
souches sur milieu Sabouraud qui est préparé précédemment. Sur la paroi d’un tube a
hémolyse contenant 5 ml de sérum glycosé a 5%, on écrase une colonie de levures mesurant

1,5 a 3 mm de diamétre, prélevée de la culture par pipette Pasteur stérile. Les suspensions sont

- Ve Y 3 3 Y \
préparees dans le sérum glycosé a 5% et ajustées a 2.10 levures/mm aprés comptage a la

cellule de malassez.

= g = v & e [
|
Cellule de |M.alassez Lamelle
PPy // I /ﬁ S 27
r SRR A i
f e : =3l

Figure26 : la cellule de malassez.
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250 mg d'extraits des feuilles de Vitis viniféra a tester sont places dans un tube a essai
contenant 5 ml de DMSO a 10%, puis homogéneisés par agitation manuel. Une dilution en
cascade est effectuée dans le DMSO a 10%, de maniére a obtenir une gamme de
concentration décroissante de 50, 20, 15, 10, 8, 5,1 mg/ml. (Figure 27.A).

A partir des différents tubes de la gamme, nous prélevons 20u L qu’on rajoute a 200pul
d’inoculum fongique, de densité équivalente & 2.10° levures.mm, distribués dans une série de
tubes a hémolyse. Aprés homogénéisation manuel, les tubes sont complétés par la quantité
suffisante de sérum glycosé 5% pour avoir un volume final de 1 ml pour chaque tube. Un
témoin de la croissance fongique, pour lequel 200 pl de I’inoculum ont été additionnés de 800
ul du sérum glycosé 5%, est également préparé.

L’ensemble des tubes a hémolyse, hermétiquement fermés, sont incubes a (25+2) °C
pendant 48 heures (Figure 27.B).

Aprés incubation, les tubes sont quantifiées a la cellule de Malassez puis le taux

d’inhibition de chaque concentration de la gamme est calculé comme suit :
Taux d'inhibition en (%)= [1-(T g extrait- T 0)/ (T 48temoin- T0)]*100.
Ou:
To: nombre de levures dans le tube témoin a temps zéro.
T 4s témoin: nombre de levures dans le tube témoin apres 48h d’incubation.

Tas extrait - nombre de levures dans le tube avec extrait testé, apres 48h d’incubation.

La CMI d'extraits des feuilles de vitis viniféra est alors déterminée comme étant la faible
concentration capable d’inhiber a plus de 70% la croissance du champignon étudié
(Figure27.c).
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Figure 27 : Méthode de préparation de la gamme décroissante d'extraits des
feuilles de Vitis viniféra pour déterminer la CMI en milieu liquide.

1.2.6. 3.2.Détermination (CMI) par méthodes de contact direct en milieu solide
+ Principe :

Cette méthode permet la détermination de la CMI a partir d'une gamme de concentrations
de la substance antimicrobienne en milieu solide par I’évaluation du taux d’inhibition selon la
méthode de (Fandohan et al ,2012).

Les essais de détermination de la CMI sont effectués selon la méthode de dilution

standard sur milieu Sabouraud.
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+ Mode opératoire:

A partir des différents tubes de la gamme de concentration croissante de 1’extrait
végetal numéroté de 1, 5, 8, 10, 15, 20, 50 mg/ml. Nous prélevons 500uL est incorporée
séparément dans des tubes contenant 20ml du milieu Sabouraud maintenu en surfusion.
Chaque tube est homogénéisé instantanément par agitation manuelle puis son contenu est
coulé dans une boite de pétri. Un disque mycélien de 6 mm de diametre prélevé de la culture

jeune du mycéte a été inoculé.

° Lecture :

La lecture des résultats a été effectuées apres 2 jours d’incubation a (25+2) °C par
mesure du diamétre de la zone de croissance. Parallelement, nous avons déterminé le diamétre
de la zone de croissance de ces mémes souches fongiques en absence d’extrait.

e Calcul le Taux d’inhibition :
L’effet antimicrobien des extraits sur la croissance des souches filamenteuses est déterminé

par la mesure du taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule d’Ebbot:

T en (%)= (Dk-Do)/Dk x 100

Dk: Diameétre de la colonie fongique du témoin (en mm).
Do : Diameétre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm).

T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.

Analyses statistiques

Dans cette étude nous avons utilise le test statistique ANOVA a un facteur, sans
répétition pour analyser I'effet de séchage par le logiciel MINITAB 2017. Les résultats sont
donnés sous forme de moyennes et écart-types. Ce test nous donne le degré de signification

P ou on dit que la différence : Différence non significative P > 0.05.Différence
significative P < 0.05. Différence hautement significative P < 0.01.Différence trés hautement
significative P < 0.001.

Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition=f (concentration)].

57

—
| —



CHAPITRE I




CHAPITRE I1 RESULTATS ET DISCUSSION

I1. Résultats et Discussion

I1.1. Rendement d’extraction des composés phénoliques :

Le rendement d'extraits de feuilles des deux variétés AB et MB d'espece Vitis

viniféra est calculé selon la régle générale (Falleh et al 2008).

Masse de residu extrait

100

dement (1) = ”
rendement (%) Masse initinl de végétale

Le rendement des différents extraits sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 12 : Rendements des extrait de feuilles des deux variétés AB et MB

exprimé(%).

11.2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans les feuilles des deux variétés de Vitis viniféra par les réactions qualitatives de
caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de compose.

Les résultats des tests phytochimiques ont été réalisés sur les feuilles des deux

variétés de Vitis viniféra sont présentés dans le tableau (13):
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Tableau 13 : les résultats des tests phytochimiques les feuilles de deux variétés de Vitis

viniféra.
Les Résultats obtenus

La classe recherchée B VB
polyphenols +++ 4+
flavonoides +++ 4+
tannins +++ 4+

saponines - -
terpenoides ++ ++

alcaloides - .
sucres réducteurs ++ ++

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) :

test négatif.

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons la présence des composés réducteurs
et des polyphenols, des flavonoides, des tanins et des triterpenes en quantités importantes.

Nous observons aussi I’absence des alcaloides et des saponines dans nos extraits.
11.3. L"Analyse par HPLC des composés phénoliques

Les différents extraits d'espece Vitis viniféra ont été analysés afin de comparer leurs
profils chromatographiques et d’obtenir une information sur la composition de ces extraits en
polyphénols et leurs compares avec les différents standards des étalons utilisé (acide gallique,
acide chlorogenique, l'acide vanilique, acide caféique, vanilline, rutine, naringine et
quercitine).

La quantité de ces composeés a été rapportée en microgramme par un milligramme de

la matiere végétale équivalente en solution standard.
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11.3.1.Chromatogrammes HPLC d'extrait des feuilles de la variété MB :

Les résultats de la séparation d'extrait des feuilles de la variété MB par la
chromatographie liquide a haute performance HPLC sont illustrés dans les spectres suivants :

uv
200000 -

175000
150000
125000
100000
75000
50000

25000

O e e e e ]
o 10 20 30 40 min

Figure28 : profil chromatographique HPLC d'extrait des feuilles de la variéte MB.

L'analyse de les résultats obtenus montre la présence de: I'acide gallique (0.21 ug/ mg
Ms), l'acide chlorogénique (0.368 ug/ mg Ms), l'acide vanillique (1.16 pug/ mg Ms), l'acide
caféique (0.08 pg/ mg Ms), vanilline (0.1903ug/ mg Ms) l'acide coumarique (0.279 ug/ mg
Ms), et la rutine ( 0.223 ug/ mg Ms), naringine ( 1.767 ug/ mg Ms) et quercitine (0.58 ug/ mg

Ms),.On a remarqué que la naringine représente le composé majoritaire .

11.3.2. Chromatogrammes HPLC d’extrait des feuilles de la variété AB :

Les résultats de la séparation d'extrait des feuilles de la variété AB par la

chromatographie liquide a haute performance HPLC sont illustrés dans les spectres suivants :

uv
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Figure 29 : profil chromatographique HPLC d'extrait des feuilles de la variété AB.
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Le profil chromatographique d'extrait des feuilles de la variété AB est représenté au
niveau de la figure 29.

L'analyse des résultats obtenus montre la présence de: I'acide gallique (0.3202 pg/
mg Ms), l'acide chlorogénique (0.402 pg/ mg Ms), l'acide vanillique (0.284 pg/ mg Ms),
l'acide caféique (0.1313 pg/ mg Ms), vanilline (46.4003ug/ mg Ms), l'acide coumarique
(0.4095 nug/ mg Ms), la rutine ( 0.74206 pug/ mg Ms),le naringine ( 1.8399 pug/ mg Ms) et
quercitine (1.1965 pg/ mg Ms).On remarque que la vanilline représente le composé
majoritaire .

Notons qu'au cours de nos analyses tous les composés n'‘ont pas été identifiés par

manque des étalons adéquats.

I1.4. Analyse quantitative des composeés phénoliques par les meéthodes

colorimétriques :

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavanols et des
tannins sont déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe
d’étalonnage exprimeées successivement en mg équivalent d’acide gallique, rutine, quercétine

et de la catéchine par g de la matiere seche (figures 30, 31, 32et 33).
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Figure30 : Courbe d’étalonnage de Figure31 : Courbe d’étalonnage de
I"acide Gallique pour le dosage des catéchine pour le dosage des des tanins
polyphénols totaux (PPT). condenseés (TC).
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Figure 32 : Courbe d’¢talonnage de Figure 33 : Courbe d’étalonnage de
rutine pour le dosage des totaux quercetine pour le dosage des flavanols
flavonoides (FVT). totaux (FLT).

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en flavanols et des

tannins condensés des nos extraits hydrométhanoliquesles sont représentés dans la figure 34.

——

63

et



CHAPIIRE I1 RESULTATS ET DISCUSSION
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Figure 34 : Teneurs en phénols totaux, flavonoides, flavanols et tannins des deux extraits AB
et MB.

11.4. 1. Teneur en polyphénols totaux(PPT) :

La determination de la teneur en polyphenols totaux des différents extraits a été
réalisée selon la méthode utilisant le reéactif de Folin-Ciocalteu. La courbe montre une
linéarité de I’absorbance en fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols
correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en équivalent milligramme d’acide
gallique par g de la matiére séche, et déterminé par 1’équation de type : y = 7.4963 x —0.0405
sachant que R? = 0.995. (Fig. 30).

Les teneurs en polyphénols totaux (Fig. 34) des extraits des feuilles des deux variétés
de Vitis viniféra étudiées AB et MB sont de I’ordre (280.86 + 1.25 et 183.05 + 1.66 mg
EAG/g MS) respectivement.

11.4. 2. Teneur en flavonoides totaux (FVT):

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I'utilisant de la rutine comme étalon (Fig. 32). La teneur en flavonoides est
exprimée en milligramme d'équivalent de rutine par gramme de matiere séche (mg EQ/g de
MS). Les taux des flavonoides des deux extraits ont été obtenus a partir de la courbe

d’étalonnage qui suit une équation de type : y = 10 .033x + 0.0 32 sachant que R = 0,9992.
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Les teneurs en flavonoides totaux (Fig. 34) des extraits des feuilles des deux variétés
de vitis viniféra étudiées AB et MB sont de ’ordre (85.609 + 0.12 et 55.633 = 0.272mg re
/gMS) respectivement.

Ces résultats concordent avec les travaux réalisés ultérieurement ; ceux obtenus par
(Alexandra et al,.2017) montrent des teneurs en flavonoides des quelques variétés de vitis
viniféra ont varient entre (85.6 £ 1.45 et 55.3 + 1.03mg re /g MS).

11.4. 3. Teneurs en flavonols totaux(FLT):

La quercétine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations, La teneur en
flavonols est exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine par gramme de matiére
seche (mg EQ/g de MS). Le taux des flavonols des deux extraits ont été obtenus a partir d’une
courbe d’étalonnage (Fig. 33) qui suit une équation de type : y = 13.926 x + 0.0794 sachant
que R% =0,9952.

Les teneurs en flavonols (Fig. 34) des extraits hydromethanoliques AB et MB sont
10.297 £ 0.582mg EQ /g MS et 8.728 + 0.433mg EQ /g MS respectivement.

11.4. 4. Teneurs des tanins condensés (TC):

Le dosage des tanins condensés a éte réalisé selon la methode de la vanilline en milieu
acide. La teneur en tanins est exprimée en milligramme d'équivalent catéchine par gramme de
matiére végétale seche (mg ECa/g MS). Les taux des tanins des extraits ont été obtenus a
partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type: y =1.0108x-0.0144 sachant que
R’= 0,9986.

Les teneurs en tanins condenses (Fig. 34) des extraits des feuilles des deux variétés de
vitis viniféra étudiées AB et MB sont de I’ordre (197.57 + 3.31 et 133.066 *+ 3.41 mg ECalg

MS) respectivement.

11.5. Discussion

Les variations des rendements d'extraction peuvent étre attribuées a la différence de
solubilité des composés phénoliques dans les solvants d'extraction. Dailleurs, le degré de
polymérisation de ces composeés et leurs implications dans d'autres structures moléculaires

induits a la formation des complexes insolubles Falleh et al (2008).
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La méthode d'extraction de polyphénols doit permettre I'extraction compléte des composes

d'intérét et doit éviter leur modification chimique (Sun et al., 2005).

Avec la méthode d’extraction par macération ou on a utilisé le méthanol, solvant le
plus recommandé pour extraire le maximum de composés phénoliques, posséde 1’avantage
d’étre ¢éliminé facilement (Ribérau-Gayon, 1972). Selon (Falleh et al., 2008), le méthanol
est le solvant approprié pour obtenue maximum récupération des polyphénols, est liée a la
solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires.

Les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires de
moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005). Les études précédentes montrent que le
méthanol un des solvants les plus utilisés pour une haute récupération de composés
phénoliques (Benbrinis, 2012) et I’obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barros et
al., 2010). Ce solvant a éte utilise dans cette étude pour obtenir les extraits a partir des feuilles
de deux varietés AB et MB d'espece Vitis viniféra.

les variations quantitative et qualitative du contenu polyphénolique entre les deux
plantes etudiées peuvent étre liees aux facteurs climatiques et environnementaux comme la
zone géographique, la sécheresse, le sol, les maladies (Ebrahimi et al., 2008) et la période de

récolte.

Selon (Hayouni et al., 2007), La variabilité des teneurs en phopyphénols chez les
especes végetales est di probablement a la composition phénoliques des extraits , aux facteurs
génotypiques (EI-Waziry., 2007), les conditions biotiques (espece, organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008).

Selon Djeridane et al, (2005), la teneur des métabolites secondaires de la plante peut
changer ; en raison de ’existence d’une liaison avec les conditions climatiques défavorables
et les conditions de collections telles que les températures élevées, la durée d’exposition
solaire, la nature du sol et la saison de croissance .En plus I'organe analysé, la région, la date

de la récolte et le degré de maturité.
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11.6. Evaluation de I'activité antioxydante

La mise en évidence de I’activité antioxydante des différents extraits de la plante
testée a été réalisée par quatre méthodes : la capacité antioxydante totale (CAT), le piégeage
du radical libre DPPH, la réduction du fer (FRAP) et le test d'hémolyse.

11.6. 1.La capacité antioxydante totale (CAT):

La capacité antioxydante totale (CAT) est exprimée en milligramme équivalent
d’acide galligue par gramme de matiére seche (mg EAG/g Ms). Le taux de capacité
antioxydante totale des extraits a été obtenu a partir d’une courbe d’étalonnage d’acide
gallique ayant I’équation : y = 2.905x + 0.0175 avec un coefficient de corrélation R? = 0.9934.

y=2,905x+ 0,017
R?=0,993

Figure 35 : Courbe d’étalonnage d'acide gallique de test CAT.

Nos résultats sont présentés dans la figure (36).

Figure 36 : Variation de la capacité antioxydante totale des deux plantes AB et MB.
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Les résultats obtenus montrent que les deux extraits présentent des activités
antioxydantes différentes. L’extrait des feuilles de la variété AB posséde la meilleure capacité
antioxydante totale de I’ordre de (428.23+10.13mg EAG/g Ms) que L’extrait des feuilles de la
variété MB qui révélent une capacité antioxydante totale de 1’ordre de (227.88+8.13mg
EAG/g Ms).

Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par (Alexandra et al, 2017) qui ont
trouvé que la capacité antioxydante totale de quelques variété d'espece vitis viniféra varié
entre (429.3 £ 11.1mg EAG/g Ms, 261.9 + 17.05mg EAG/g Ms et 179.0 + 4.97mg EAG/g
Ms).

11.6.2. Piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl):

L activité antioxydante des extraits de feuilles des deux variétés AB et MB d'espece
vitis viniféra vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotomeétre 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 I’absorbance induite par des substances anti radicalaires (Majhenic et al,
2007).

Les capacités antioxydantes des extraits des deux plantes étudiées ont été déterminées
et comparées a I’activité de composé anti-radicalaire acide ascorbique comme référence.

Les résultats obtenus sont représentés la figure 37.

80
70
60

50 #aasc
40 EAB

30 MB
20

10

(1% ) Proucentage
d'inhibtion
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Concentration en mg/ml

Figure 37 : Pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des différents

extraits des feuilles de Vitis viniféra et d’acide ascorbique.
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Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration
inhibitrice de 50 % des radicaux (IC50). Il définit la concentration efficace du substrat qui
cause la perte de 50 % de I’activité du radical DPPH (couleur). (Abdulmajed et al., 2005).

Ces CI50 sont determinées a partir de graphe de Figure (37).
La variabilité de I’activité anti radicalaire chez Vitis viniféra trouvée pour tous les

extraits testés et l'acide ascorbique sont indiquées dans la figure (38) sous forme

d’histogramme.

0,06 4 MB
0,05 - AB
' 0.04 - W A.asc

EC50 en mg/ml

Figure 38 : Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 1C 50 des différents

extraits et d'acide Ascorbique en mg/ml.

Les résultats révelent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration. Tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire vers le
DPPH.

Les résultats montrent que I’acide ascorbique a une activité antiradicalaire tres
puissante avec 1Cso d’ordre 0,0142 mg/ml. Par ailleurs, les extraits AB et MB ont montré les
activités antiradicalaires les plus faibles que I'étalon en affichant les 1Cso les plus fortes de
I’ordre de 0.0373 et 0.05 mg/ml respectivement.

D'une maniéere générale, notre espéce possede une activité antioxydante moins que

celle de l'acide ascorbique qui est considérée comme un antioxydant puissant.

Les capacités des extraits naturelles a piéger les radicaux libres, dépendent d’un
certain nombre des parameétres ; la dose, la structure, les substituant et le degré de

polymérisation de la molécule (Mohammedi, 2013).
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Cette activité peut étre due a la richesse de ces extraits en composés phénoliques
(Ahrizat et Sobti, 2016). En effet, les composés phénoliques et plus particuliérement les
flavonoides sont reconnus comme des substances potentiellement antioxydants ayant la
capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de ’oxygéne (Javanovic et
al. 1994).

(HUA et al, 2008) ont trouvé une valeur d’ICsp de 0.0422 mg/ml en étudiant 1’effet
antioxydant des feuilles d'espece Vitis viniféra de (chine), ce qui est inférieur au pouvoir
antioxydant de la variété AB et supérieur que la variété MB d'espéce Vitis viniféra. D’autre
part & comparer avec autre variété de Vitis viniféra (Didem et al. 2008) ils trouvent une valeur

d’ICso de 13.13 mg/ml ce qui est supérieur par rapport a notre étude.
11.6.3. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power):

Le test de FRAP permet de définir la capacité d’un antioxydant a inhiber I’initiation
des réactions radicalaires par les ions métalliques. Pour chaque extrait, une concentration a été
testée (0.5 mg/ml) et I’absorbance lue a 593 nm. Les résultats sont exprimes en mg eéquivalent
de FeSO,4 par 100mg de matiere seche (mg E FeSO,/100mg Ms).

Cette capacités antioxydantes des extraits de plante étudiée ont été obtenu a partir de

la courbe d’étalonnage d'acide ascorbique suit une équation de type : y = 1.0108x + 0.0144
sachant que R? = 0.9986 (figure 39).

0,9 - y=1,0108x + 0,0144
0,8 _ RZ= 0,9986

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Figure 39: Courbe d’étalonnage d'acide ascorbique pour le test de FRAP.
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Les résultats de ’activité réductrice de I’ion ferrique des nos extraits sont représentés

dans la figure (40).

0,9
0,8 I
0,7
0,6 I
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

mg E FeSO,/100mg Ms

MB AB

Figure 40 : Pourvoir réducteur des extraits AB et MB d'espéce Vitis viniféra.

D’aprés I’histogramme illustré dans la figure 40, on remarque une variabilité de
pouvoir réducteur entre les deux extraits de la plante étudiée, on trouve que la grande valeur
est enregistrée a l'extrait AB (0.8007 £0.0148 mg E FeSO4/100mg Ms), Dailleurs, I'extrait
MB posséde une valeur de I'ordre (0.5757+0.0514 mg E FeSO,/100mg Ms).On constate que
I'extrait de la plante AB posséde une bonne action vis-a-vis de Fe** présent dans la solution

testée largement supérieure par rapport I'extrait de la plante MB.

Cette variabilité de ses propriétés a cause de la quantité notable de polyphénols et de
flavonoides dans nos extraits qui peut jouer un role majeur dans l'inhibition antioxydante.
Ainsi, ’activité prooxydante de ces substances est le résultat de leur capacité a réduire les
métaux comme le Fe.; pour donner Fe,, lequel réagira avec O, ou H,O, avec génération

d’initiateurs de I’oxydation (Kebieche, 2009).

1.5.4. Test hémolyse

Le test d’hémolyse ou KRL (Kit Radicaux Libres), réalisé sur des érythrocytes
humains, permet de refléter de fagon globale le potentiel de défense d’un individu vis-a-vis
d’une agression aux radicaux libres. Dans ce test on utilise 1’acide ascorbique comme

standards, les résultats obtenus sont représentés dans les figures 41, 42, 43.
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Figure 41 Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique dans le teste hémolyse
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Figure 42 : Courbe des pourcentages d'inhibition de I'hnémolyse globules rouge en termes de
concentrations d'extrait AB
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Figure 43 : Courbe des pourcentages d'inhibition de I'némolyse globules rouge en termes de
concentrations d'extrait MB
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Les pourcentages d'inhibition du test hémolyse mesurent pour la concentration
1.2mg/ml présenté dans la figure suivant.

60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -

o @ l I

Proucentage d'hémolyse %l

Figure 44 : Variation de pourcentage d'inhibition du test hémolyse.

Les resultats illustrés dans la figure(44) montrent que le maximal pourcentage
d’inhibition a été enregistré pour l'acide ascorbique (8.306%) mesure a une concentration 1.2
mg/ml. En revanche, les extraits AB et MB a la méme concentration possedent un
pourcentage d’inhibition d'ordre 35.06%, 51.92% respectivement.

Selon Feri, (1990), L'acide ascorbique s'est avéré I'antioxydant primaire dans le plasma, il est
classe parmi les antioxydants les plus puissants connus,

On remarque que l'extrait AB est plus efficace que MB contre I'oxydation des lipides
dans la membrane d'érythrocyte.

Cette différence d'activité pourra étre due a I'effet de la solubilité des composés dans
les milieux réactionnels. Puisque l'acide ascorbique (vitamine C) est classé comme un
composé hydrosoluble, il peut agir alors contre la propagation radicalaire.

De nombreuses études ont démontré la capacité des composés phénoliques pour
protéger les globules rouges contre les stress oxydatifs (Valente et al ., 2011). Il peut étre
assidu au le site des flavonoides dans les membranes cellulaires qui sont les sites de
peroxydations lipidiques (Ferrali et al ., 1997). Les flavonoides inactivent et stabilisent les

radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle (C3-OH) fortement réactif.
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Il .7 . Evaluation I'activité antifongique

117 .1. Test identification des souches fongiques :
1.7 .1. 1. Identification des levures :

Pour validation des types des souches étudiés nous avons fait les tests suivants:
(CHABASSE, 2002)

e Test de blastése pour les candida :

Les résultats d’observation microscopique obtenus apres le test de blastése sont

regroupes dans le tableau suivant :

Tableaul4 : Examen microscopique de ; C. glabrata, C. albicans et C. tropicalis apres le test
de blastése (Grossissement x100).

Production de tubes germinatifs apres 3-4h d'incubation a

MICRO - 370C.
ORGANISMES :
To T+3h Grossissement x100
~ ,
Candida albicans _ + €—
!
.
Candida tropicalis
- - 0 : 9
.
Candida glabrata r O ‘

11.7 .1. 2ldentification des moisissures :

Les aspergillus sont reconnaissables a I'examen microscopique par les filaments septés

portant des tétes aspergillaires (spécifiques du genre Aspergillus) (CHABASSE, 2002).

Les résultats d’observation microscopique obtenus sont regroupés dans le tableau(15):
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Tableau 15 : Aspect microscopique des aspergillus au bleu de méthyléne, obj x 100 [Photos

du service de parasitologie mycologie, laboratoire el-madjed — el-oued.]

aspergillus niger aspergillus fumigatus aspergillus flavus

I11.7. 2. Les résultats de ’antifongigramme :

L’antifongigramme permet de mesurer la capacité des extraits de feuilles de deux
variétés AB et MB d'espéce Vitis viniféra a inhiber la croissance fongique in vitro et la
comparer avec un antifongique de référence (flucazole) ®.

Cette étude a eté effectuée sur 6 souches fongiques: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida glabrata, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, et Aspergillus niger.
Selon (carson et al. 1995 et cavallo et al. 2006).
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11.7. 2.1 L’antifongigramme d'antifongique de référence flucazole®

La représentation graphique des diametres d'inhibition des souches fongiques étudiées
vis-a-vis de l'antifongique de référence flucazole® est regroupée dans la figure (45)

60 -
50 A
m albicane
40 L
M tropicalis
30 - m glabrata
-
B fumigatus
20 7 m flavus
10 - niger
0 T T T T T 1
albicane  tropicalis  glabrata  fumigatus flavus niger

Figure 45 : Diamétres en mm des zones d'inhibition les souches fongiques par I'antifongiques

de référence flucazole®.

D'aprés les résultats obtenus, toutes les souches fongiques sensibles a la flucazole®
avec différents des diamétres des zones d'inhibition Le plus grand a été enregistré sur Candida
albicans avec une zone d'inhibition de 50 mm, et le plus petit a été enregistré sur Aspergillus
niger avec des zones d'inhibition de 24.33 mm. En ce qui concerne les souches Candida
tropicalis, Candida glabrata, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatus ont présenté des

zones d'inhibition de 46.33 mm, 32.67 mm ,43mm et 27 mm respectivement.

Ceci peut étre expliqué par l'effet le fluconazole qu'est un dérivé triazolé aux effets
fongistatiques qui permettent l'inhibition de la synthése de I’ergostérol dans la cellule du

champignon, celui —ci serait responsable des lésions de la membrane cellulaire.

La flucazole® est hautement spécifique des enzymes spécifiques P-450 des

cytochromes fongiques (Florence Robert-Gangneux et al., 2010).
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11.7.2.2. L’antifongigramme d'extrait de la plante AB

Les résultats des diametres des zones d'inhibition (mm) d'extrait de la plante AB vis-a-

vis des souches fongiques sont regroupés dans les tableaux (16) :

Tableau 16 : les diametres des zones d'inhibition (mm) d'extrait de la plante AB vis-
a-vis des souches fongiques.

Concentration des extraits de la plante AB testés sur les

Les souches Souches fongique
fongiques
5 10 20 50
C.albican 8+1 10+0.25 13+0.57 6+0.577
C.tropicalis 6+0.5 7.33+£1.20 15.5+0.5 6+0
C.glabrata 8.71+£0.45 0+2. 46 11+0.6 14+0.577
AS flavus 6.33+1.85 7.33t1.20 = 8.71:0.45 620
AS.niger 7.520.65 10.5+£0.5 11+0.38 6+0.5
AS.fumigatus 8+0.4 9+2.92 9+1 6+0.5

*Les valeurs représentent la moyenne + écart type (n=3).

On observe des diamétres zones d’inhibitions différentes selon la souche testée

(Annexe 6).

La souche la plus efficacement inhibée par I’extrait de la plante AB est la levure
Candida albicans a concentrationl0 mg/ml avec une zone de 45 2 millimétre autour du
disque, tandis que candida tropicalis et candida glabrata on remarque que des diamétres zones
d’inhibition de 40£2.92 mm et 30£0.645 mm pour les concentrations 5 mg/ml et 10 mg/ml
respectivement, puis ces valeurs des diamétres zones d’inhibition diminué petit a petit jusqu’a

une activité nul a 50 mg/ml.

77

——
| —



CHAPIIRE I1 RESULTATS ET DISCUSSION

On observe aussi que I’extrait de la plante AB posséde une activité antifongique vis-a-
vis aspergillus flavus, aspergillus niger, aspergillus fumigatus ou les meilleurs résultats
représentesnt des zones d'inhibition des diamétres respectivement de 39+2.77 mm, 20+1 mm,
23+0.23 mm pour les concentrations suivantes : 10mg/ml, 10 mg/ml, 5 mg/ml. Puis toutes ces
valeurs des diamétres zones d’inhibition diminué petit a petit jusqu’a une activité nul a 50

mg/ml.
11.7.2.2.3 L’antifongigramme d’extrait de la plante MB

Tableau 17 : Diamétres des zones d'inhibition (mm) de I’extrait MB de la plante vis-a-vis des
souches fongiques.

Concentration des extraits de la plante AB testés sur les

Les souches Souches fongique

fongiques
5 10 20 50
C.albican 8+1 10+0.25 13+0.57 6+0.577
C.tropicalis 6+0.5 7.33+1.20 15.5+0.5 6+0
C.glabrata 8.71+0.45 9+2. 46 11+0.6 14+0.577
AS.flavus 6.33+1.85 7.33£1.20 8.71%0.45 60
AS.niger 7.5%0.65 10.5+£0.5 11+0.38 6+0.5
AS.fumigatus 8+0.4 9+2.92 9+1 6+0.5

*Les valeurs représentent la moyenne + écart type (n=3).

On marque que I’a souche la plus efficacement inhibée par I’extrait de la plante MB
est la levure candida tropicalis a la concentration 20 mg/ml avec une zone de 15.5+0.5
millimetre autour du disque, tandis que pour candida albicans on remarque que des diamétres
zones d’inhibition augmentent jusqu'a 13£0.57 mm avec la concentration 20 mg/ml. Toutes
ces valeurs des diamétres zones d’inhibition diminué petit a petit jusqu’a une concentration 50
mg/ml qu'aucune activité n'est signalé. Concernant le candida glabrata on remarque une
augmentation des zones d'inhibition avec l'augmentation de concentration ; 8.71+0.45mm

pour une concentration 5mg/ml et 14+0.577mm pour une concentration de 50 mg/ml.
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En ce qui concerne les souches aspergillus flavus, aspergillus fumigatus et aspergillus
niger on remarque que I’extrait de la plante MB possede une faible inhibition de croissance
sur ces moisissures avec le meilleur zone d'inhibition de 11+0.38 mm a été marqué pour

aspergillus niger avec la concentration 20mg/ml.

I1.7.3.Comparaison entre I'activité de I'antifongique de références et les extraits des
plantes AB et MB :

Figure 46 : Comparaison de l'activité de I'antifongique de références et les extraits des plantes
AB et BM contre les souches testés :
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L'analyse de la variance des moyennes des diametres de zone d'inhibition d'extrait de
la plante AB indique qu’il y une différence trés hautement significative (p<0.001) par rapport
a celui de l'antifongique de référence ont eté marqué par rapport chaque souche testée avec les

valeurs de concentration suivante:

Pour candida albicans, candida glabrata, aspergillus flavus et aspergillus niger : ont été
marqué pour la concentration 10 mg/ml. Alors que candida tropicalis et aspergillus fumigatus

ont éte enregistrée dans la concentration 5 mg/ml.

Concernant L'analyse de la variance des moyennes des diametres de zone d'inhibition
I'extrait de la plante MB a monté une différence hautement significative (p<0.01) en
comparaison avec ’effet d’antifongique de référence. Ces résultats ont été obtenus vis-a-vis

candida glabrata avec la concentration 50 mg/ml.
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I1.7.4.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

I1.7.4. 1. Détermination (CMI) sur milieu liquide par méthode du macro- dilution:

La CMI est définie comme est la concentration minimale de 1’extrait qui inhibe plus de
70 % de la croissance fongique. Les résultats ont été déterminés par la technique de macro-
dilution en milieu liquide pour les extraits de feuilles de deux variétés AB et BM d'espéce
vitis viniféra qui a démontré une activité antifongique sur les différentes souches levuriques
testées.

11.7.4.1.1. la détermination de CMI d'extrait de feuilles de la plante AB :

Les résultats relatifs a la croissance des levures étudiées soumises a 1’action des

différentes concentrations d'extrait de feuilles de la plante AB sont illustrés dans le tableaul8 :

Tableaul8: L'activité antifongique d'extrait de feuilles de la plante AB sur les especes de

Candida.sp testees.

Les Concentration des extraits de la plante AB testés sur les Souches fongiques
souches
fongiques 1 5 8 10 15 20 50

C. albican | 8.89% | 32.2% | 41.05% | 69.72% | 83.92% | 41.05% ND

(.:' . 3157 78.94% | 57.89% | 47.36% | 31.57% | 2.63% ND
tropicalis %

C, 7.14% | 2857 % | 33.31% 50 % 70.64% | 57.14% ND
glabrata

ND : Non déterminé

A partir les résultats illustrés dans le tableau (18), la plus faible CMI d'extrait de
feuilles de la plante AB a été obtenue sur C.tropicalis (5 mg/ml) avec le taux d'inhibition de
78.94%, tandis que la plus haute CMI a été marqué sur. Candida albicans et C.glabrata avec

une concentration de 15 mg/ml avec le taux d'inhibition de 83.92 %et 70.64 %.

D'apres les résultats mentionnés, on peut classifier I’efficacité d'extrait des feuilles de

la plante AB testée contre les Candida. sp selon I’ordre décroissant suivant :

C. tropicalis> C. albicans> C. glabrata.
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11.7.4.1.2. Détermination CMI d'extrait de feuilles de la plante MB

Les résultats relatifs a la croissance des levures étudiées soumises a 1’action des

différentes concentrations d'extrait de feuilles de la plante MB sont illustrés dans le tableau :

Tableaul9: Activité antifongique d'extrait de feuilles de la plante BM sur les espéces de

Candida.sp testées :

soLgfsles Concentration des extraits de la plante MB testés sur les Souches fongique.
u
fongs'q“e 1 5 8 10 15 20 50

& ND | 7.25% | 103% | 1425% | 18% 28 % ND
albican

(.:' . ND 5% 11.21% | 19.61 % 20 % 31.57 % ND
tropicalis

= ND 2.14 % 5% 7.14 % 14.28 % 20.4 % 40.28 %
glabrata

ND : Non déterminé

Daprés les résultats illustrés dans le tableau, on observe que I’efficacité d'extrait de
feuilles de la plante MB testées contre les Candida. sp remarque un faible pouvoir inhibiteur

et tous les valeurs des taux d'inhibition sont inférieur au seuil limite arbitraire de 70 %.

L'extrait de feuilles de la plante MB ont inhibé la pousse fongique de C. tropicalis et
C. albicans avec le taux d'inhibition de 31.57 % et 28% dans la concentration de 20 mg/ml

respectivement. Alors que C. glabrata 40.28% dans la concentration 20 mg/ml.

D'aprés les résultats mentionnés on peut étre classées I’efficacité d'extrait de feuilles

de la plante MB testées contre les Candida.sp selon I’ordre décroissant suivant :

C. glabrata. >C. tropicalis > C. albicans.
11.7.4.2. Détermination (CMI) par méthodes de contact direct en milieu solide.

Selon (Dramane et al. 2010), les extraits dont la zone d’inhibition a un diamétre
supérieur ou égal a 10 mm, sont sélectionnés pour déterminer les concentrations minimales
inhibitrices (CMI). Par conséquent ce test a été réalisé seulement pour L’extrait de la plante
AB.
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Tableau20: Effet inhibiteur de différentes concentrations d’extrait de la plante AB sur la

croissance.
Les Concentration des extraits de la plante AB testés sur les Souches fongique
souches
fongiques 1 5 8 10 15 20 50
n%sér 5.55% | 26.38 % | 54.16 % 79 % 33.33% ND ND
As.
Fumigatu | 15.62% | 62.5% | 31.25% %25 10 % ND ND
S
AS. 31.25% [ 63.75% | 75% 85 % 12.5 % ND ND
flavus

ND : Non déterminé.

Les résultats du pourcentage d’inhibition d'extrait de la plante AB déterminés a partir
des diamétres des zones d’inhibition (Tableau20), montrent qu'il exerce une activité

inhibitrice sur toutes les souches fongiques testées avec un pourcentage d’inhibition variant.

Daprés le tableau (31), on remarque que le meilleur pourcentage d'inhibition
pour aspergillus niger et aspergillus fumigatus est observée a la concentration 10 mg/ml.
Alors que, le meilleur pourcentage d'inhibition pour aspergilus flavus était a la concentration
de 5 mg/ml aves valeur de 62.5%.D'aprés les resultats mentionnés on peut étre classées
I’efficacité d'extrait de feuilles de la plante AB testées contre les Candida.sp selon I’ordre

décroissant suivant : As. Flavus > As. Niger > As.fumigatus.
I1. Discussion

Les résultats obtenus confirment une fois de plus I’efficacité des extraits des plantes
médicinales et leur pouvoir antiseptique qui vient rivaliser celui des antifongiques. De
nombreux travaux soulignent cet effet antimicrobien des principes actifs naturels (Mubashir
et al., 2009).

La variabilité dans I’activité antifongique de deux plantes peut étre due a la différence
dans la teneur en polyphénols de leurs extraits méthanoliques comme montrés par plusieurs
auteurs. En effet, la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique des feuilles de
plante AB était de 1’ordre de (280.86 + 1.25 mg EAG/g MS), alors que dans celui de feuilles
de plante MB, elle correspondait a (183.05 + 1.66 mg EAG/g MS).
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En effet, Nacira Amara et al., (2016) signalent que I’extrait des feuilles de I’espéce
Vitis viniféra exerce une forte activité inhibitrice sur les souches de Bacillus subtilis,
pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Escherichia coli, et une activité de
moindre degré sur Candida albicans.

Selon les résultats enregistrés, la capacité antifongique des extraits de feuilles de deux
variétés AB et MB d'espéce Vitis viniféra sont plus différentes. Cette différence peut étre a
I’origine de la composition chimique différente entre les deux extraits (Irkin et al, .2004).Ces
résultats peuvent également étre expliqués par le taux élevé en composés phénoliques dans
I'extrait des feuilles de la plante AB que I'extrait des feuilles de la plante MB.

Une étude réalisée par Didem et al ., (2008) sur I’activité antifongique des feuilles de
Vitis viniféra indique que I' extrait des feuilles possede une grande efficacité sur candida

albicans et parapsilosis.

Cowan (1999) a rapporté que les differentes classes de polyphénols essentiellement
les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les
microorganismes. Cette toxicité en fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles
présents sur le composé phénolique. En outre, il est évident que I’augmentation de
I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de ces
phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance microbienne suite a leur adsorption
sur les membranes cellulaires, interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation en

substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al., 2010).

L’efficacit¢ optimale d’un extrait peut ne pas €tre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutdt a I’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et

Srour, 2000).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des composés phénoligues est sans doute trés
complexe. Parmi les hypotheses avancées, I'inhibition de la synthése d'acide nucléique,
’altération des fonctions de la membrane cytoplasmique, la séquestration de substrats
nécessaires a la croissance microbienne et I’inhibition du métabolisme énergétique microbien
(Jungkind, 1995).

En analysant les résultats obtenus, nous pouvons conclure que les micro-organismes
qui ont montré de grandes zones d'inhibition observées par la méthode de diffusion sur milieu

gélosé ne sont pas toujours qui présentent les plus faibles valeurs des CMI. En fait, le
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diametre de la zone d'inhibition peut étre affecté par la volatilité de I'extrait. De la méme
maniére, plusieurs auteurs ont signalé que les souches qui présentaient de grandes zones
d'inhibition (méthode de diffusion) ne sont pas toujours les plus sensibles (les valeurs de CMI
ont été plus faibles) car la taille de la zone d'inhibition ne reflete pas [I'efficacité
antimicrobienne du produit testé. Elle peut étre affectée par la solubilité et I’évaporation de
I'extrait (Cimanga et al., 2002 ; Hernandez et al., 2005).

Selon les résultats on montre que les genres candida sp sont plus sensibles que les
moisissures. Cela peut s’expliquer par ’accessibilité directe de la paroi des levures et ce n’est
pas le cas pour les moisissures protégées par la structure mycélienne rigide, en effet, certains
auteurs ont mentionnés que leur paroi est constituée de trois polysaccharides : - 1,3 glucane,
la chitine et la mannane associées par des liaisons chimiques (Farkas et al ., 1985). Il est
probable que les molécules contenues dans les extraits inhibent la synthese de la chitine et
agissent alors comme certains antibiotiques (Isono et Suzuki, 1979). D'autre part, le
mécanisme d'action des agents antimicrobiens sur les levures reste mal connu (Isono et
Suzuki, 1979 et Hassan et al., 2006).

On remarque a partir les résultats de notre étude que d'extraits de feuilles des deux
variétés AB et MB d'espéce Vitis viniféra posseéde une forte capacité inhibitrice contre les
souches testées dans les faibles doses ou l'effet atteint son apogée a partir la concentration
5 mg/ml a 15 mg/ml. D'autre part dans les fortes doses n'est aucune activité inhibitrice sur les
souches fongiques pour des raisons reste inconnu, ces résultats ouvrent la voie a d'autres

études pour déterminer les causes responsables de ces effets.
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Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Dans ce contexte nous nous sommes intéressés a I'étude
des propriétés antioxydante et antifongique des feuilles des deux variétés AB et MB d'espéce

vitis viniféra.

Le criblage préliminaire par des tests colorimétriques a révélé la présence des
composés réducteurs et des polyphenols, des flavonoides, des tanins et des triterpénes en
quantités importantes. Nous observons aussi I’absence des alcaloides et des saponines dans

nos extraits.

L'analyse quantitative des phénols totaux, des flavonoides, des flavanols totaux et des
tanins condensés a été réalisée par les courbes d'étalonnage des étalons d’acide gallique,
rutine, quercétine et catéchine respectivement. Celle-ci nous a permis de confirmer que notre
plante contient des quantités importantes en composes phéenoliques. Ces quantites variees

selon la variété.

La teneur en polyphénols totaux pour les différents extraits a été estimée par la
méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, on a remarqué que l'extrait des feuilles des deux
variétés de vitis viniféra étudiées AB et MB sont de 1’ordre (280.86 + 1.25 et 183.05 + 1.66
mg EAG/g MS) respectivement.

Pour évaluer l'activite antioxydant de l'extraits alcooliques en utilisant des tests: la
capacité antioxydant totale (CAT) par la réduction de molybdéne , L’extrait des feuilles de la
variété AB possede la meilleure capacité antioxydante totale de I’ordre de (428.23+10.13mg
EAG/g Ms) que L’extrait des feuilles de la variété MB qui révelent une capacité antioxydante
totale de I’ordre de (227.88+8.13mg EAG/g Ms).

Cependant, pour le piégeage du radical libre DPPH. Et en comparant les IC50 des deux
extraits testés par rapport a celle de ’acide ascorbique. Les résultats montrent que I’acide
ascorbique a une activité antiradicalaire tres puissante avec 1Cso d’ordre 0,0142mg/ml. Par
ailleurs, les extraits AB et MB ont montré les activités antiradicalaires les plus faibles que
I'étalon en affichant les ICso les plus fortes de I'ordre de 0.0373 et 0.05 mg/mi

respectivement.

L'étude a également montré que divers extraits de Vitis viniféra contient une quantité
large et variée de composés phénoliques est tres efficace dans la protection de la membrane

des globules rouges de contre la agression induite par H202 et FeCls particulierement I'extrait
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de la variété AB alors que le pourcentage d'inhibition qui a été estime a (35.06%), cette valeur
trés élevée par rapport a l'acide ascorbique (8.306%), et le test de FRAP montre que les
extraits de Vitis viniféra posséde une forte capacité d’inhiber I’initiation des réactions

radicalaires par les ions métalliques.

L’activité antifongique a été déterminée sur six souches fongiques (Candida albicans,
Candida galabrta, Candida tropicalis, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus et Aspergillus
niger) selon la méthode de diffusion des disques, les résultats de notre étude montrent que
I'extrait de feuilles de la AB est possede une forte capacité inhibitrice contre les souches
testés, On a trouvé aussi que le champignon le plus sensible est candida albicans avec une
zone de 45 £2 mm. Par ailleurs I'extrait de la plante MB possede faible activité inhibitrice

contre les souches testées.

En ce qui concerne la détermination des concentrations minimales inhibitrices, les
souches fongiques ont été inhibées sous 1’action d'extrait des feuilles de la plante AB avec
des concentrations variant de 5 a 15 mg/ml. Alors que l'extrait des feuilles de la plante MB

avec des concentrations variant de 20 a 50 mg/ml.

En termes de limites, il convient de placer ce travail dans un contexte plus prospectif,

car sur de nombreux points, il ouvre plusieurs nouvelles voies de recherche.
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Annexe I:les Matériels utilisés

Matériels utilisés Illustration

Evaporateur de type Rotavapor
BUCHI Haeting bath R-491
(photo
originale).

Spectrophotomeétre de type
UVmini-1240 SHIMADZU
(photo originale).

Balance analytique(photo
originale)

Etuve de type LAB TECH modele
LIB-060 M (photo
originale).
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Chromatographique

Centrifugeuse

Autoclave




Annexe I1: résultats des tests phytochimiques

Annexes

Test polyphénol

la variété mokrani
blanc(MB)

la variété
ahmerbouamer(AB)

Test des saponines

Test de tannins

Test des flavonoides

Test des Alcaloides
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Test des sucres
réducteurs

Test
desTerpénoides

Annexe 11: les différents standards des étalons utilisé pour HPLC.

f all tr Alilaall R2
Gallic acid 529 y = 54681x R2=0.9956
Chlorogenic acid 13.392 y = 21665x% Rz=0.9853
vanilic acid 15531 y =65077x R2=0.9921
Caffiec acid 16.277 y = 84066x RZ2=09974
vanilin 21.46 y = 58930x R2=0.9966
p-Coumaric acid 23817 y = 49495x Fz=0.9961
Rutin 2837 y = 28144x RZ=10.9869
Marginig 34788 y = 19379x RZ=0.9968
Quercetin 45 047 y = 45378x Rz=0.9962
Lamda=268nm
Annexe I11: I'activité antifongique des feuilles de vitis viniféra sur les espéces de

Candida.sp testées.
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Td'incubation les souches fongiques
Candida albicans | Candida tropicalis | Candida glabrata
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