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Résumé

La vigne est I’'une de plus anciennes cultures qui a vu naissance depuis quatre mille ans
environ. lls sont définis par leur intégration dans les industries alimentaires de I'nomme. Cette
étude vise a évaluer l'activité antibactérienne de quelque variété de Vitis vinifera cultivées
dans la région d'EI-Oued. Pour faire réussir cet projet, on a fait notre étude de ces quatre
variétés de Vitis vinifera provenant de différentes communes. Ou on a obtenu des extraits
hydrométhanoliques bruts des feuilles, on les a obtenu par la méthode d'extraction
maceération. Les résultats obtenus d’extraction, lorsqu’on a fait le screening chimique qui a
mis en évidence la présence de flavonoides, d'alcaloides, tanins cathéchiques, saponosides,
Polyphénols, terpénoides, Anthocyanes, Coumarines, Quinones et les sucres réducteurs dans
la majorité des extraits. Les rendements sont : pour la plante 1(22.75%), la plante 3 (22.39%),
la plante 4 (18.84%) et la plante 2 (18%). Les analyses quantitatives effectuées ont montre
que l'extrait de la plante 4 riche en polyphénol totaux (138.91+1.82 ugEAG/mgMS), en
flavonoides (30.79+0.021 pgEQ/mgMS) en tanins condensés (57.05+1.66 HgEAG/mgMS).
Aussi I’étude de I’activité antibactérienne a montré que I'extrait de la plante 4 a une forte
activité contre Escherichia coli ATCC 25922 et Listeria innocua CLIP 74915 avec des
zones d’inhibition (en mm) de 8.8+1.17 et de 8.0+0.397 respectivement par rapport les
autres plantes, par contre ces résultats ont été tres faibles par rapport I'antibiotique utilisé
(Gentamycine) 34.5+0.289 mm et 34.8+0.167 mm respectivement de facon significative
(p<0.05), l'extrait de la plante 3 a une forte activité contre Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 et Klpseilla pnemoniae ATCC 700603 avec des zones d’inhibition (en mm) de
7.4+0.208 et de 9.0 £0.878 respectivement par rapport les autres plantes, par contre ces
résultats ont été tres faibles par rapport I'antibiotique utilisé (Gentamycine) 34.7+ 0.333 mm
et 19.5£0.5 mm respectivement de facon significative (p<0.05) et I'extrait de la plante 1 a
une forte activité contre Salmonella enterica ssp. arizonae CIP 81-3 avec de zone d’inhibition
(en mm) de 7.7+1.47 par rapport les autres plantes, par contre ces résultats ont été tres faibles
par rapport l'antibiotique utilisé (Gentamycine) 19.7+0.333 mm de facon significative
(p<0.05).

Mots-clés: Vitis vinifera, activité antibactérienne, composés phénoliques, antibiotique.
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Introduction

Introduction

La vigne est une plante tres anciennement cultivée par I’homme, si bien que I’histoire de la
viticulture se confond avec I’histoire de I’homme. Elle posséde de grandes facultés
d'adaptation aux conditions pédoclimatiques ou elle est cultivée dans les régions chaudes et
également sous des climats relativement froids (Reynier, 1989; Galet, 1998). Une estimation
de la diversité de Vitis vinifera fait état a plus de dix milles cultivars (Agouazi, 2013) et cette
situation serait due a ’ancienneté de la culture de la vigne dont la domestication remonterait
au moins a 6000 ans (Levadoux, 1956), a I’utilisation de la multiplication végétative qui
facilite la fixation de nouveaux caracteres et a la diversité des utilisations qui a pu entrainer le
maintien de variétés adaptées a chaque type de production. De nos jours, les vignes couvrent
pres de 8 millions d’hectares dans le monde et produisent plus de 67 millions de tonnes de
raisins (Faostat, 2012).

En Algérie, la viticulture a connu un important développement, notamment au cours de la
derniere décennie. En effet la superficie du vignoble algérien est passée de 50000 hectares en
2000 a plus de 70000 en 2012 (Alem Etsouri, 2014), elle est aussi dotée d'un patrimoine
viticole tres diversifié constitué, hormis les cépages classiques, d'un grand nombre de variétés
autochtones réparties essentiellement en zone de montagnes (Agouazi, 2013).

En 2009, selon les statistiques du Ministére de I'Agriculture et du Développement, le
vignoble occupa 22200 ha, 90% du potentiel national est situé dans les wilayas de I'Ouest du
pays comme Tlemcen, Mascara, Ain Timouchent et Sidi bel Abbas, les 10% restant sont
localisés au centre du pays Médéa, Bouira et Ain Defla (Hadjaoui, 2011).

Son importance économique considérable se situe au niveau de la production des fruits,
le raisin, commercialisé comme raisin de table, jus de fruits. En plus des fruits, il y a une autre
partie utilisée a partir de la plante est les feuilles (Vitis vinifera) sont connues par leurs
applications dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Mansour et
al., 2011).

L'objectif de notre travail est de connaitre les propriétés antibactériennes de quelques
variétés de Vitis vinifera cultivées dans la région d'EIl-Oued.

Le présent travail est partagé en deux parties 1’'une bibliographique comporte recherche
exhaustive sur l'activité antibactérienne, la vigne et les métabolites secondaires, et 1’autre
expérimentale constitué des matériels et méthodes utilisée pour extraire les molécules
bioactives, avec la détermination de la concentration de certains groupes, comme elle vise a
tester les activités antibactérienne d'extrait méthanolique. Par la suite un chapitre consacré
pour représenter les résultats obtenus et leurs discussion et enfin une conclusion.






Chapitre 1. Activité anftibactériennes



Chapitre 1 Activité antibactériennes

Chapitre 1: Activité antibactériennes
1.1.1. Généralité:

Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur
I’usage des antibiotiques. Mais, la consommation a grande échelle de ces « médicaments » a
entrainé la sélection de souches multi-résistantes d’ou 1’importance d’orienter les recherches
vers de nouveaux substituts, surtout les végétaux qui ont toujours constitué une source
d’inspiration dans les recherches médicales (Ali-Shtayeh et al., 1998).

1.1.2. Les infections bactériennes :

Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration d’une
bactérie pathogene dans un organisme. Elle peut étre:

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

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

- Focale: c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont apportés
par la circulation sanguine (Marc et al., 2001).

1.1.3. Rappel sur les bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car
ils ne possedent .pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea). Toutes les
bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria (Boudjouref, 2011).

Les bactéries ont généralement un diamétre inférieur a 1um. On peut les voir au
microscope optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci),
en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur
structure ne sont visibles qu’en microscopie ¢électronique (Nauciel & Vildé, 2005).
1.1.3.1. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées:

A. Escherichia coli :

Cette espece appartient a la famille des Enterobacteriaceae. C’est un coccobacille, gram
négatif et mobile (ciliature peritriche). C’est une bactérie aérobie ou anaérobie facultative,
catalase positif et oxydase negatif (Irving et al., 2005). Elle fermente le glucose et le lactose
avec production de gaz. C’est une bactérie indicatrice de contamination fécale des eaux

potables et des aliments (Kayser et al., 2005).
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B. Pseudomonas aeruginosa :

C’est l'espéce la plus connue et la plus répandue du genre Pseudomonas. Cette souche
constitue l'espéce-type du genre Pseudomonas (bacille pyocyanique) (Irving et al., 2005).
C’est un bacille, Gram négatif et mobile (ciliature monotriche) (Leclerc et al., 1995). Elle est
responsable de 10 % de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le troisieme rang
aprés E. coli et S. aureus, mais le premier rang pour les infections pulmonaires basses et le
troisieme rang pour les infections urinaires (Richard & Kiredjian, 1995).

C. Salmonella enterica ssp. Arizonae:

Les salmonelles sont aéro-anaérobies facultatives (Legiot et al., 1993), et des bacilles
Gram-négatif, non sporulant (jawetz et al., 1973), la plupart du temps doués d’une mobilité
propre grace a des flagelles périt riches a I’exception de sérovars aviaires: S. gallinarum et S.
pullorum (Andino & Hanning, 2015). La taille des batonnets varie entre 2.0 et 5.0 um de
longueur sur 0,7 a 1,5 um de largeur (Korsak et al., 2004; Moreno et al., 2009).

D. Klebsiella Pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est une entéro-bactérie appartenant au genre Klebsiella. 11 s’agit
d’un bacille a Gram négatif toujours immobile et trés souvent capsulé poussant sur milieu
ordinaire en atmosphére aéro-anérobie, oxydase négative, fermentant le glucose et le lactose
en produisant du gaz, produisant de I’indole et une uréase et fermentant 1’acétone (réaction de
Vosges-Proskauer), réduisant les nitrates en nitrites (Bagley, 1978).

E. Listeria Innocua:

Listeria est une bactérie Gram positive ayant la forme de petits bacilles. Elle ne forme pas
de spore et cultive en absence ou en présence d’oxygene avec une préférence pour les
pressions réduites en oxygene. Elle réagit positivement au test de la catalase et est oxydase
négative (ASEPT, 1999).

1.1.4. Les Antibiotiques :
1.1.4.1. Définition :

Les antibiotiques sont par définition, des produits microbiens, ou leurs dérivés, capables
de tuer les micro-organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance (Prescott et al., 1995).
Leur action étant spécifique et dirigée contre les micro-organismes, ils ne sont pas toxiques
pour les cellules eucaryotes. L’étendue de 1’activité antibactérienne d’un antibiotique définit
son spectre d’action (Guinoiseau, 2011). lls sont des Substances naturelles, hémi-
synthétiques ou synthétiques qui perturbent le fonctionnement de cibles bactériennes
spécifiques. Suffisamment bien tolérées pour étre administrées au patient. Elles sont

bactériostatiques ou bactéricides aux concentrations thérapeutiques. Chaque antibiotique a un
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spectre d'activité (limité ou large) qui correspond aux différentes especes bactériennes
susceptibles d'étre sensibles a son action (Daas Amiour, 2009).
1.1.4.2. Résistance des antibiotiques :

La résistance d’un germe peut exister, si le germe appartient a la méme espéce (résistance
naturelle) alors la résistance acquise n’intéresse que certaines souches. La résistance acquise
d’une espece bactérienne a un antibiotique se développe au fur et a mesure que 1’antibiotique
est administré. Elle se traduit par une augmentation de la concentration minimale inhibitrice.
Dans 10%, cette résistance acquise est due a des modifications génétiques de la bactérie, alors
que dans 90% des cas cette résistance est due a I’acquisition de plasmides qui sont des
molécules d’ADN se trouvant dans le cytoplasme des bactéries. Le transfert des plasmides se
fait par conjugaison, par mobilisation ou par transformation. La résistance plasmidique permet
a la bactérie d’¢élaborer des enzymes capables de détruire la molécule d’antibiotique par
exemple des B lactamases pour les B lactamines, des adenylases-acétylase-phosphorylases
pour les aminosides, les tétracyclines, et les sulfamides. Cette résistance des germes aux
antibiotiques explique 1’importance de I’antibiogramme qui permet de choisir 1’antibiotique le
plus efficace vis a vis d’un germe déterminé et la mise en évidence des germes multirésistants
dont la dissémination doit étre évitée en milieu hospitalier (Berche et al., 1989; Hamza, 1993
; Fattorusso et al., 2001).
1.1.4.3. Mode d’action des antibiotiques :

A. Inhibition de la syntheése pariétale :

- Les béta-lactamines.

- Les glycopeptides.

- La fosfomycine.

B. Inhibition des synthéses protéiques :

Aminosides, Tétracyclines, Macrolides, Lincosamides, Synergistines, Chloramphénicol,

Acide fusidique.
C. Inhibition de la synthese des acides nucléiques :
-Les quinolones, Rifamycine, les sulfamides et les nitroimidazoles.

D. Modifications membranaire (Daas Amiour, 2009).
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Chapitre 2 : La vigne
1.2.1. Définition de la vigne :

La vigne, Vitis sp., est une plante angiosperme dicotylédone de la famille des Vitaceae.
Cette famille rassemble en majorité des plantes ligneuses ou herbacées, ainsi que des arbustes
a tiges sarmenteuses. Parmi les Vitaceae, le genre Vitis comprend deux sous-genres,
Muscadinia et Euvitis (Gallet, 2000a). La plupart des vignes cultivées fait partie de ce dernier
sous-genre qui comprend lui-méme 3groupes : américain, euro-asiatique et asiatique sensu
stricto. Le premier groupe, présent en Europe et en Asie occidentale, ne comporte que
I’espéce Vitis vinifera qui se subdivise en milliers de variétés, appelées cépages ou cultivars,
qui résultent de croisements naturels ou de sélection. Au XIXéme siécle, la destruction d’une
partie des cultures de vignes en Europe par le phylloxéra, a conduit a 1’utilisation de porte-
greffes d’origine américaine naturellement résistants a cette maladie. Le porte-greffe produit
le systéme racinaire qui va coloniser le sol et le greffon est donc constitué d’un tronc, de bras
et de rameaux ou de sarments qui pourront porter des feuilles ou/et des inflorescences. Apres

fécondation ces inflorescences donneront des grappes (Gallet, 2000b).

Figure 01: Vitis vinifera (photo originale).
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1.2.2. La classification :
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Figure 02: Systématique des vignes (Simon et al., 1992).

1.2.3. La viticulture dans le mande:

La vigne est I’'une des espeéces fruitiéres les plus cultivées dans le monde en terme de

surface et de valeur économique.

En 2007, la FAO a estimé le vignoble mondial a 7.792 millions d’Ha et la production

mondiale de raisin a 665 millions de gx (Anonyme, 2007).

En 2010, le vignoble présente une large répartition, sur les cing continents avec une

superficie d’environ 8 millions d’ha. La majorité des surfaces viticoles mondiales sont situées

en Europe (57.9%), le reste étant réparti entre I’ Asie (21.3%), I’Amérique (13,0%), I’ Afrique
(5.2%) et 1’Océanie (2.7%) (OIV, 2010). La production mondiale des raisins en 2010
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(consommation directe, séchage) est estimée approximativement a 12 millions de tonnes.
Environ 18% (2.2 millions de tonnes) sont acheminés vers les marchés extérieurs. Les
exportations sont caractérisées par une forte concentration géographique. Les plus grands
pays producteurs sont 1’Italie, la Chine et les USA. Ce dernier est en méme temps un grand
importateur apres 1’Allemagne et le Royaume Uni, qui importent surtout des raisins secs
(Aigrin, 2003; O1V, 2010). Les pays méditerranéens viennent en téte dans 1I’importance des
surfaces viticoles avec pres de 6 millions d’ha. En 2012, la surface du vignoble est passée a
7.528 millions d’ha (Agouazi, 2013).

1.2.4. La viticulture en Algérie:

Actuellement, la viticulture occupe une superficie de 99432 ha et représente 12% de la
SAU occupée par les cultures. Elle constitue la 4eme culture pérenne sur le plan de la surface
et représente le 2°™ poste a I’exportation.

Compte tenu du climat, du terroir disponible et de I’expérience agricole acquise par la
profession, la viticulture a sa place en Algérie. Dans beaucoup de zones et notamment au
centre et a I’ouest du pays, la viticulture représente une utilisation optimale du sol (Basler,
2000).

La plus importante production est réalisée dans la région Centre (75%), environ 25% a
I’Ouest et elle est tres faible a I’Est du pays (Toumi, 2006).

1.2.5. Description morphologique:
1.2.5.1. Les feuilles:

Les feuilles de la vigne présentent cing nervures principales qui partent du point pétiolaire.
Les dimensions relatives des nervures les unes par rapport aux autres et les angles qui les
séparent sont a l'origine d'un certain nombre de formes élémentaires des limbes : cunéiforme,
cordiforme, pentagonale, circulaire et réeniforme. Mais I'énorme variabilité d'autres caracteres
comme les lobes, les dents, le sinus pétiolaire, la pilosité, la pigmentation, fait que les feuilles
sont les organes de choix pour la différenciation des variétés. A ce sujet, il importe de
rappeler que certaines viroses peuvent provoquer des déformations morphologiques et qu'une
description ampélographique fiable exige un matériel végétal sain (Huglin & Schneider,
1998).

La forme de la feuille varie suivant les cépages, elle varie méme sur chaque cep: il n'est pas
rare de voir, en effet, sur un cep, des feuilles presque entieres a coété d'autres profondément
découpées.

En général, pour un cépage déterminé, les feuilles tres découpées indiquent l'infertilité : les
vignes stériles ont des feuilles trés découpées. Lorsque les découpures profondes ne sont pas
un caractere spécifique du cépage, elles sont dues, le plus souvent, a une maladie a virus: la

7
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dégénérescence infectieuse qui provoque aussi I'asymétrie des feuilles et aboutit a lI'infertilité
des ceps. Il est bon de tenir compte de ces indications lors du choix des sarments comme
boutures ou comme greffons (Galet, 1993).

La forme de la feuille est déterminée par la longueur des nervures (LI, L2, 1,3, 1,4) ainsi
que les angles entre les nervures (o, B et y) (fig. 03). La taille de la feuille est déterminée a
partir de sa longueur (L) et de sa largeur (1). On distingue un sinus pétiolaire (SP), un sinus

lateral supérieur (SLS) et inférieur (SLI), séparant les lobes (LT, LLS, LLI) (fig. 03).
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Figure 03:Morphologie d'une feuille de vigne (Reynier, 1991).
1.2.5.2. Le systeme racinaire:

Les racines de la vigne mesurent assez fréguemment 10 m, 15 m, 20 m de longueur. Elles
sont loin d'atteindre toujours de telles profondeurs: elles tendent, tres rapproché de la surface
du sol, ou la racine s'enfonce dans le sol pour y puiser les éléments nécessaires a la nourriture
de la vigne (Galet, 2000).
1.2.5.3. La tige et les rameaux:

La vigne est une plante sarmenteuse dont la tige et les rameaux, plus ou moins gréles,
s'enlacent autour des supports qu'ils rencontrent. Les rameaux ou sarments annuels de la vigne
sont gréles, cylindriques ou aplatis, ils ont généralement de 8 a 30 mm de diamétre et une
longueur de 1 a 2 m jusqu'a 8 @ 10 m. De distance en distance qui s'appellent entrenceuds ou
mérithalles, ils présentent des parties renflés ou nceuds sur lesquelles prennent naissance des
feuilles portant a leur aisselle les bourgeons; en face de ces feuilles, toujours sur les nceuds,

mais au cbté opposé, on distingue les vrilles et les grappes de fleurs (Hadjaoui, 2011).
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1.2.5.4. Les yeux et les bourgeons:

Un bourgeon est un «embryon» de rameau qui est constitué par un cone vegétatif
terminé par un méristeme et muni d'ébauches de feuilles. Un ceil est un complexe de
bourgeons élémentaires rassemblés sous des écailles communes.

Sur le rameaux vert en croissance, on observe plusieurs types de bourgeons ou d'yeux:

- A l'extrémité, le bourgeon terminal.

- Au niveau de chaque nceud et a 1'aisselle de la feuille (Reynier, 2007).
1.2.5.5. Les fleurs:

Les fleurs de la vigne sont réunies en grappes. Chague grappe se développe, comme les
vrilles, a l'opposé des feuilles, généralement a partir du quatriéme ou cinquiéme nceud. La
fleur de la vigne est petite, verte, ou leur de hauteur mesurent:

% 4a7mm chez V. labrusca.

% 3a4mm chez V. vinifera.

% 2 a3mm chez des autres especes americaines.

Le calice est formé de cing sépales rudimentaires; la corolle vert clair est formée de cing
pétales soudés au sommet et formant un capuchon qui recouvre les cing étamines et l'ovaire,
assez souvent la fleur présente six pieces au lieu de cing. Entre les étamines et les pétales, on
remarque une couronne de petits mamelons appelés nectaires qui renferment un liquide sucré
odorant répandant un parfum spécial au moment de la floraison (Huglin et Schneider, 1998).
1.2.5.6. Le fruit (grappes et baies):

La forme de chaque raisin est caractéristique de la variété, la chair ou pulpe est
généralement incolore, seules quelques variétés ont une chair teinté; cette chair renferme des
pourcentages importants de sucre, acides divers, matiéres minérales.

Les pépins, ou graines de la vigne, sont riche en huile et sont généralement au nombre de
un ou deux, quelquefois trois et exceptionnellement quatre et cing chez les vignes tres fertiles
(Bretaudeau, 1990).
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Figure 04: Caractéristiques de Vitis vinifera.

Sarment (1); Feuille a cing nervures principales (2); Vrille (3); Inflorescence (4); Bouton floral (= jeune
fleur fermée) (5); Fleur déhiscente (ouverture de la corolle) (6); Fleur hermaphrodite ouverte avec cing
étamines (7); Coupe longitudinale de I’ovaire(8) ; Coupe transversale de ’ovaire (9); Etamines a filet
gréle (10); Grains de pollen (11); Grappe de raisin (12); Coupe longitudinale d’une baie (13); Coupe
transversale d’une baie (14); Graine (pépin en face ventrale) (15); Coupe longitudinale d’une graine (16 et
17); Coupe transversale d’une graine (18) ( Kappel, 2010).

1.2.6. Composition de I’espéce Vitis vinifera:

L’espéce Vitis vinifera comprend deux compartiments : un cultivé et un autre sauvage
(Cuisset, 1998). Ces deux plantes peuvent, avec une probabilité non nulle, échanger des génes
par hybridation directe ou indirecte (Reynier, 2007).
1.2.6.1. Compartiment cultivé:

Selon certaines estimations, le nombre de variétés cultivées dans le monde se situerait entre
7000 et 10000 (Huglin et Schneider, 1998), identifiées sur la base de leurs caractéristiques
ampélographiques (Lacombe et al., 2003).

La viticulture dans le monde s’étend sur les cinq continents et sa surface est de 8 millions
d’hectares (OIV, 2010) Ou seules quelques centaines de cépages (300-400) constituent

I’essentiel de I’encépagement mondial actuel (Siret, 2001).
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| .2.6.2. Compartiment sauvage:

La vigne sauvage (Lambrusques) est qu'elle présente des différences morphologiques
vegetatives (fleurs, pépins, fruits, feuillage), comme elle présente un dimorphisme sexuel ou
dioique (Reynier, 2007).

1.2.7. Caractéres phytochimiques:
1.2.7.1. Les anthocyanes:

On dénombre a I’heure actuelle, 16 anthocyanines. Leur synthése a lieu dans les feuilles,
les tendrons et la baie. Elles sont responsables du changement de couleur des baies lors de la
veraison et de celui des feuilles a la fin du cycle végétatif. Ainsi dans la baie, la synthése des
anthocyanes se caractérise par une rapide augmentation de leur teneur a la Véraison suivie
d’une phase de stabilisation précédant une diminution de leur concentration en fin de
maturation (Lacampagne, 2010).

Dans la plupart des cépages noirs, les anthocyanes sont localisés principalement dans les
trois ou quatre premieres assises de I’hypoderme de la baie, et parfois dans la pulpe (cépages
teinturiers) (Maugé, 2010).
1.2.7.2. Les tannins:

Ces composeés sont surtout localisés dans la pellicule, les pépins mais aussi la rafle. Dans le
pépin, ils se localisent dans les enveloppes externes. Alors que dans la pellicule, ils sont
localisés dans les couches externes de I’hypoderme (Reynier, 2007). Les tannins sont stockés
sous forme d’amas dans les vacuoles et dans la paroi des cellules (Amrani-Joutei et al.,
1994). La période d’accumulation s’étale sur une période comprise entre le stade petit pois et
1 a 2 semaines apres la Véraison (Peynaud, 1997).
1.2.7.3. Les flavonoides:

Principaux flavonoides chez Vitis sont les flavonols et les flavan-3- ols (Rodriguez
Montealegre et al., 2006 ; Mattivi et a.l, 2006):

A. Les flavonols:

Les flavonols sont des pigments jaunes présents chez la plupart des végétaux. Chez la
vigne, ils sont stockés dans la pellicule des baies des raisins blancs ou rouges. Ils participent a
la protection contre les UV (Ryan & Swinny, 2001) et a la coloration des baies par Co-
pigmentation avec les anthocyanes (Forkmann, 1991). Quelque soit le cépage considéré, les
plus abondants étant les dérivés de quercétine et de la myricétine (Mattivi et al., 2006). Les
principaux flavonols présents chez la vigne sont décrits ci-dessous sous leur forme non
glycosylée. Dans la baie de raisin la synthese des flavonols est effectuée a la floraison et a fin

véraison (Downey et al., 2003).
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B. Les flavan-3-ols :
Les flavan-3-ols sont retrouvés dans les pépins et la pellicule des baies. Ils sont synthétisés

a partir de la floraison jusqu’a la nouaison (Obreque-Slier et al., 2010).

12
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Chapitre 3 : Métabolites secondaires
1.3.1. Généralités :

La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers , ou des tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui
fournit les molécules de base (acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides),
qui participent a la structure de la cellule végétale ainsi qu'a son fonctionnement de base en
plus de ce processus meétabolique il y'a autre qui lié aux conditions mémes de vie de la plante :
la plante doit faire face & de multiples agressions de I’environnement dans lequel elle vit:
prédateurs, microorganismes pathogénes ...etc. On concgoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus
diverses pour se défendre c’est les métabolites secondaires (Laamari & Mostefaoui, 2017;
Boukri, 2014 ; Merghem, 2009).

1.3.1. Définition et fonction des métabolites secondaires :

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par Albrecht Kossel
en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques dans les plantes
(Berkal & Bouchama, 2016), qui sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002; Marouf &
Reynaud, 2007; Boudjouref, 2011). Ils ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais sont synthétisés a partir des métabolites primaires (Hartmann, 2007).

Les metabolites secondaires est une exclusivité du monde végétal (Cuendet, 1999). Ils
sont trouvés dans toutes les parties de plantes, ou ces composés sont synthétisés dans les
différentes parties de la plante (racines, tige et feuilles). Mais ils sont distribués differemment
selon leurs roles et cette distribution varie d’une plante a 1’autre (Chaouche, 2014 ;
Harborne & Herbert, 1995). Elles sont typiquement produits dans un organe, tissu ou type
cellulaire spécifique a des stades particuliers du développement, en faible quantité et sont
emmagasines surtout dans les vacuoles (Raven et al., 2000).

En 1987 Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Ils ont d’abord été
considérés comme des produits de rebut, mais on sait maintenant que les métabolites
secondaires sont importants pour la survie et la propagation des plantes qui les produisent
(Peeking et al., 1987). Ou cela ces substances, issues de métabolites primaires, interviennent
dans la structure des plantes mais également ont un réle écologique, par exemple dans les
mécanismes de:

- Défense des plantes contre les prédateurs animaux ou les pathogenes.

- Défense contre les myceétes, les bactéries et les virus.
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- Deéfense contre d'autres plantes concurrencant pour la lumiére, I'eau et les aliments;
Composés de signal pour attirer la pollinisation.

- Une protection contre les radiations solaires UV (Marouf & Reynaud, 2007).

Alors, ce sont des métabolites secondaires qui n’exercent aucune fonction directe aux
niveaux des activités fondamentales de 1’organisme végétal (croissance, developpement,
reproduction), mais peuvent jouer différents réles pour la survie du végétal lui-méme (role de
résistance) (Mergheme, 2009).

1.3.2. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leur appartenance chimique en composés
phénoliques, alcaloides et terpenoides (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).
1.3.2.1. Les composeés phénoliques:

« Les composés phénoliques sont a la fois des éléments structuraux et l'origine
biogénétique des composés. lls se caractérisent par la présence d'un noyau benzénique,
portant un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une fonction ester, éther ou hétéroside.
Le ou les noyaux aromatiques peuvent étre synthétisés soit par la voie du shikimate, soit par
celle de l'acétate, ce qui permet de différencier deux classes de composés phénoliques (Krief,
2003).

% Les polyphénols également déenommés composés phénoliques sont des métabolites
secondaires trés largement répondues dans le régne végétal (Harnly et al., 2007 ; Quideau
et al., 2011). Ils font partic de 1’alimentation animale, par exemple, ’homme consomme
quotidiennement jusqu’a 10g de composés phénoliques (Naczk & Shahidi, 2004). Les
variations en teneurs des composés phénoliques est souvent considérables d’une espéces a
I’autre et méme a I’intérieur de la méme espece (Macheix et al., 2005). Les polyphénols ont
tous en commun un cycle aromatique (C6) portant un ou plusieurs groupes hydroxyles, libre
ou engagées dans une autre fonction chimique (éther méthylique, ester, sucre....etc)
(Michalak, 2006).

A. Classification des composés phénoliques :

+«» Les phénols sont largement répandus dans le régne végétal et sont les métabolites
secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces substances phénoliques ou polyphénols
comprennent de nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques, des
anthocyanes colorées, des flavonoides simples et des flavonoides complexes (polyphénoliques

dans le raisin). Graines-Biochimie et fonctionnalité (John et al., 1999).
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+ Les phénols simples:

Le terme acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique. Ces composés peuvent étre divisés en deux catégories : les dérivés
de I'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique (Massimo et al., 2007).

+ L’acide phénolique:

% Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols, Ils sont incolores et plutét rares dans la nature (Haslam, 1994). lls se
divisent en deux classes: les dérivés de l'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et
les derives de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Pandey & Rizvi, 2009).

e Acide phénols dérivés d’acide benzoique:

++ Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1)

(fig. 05), ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Harrar.,

2012). Les plus répandus sont: I’acide salicylique et I’acide gallique (Bruneton, 1999).

O

OH

Figure 05: Acide benzoique (Pawlowska et al., 2006).

e Acide phénols dérivés d’acide cinnamique:
Les acides phénols dérivés de 1’acide cinnamique (fig. 06) sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont 1’acide cinnamique, 1’acide caféique, 1’acide férulique, I’acide pcoumarique et

I’acide synaptique (Haslam, 1994).

HO-,C
2 =

Figure 06: Acide cinamique (Gorham, 1977).
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+ Les coumarines et Stilbenes:
e Lescoumarines:

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus (Kanoun, 2011),
ce sont des molécules largement répandues dans tout le regne végétal, sont des 2H-1
benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2hydroxy-7-cinnamiques
(Benayache, 2005). Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et dans les
solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides) sont
plus ou moins solubles dans I’eau (Bruneton, 1999). Elles sont capables de prévenir la
peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles (Igor, 2002).

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur),
hypotensives, elles sont également bénéfiques en cas d’affect ions cutanées (Gonzalez &
Estevez-Braun, 1997).

O

Figure 07: Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

e Stilbénes :

Les stilbenes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, ils sont de petits poids moléculaire (environ 200-
300 g/mol), des composés d’origines naturel et se retrouvent dans un large éventail de
sources végétales, des produits d’aromathérapie, et des compléments alimentaires. Les
stilbénes agissent comme agents protecteur naturels pour défendre la plante contre les
attaques virales et microbiennes et exposition aux ultraviolets excessive (Roupe et al.,
2006). Parmi les stilbénes les plus abondant, le resvératrol qui est connu essentiellement pour
ses diverses propriétés biologiques d’ou son utilité pharmaceutique et médicinales (Delmas et

al., 2003). il est un partie de la famille des stilbenes et sont des composes synthétisés par la

16



Chapitre 3 Meétabolites secondaires

plante suite a un stress, ces molécules peuvent s’oxyder sous 1’action d’enzymes oxydase et
les peroxydases (Perret, 2001).

HO
Ra
OH
OH O N
HO o F
R,O \\ '
>~
OH Z
OR3
R,= R>= R3= H, frans-resvéatrol e-viniférine N
R;= Rs= H. Ry= OH, frans-picéatannol
R,= R;= CH3. R3= H, frans-ptérostilbene OH
R,= Glc Ry= R3y= H. trans-picéide

Figure 08: Exemple de structure de cing stilbenes (Perret, 2001).

+ Les tanins:

En 1962, les tanins sont définis comme des composés phénoliques hydrosolubles, de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000, ayant la propriété de précipiter la gélatine et d'autres
protéines et de se colorer par les sels ferriques (Krief, 2003).

e Classification:

On distingue deux classes structurales, pouvant étre présentes stimultanément chez les
végétaux:

v' Les tanins hydrolysables:

Esters d'un sucre, qui est trés généralement le glucose, et de I'acide gallique 3 ou de I’acide
ellagique.
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Figure 09: Structure des tanins hydrolysables (Bruneton, 1999).
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v' Les tanins condensés ou proanthocyanidols:
Non hydrolysables résultant de la polymérisation d'unités flavan-3-ols. Ils forment dans
les vacuoles des solutions pseudo- colloidales et peuvent aussi se fixer au niveau des lignines,

renforgant encore l'imputrescibilité du bois de cceur (Krief, 2003; Merghem, 2009).

rie»
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Figure 10 : Structure de tanins condensé (Macheix et al., 2005).

+ Flavonoides:
o Généralité:

Les flavonoides sont les principaux métabolites secondaires végétaux (Ralston et al.,
2005). lls constituent un grand groupe de composés phénoliques ayant une structure benzo-y-
pyrone et sont omniprésents dans les plantes. Ils sont synthétisés par voie des
phénylpropanoides (Winkel-Shirle, 2000). Ils se trouvent a la fois sous forme libre ou sous
forme de glycosides, en général dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes comme les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs et les fruits
(Havsteen et al., 2002). Plus de 4000 variétés de flavonoides ont été identifiés, dont beaucoup
sont responsables des couleurs attrayantes de fleurs, de fruits, et des feuilles (Nijveldt et al.,
2001; Batra & Sharma, 2013).

e Structure:

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, par conséquent, il posséde tous
un méme squelette de base a quinze atomes de carbone, constitué de deux noyaux
aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle central C (Erdman et al., 2007)

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée
d'’hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence: de double liaison C2-C3, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo (YAO et al., 2004).
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Figure 11: structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007; Stefk, 2011).

e Classification:

Ils se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus importants sont

représentees dans le tableau (01) suivant:

Tableau 1: Différente classe des flavonoides (Nkhili, 2009)

Flavonols Flavones
1
H
R
R=R"=H: Apigénine
Eacmpliznol R,=H.R;=H R= OH. R* = H: Luréohne
Ouercetin E,; = H. R:= (H R R OCH.: Tricine
MAvmicetin K, =0H. R;=0OH )
Izorhamnetin Ry = O{CH5 B, = H
Flavan-3-ols Flavanones
T 3
e oH
0 ™
HG-H - i ] s
C T RGO
- 1 H
OoH OH
FLAVAN-Z-OLS FLAVANONES

R = H: Afzsiscinn
R = OH: Catechin

R = H: Narngenin
R = QH: Eriodictyal
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Chalcones Aurones
R OH
- 3'\-\. - 'GH — 4
Il 2
Hﬂ* e . : | =3 - HO = O
OH o ‘c‘)
CHALCONES
R = H: isolguiiligenin AURONES
R = OH: Butein Hispidol
Flavanonols Anthocyanes

H Pelargomdine
OH R =H Comndine
R=0CH. R =H  Peomdme

R'= OH : Délphinidine

R =OCH, Malvidime

P/

RE= 0O R" =TI. Taxiftoline [ , 2% & .
o Y| R=0OH R =0OCH:  Petundine

R= OIi R"= Ol ASampaloptol

e propriéeté de flavonoide:

v" Propriété antioxydant:

En plus, les flavonoides ont une activité antioxydant. En effet, ils peuvent agir de
différentes fagons dans les processus de régulation du stress oxydant: par capture directe des
especes réactives de I’oxygene, par chélation de métaux de transition et par inhibition de
certaines enzymes responsables de la production des ROS comme la cyclooxygénase et la
lipooxygénase (Hopkins, 2003).

v Activité anti-tumorale:

La plupart des flavonoides sont in vitro, antimutagénes; a contrario, quelques flavonols
sont sur les mémes modeles mutagenes et un petit nombre d'entre eux sont anticancérogenes
et inhibiteurs de la croissance des cellules tumorales in vitro (Bruneton, 1999). Les effets
anti-carcinogenes de la quercetine et d'autres flavonoides deviennent de plus en plus évidents
(Hollman et al., 1996).

(Tieppo et al., 2007), ont démontré que la quercetine n’était pas génotoxique et en
revanche, elle a augmenté la stabilité génomique chez les rats ayant une cirrhose biliaire
induit par la ligature cholagogue.
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v" Propriété pro-oxydante:

Nous avons décrit précédemment les propriétés anti-oxydantes des flavonoides mais il ne
faut pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes. Parfois les flavonoides jouent un réle de pro-
oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto oxydation
et de la génération de radicaux oxygenés actifs, comme le peroxyde d'hydrogene. En
définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de l'atteinte oxydative de
I'ADN, des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant de ces composés
ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides (Milane., 2004).

v’ Effets cardiovasculaire:

Récemment, beaucoup d'études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires des
flavonoides. Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une
incidence plus limitée en maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique élevée en
flavonoides (Xu et al., 2007). Parmi les 17 flavonoides examinés par Xu, les agents de
relaxation vasculaires les plus efficaces sont I’apigénine, lutéoline, kaempferol et la
génisteine. Cette relaxation est attribuée a I'action directe des flavonoides sur le muscle lisse
vasculaire.

v' propriété physico-chimiques des flavonoides:

Les hétérosides de flavonoides sont en général solubles dans l'eau et les alcools.
L'extraction est réalisée habituellement a I'aide du méthanol ou de mélanges méthanol-eau
(Marouf & Reynaud, 2007).

e Localisation des flavonoides:

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al., 2002), ils peuvent aussi étre
rencontrés dans certains boissons et chez certains fourrages (ex: tréfle) (Urquiaga &
Leighton, 2000).

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains végétaux, on
trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones dans le soja, les
anthocyanes et les flavonols ont eu une large distribution dans les fruits et les Iégumes tandis
que les chalcones se retrouvent plus frequemment dans les pétales des fleurs, sont considerés
comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les caroténoides
(Piguemal, 2008).

e Dustrubution des flavonoides dans les plants:

A de rares exceptions pres, seules les plantes ont la capacité de biosynthétiser des

flavonoides. Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les parties des plantes. Dans la

majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les plantes car la
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glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles permettant alors
leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de 1’épiderme et du
mésophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines. Les génines seules sont
présentes dans les exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des feuilles,
écorces et bourgeons ou sous forme de cristaux dans les cellules de certaines Cactaceae et
plantes de régions arides (Nkhili, 2009). On les trouve en abondance dans les familles
suivantes: Polygonacées; Apiécees, Rutacées, Asteracées, Légumineuses (Milane, 2004)
+ Les anthocyanes:

Les anthocyanes (du grec a nthos, fleur et Kuanos, bleu violet). Ils sont glycosylés,
polyhydroxylés et ont une large distribution dans le régne végétal, elles sont le plus grand
groupe de pigments solubles dans I'eau. Les anthocyanines sont des composés phénoliques
d'origine naturelle responsable de la couleur de nombreuses fleurs, fruits et baies (Longo et
al., 2005; Currie et al., 2006; Qin et al., 2010) (A cause de leur capacité d'absorber la
lumiére visible) par de couleurs bleus, rouge, mauve, rose ou orange. Elles sont généralement
localisées dans les vacuoles des cellules épidermiques et dans les racines, tiges, feuilles et
graines. Ces composés existent sous forme d’hétérosides formés par la condensation d’une
molécule non glucidique (appelé aglycone), d’oses et souvent, de groupes acyles (Arraki,
2014).

Ri=OH,R=H,  Cyamdine
Ri=Ry=0H, Delphinidine
Ri=0CH;, Ry=H, Paconidme
Ri=0CH; Ri=OH, Petunidme
Ri=R=0CH;,  Malvidne

HO

Figure 12: Exemple de structure d’anthocyanes présents dans le genre Vitis (Jourdes, 2003).
+ Les quinones :

Les quinones résultent de I'oxydation de dérivés aromatiques caractérisés par un motif 1,4-

dicétocyclohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou par un motif 1,2 dicétocyclohexa-3,5-

diénique (ortho-quinones). La dione peut étre conjuguée aux doubles liaisons d'un noyau
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benzénique (benzoquinones) ou a celles d'un systeme aromatique polycyclique condensé:
naphtalene (naphtoquinones), anthracéne (anthraquinones), naphtodianthréene
(naphtodianthrone) (Krief, 2003). Ce sont des substances colorées et brillantes, en général
rouges, jaunes ou orange et possedant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les
vegétaux, les champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des
quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du sang.
Les quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides
(Kansole, 2009).

L-phénylalanine
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Figure 13: Voie de biosynthese simplifiée des composés phénoliques
(D’apreés Gérry, 1997 & Marles et al. ,2003).
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1.3.2.2. Les alcaloides:

Le terme «alcaloide» a été introduit par W. Meisner au début du XIX®™. La définition
admise des alcaloides est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910. Un alcaloide est
une substance organique azotée et faiblement basiques issus d’origine végétale a caractére
alcalin et présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga; 2011).

On distingue:
- Les pseudo-alcaloides: ne possedent pas d'azote intra cycline et I'incorporation de I'azote
dans la structure se fait en phase finale exemple la coniine.
- Les proto-alcaloides: I'azote n'est pas inclus dans un systeme héterocyclique. Ils sont
élaborés a partir d'acides aminés. Exemples: mescaline, hordénine, éphédrine, colchicine.
- Les alcaloides vrais: que I'on classe suivant la nature de leur cycle. I'atome d'azote est
inclus dans un hétérocycle, biosynthétiguement formés a partir d'acides aminés;
possedent une activité pharmacologique marquée (Merghem, 2009).
A. Classification
Tableau 02: quelques types d’alcaloides et leur précurseur acide (Mauro, 2006).
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Les alcaloides sont utilisés pour divers fonction dans la plante, ils sont considérés
comme stocks de réserve d'azote, utilisés par la plante en cas de besoin ou lors de
I'insuffisance de ces éléments au niveau de sol, sont des produits finaux de I'élimination des
toxines qui lui inoffensifs et dont elle peut stocker au niveau de ces organes (Omrane &

Menhour, 2003).
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B. Propriétés biologiques des alcaloides:

Les alcaloides exercent généralement leurs activités pharmacologiques sur les
mammiféres comme I"’Homme. Jusqu'a aujourd’hui, plusieurs médicaments utilisés sont des
alcaloides naturels, ils affectent chez I'étre humain le systéme nerveux, particulierement les
transmetteurs chimiques tels [I'acétylcholine, epinephrine, norepinephrine, acide.-
aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine. Les alcaloides jouent plusieurs activités
pharmacologiques: Analgésique (cocaine), anticholinergique (atropine, scopolamine,
galanthamine), anti-malaria (quinine), anti-hypertensive (reserpine), antitussive (codeine),
dépressant cardiaque, stimulant centrale (caffeine), diurétique, anesthésiant local (cocaine),
(morphine), anti-tumeur, sympathomimétique (ephedrine), plusieurs alcaloides servent de
model pour la synthése d’analogues avec des propriétés meilleures (Bhat, 2005).
1.3.2.3. Les terpenes:

Le terme terpene inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de 1’arbre de
terebinth: « Pistacia Terebinthus » (Ayad, 2008). Terpénes, constituent un vaste groupe de
métabolites secondaires. Ces sont des hydrocarbures naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte (acyclique, monocyclique, bicyclique ou tricyclique) (Djahra, 2015). Le terme
terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes << qu'est
unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg) dérivées du 2-méthylbutadiene (Bakkali et
al., 2008) >> avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide...ect) (Malecky, 2005).

Ils synthétises par les plantes, organismes marins, les champignons et méme les animaux
(Benaissa, 2011). La famille des terpénes comprend des hormones (Gibbérellines et acide
abscissique), des pigments caroténoides (Carotene et xanthophylle), des stérols (Ergosteérol,
sitostérol, cholestérol), des dérives de stérols (Hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la
base du caoutchouc naturel) ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles qui conférent

aux plantes leur parfum ou leur gout (Hopkins, 2003).
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Tableau 03: Quelques exemples des différents types de terpenoides (Ayad, 2008 ;
Bellbache, 2003 ; Berkal & Bouchama, 2016 ; Malecky, 2005).

-1l existe peu de composés naturels ayant une formule en
1 |C5 Hemiterpéne | C5 ramifiées.
-seul I’isopréne.

-Issus de la condensation de deux unités d’isoprene , selon
le mode de couplage <<téte-queue>>.

-La plupart ont des activités biologiques reconnues.

- se trouvent principalement dans 3 catégories structurales :
linéaires (acyclique) , cycle unique (monocycliques) et deux
cycles (bicycliques).

2 | C10 Mononterpéne

-1 est trés connus pour I’activités biologiques.
3 | C15 Sesquiterpéne | -Leur structure casse a des températures élevées.
-On trouve principalement chez les Asteraceae.

-Constitué¢ de 4 unités d’isoprene.

-leur précurseur est le géranylgéranyl-
pyrophosphate(GGPP).

-Sont trés répandus chez les végétaux supérieurs, ils sont
aussi présents chez certains insectes et chez divers
organismes marins.

-1ls peuvent étre acycliques, monocycliques, bicycliques et
tricycliques.

4 | C20 Diterpéne

-1ls ont comme précurseur le squaléne.
6 | C30 Triterpene -la majorité est sous forme tétracyclique ou pentacyclique,
et rarement la forme acyclique.

- Contiennent une longue chaine de 40 atomes de carbones,
a doubles liaisons conjuguées de configuration « trans
»dont les extrémités sont des chaines ouvertes ou des
8 | C40 Tetratepene cycles.

- Les mieux connus sont les caroténoides. Ces derniers
représentent un large groupe de pigments naturels de
couleurs jaune, orange et rouge.

- Se composent de plus de 8 unités d’isopréne.
>8 | >40 Polyterpéne - Se trouvent souvent sous deux formes isomeriques cis- et
trans.
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Chapitre 1: Materiels et Méthodes
11.1. Matériels et Méthodes :

Notre travail de recherche a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique qui fait partie
de faculté des sciences de la nature et de la vie de ’'université Echahid Hamma Lakhdar d’El-
Oued.

11.1.1. Présentation de la région d’étude:

11.1.1.1. Situation géographique de la wilaya d’El-Oued:

La Wilaya d’EI-Oued est située au Sud-
Est de I'Algerie, elle a une superficie de
44586.80 Km2. Elle demeure une des

collectivités administratives les plus

-t Pl

Taliwms s

étendues du pays.

TWursis e

Minksw

La longueur de sa frontaliere avec la
Tunisie est de 300 Kms environ. Elle est

couverte par le grand Erg Oriental sur les

Chumegpis

2/3 de son territoire.
Figure 14: Situation géographique de la zone

d'étude (Aniref, 2013).

La wilaya d'El Oued est délimitée:
> au Nord est par la wilaya de Tébessa.
» au Nord par la wilaya de Khenchela.
» au Nord-Ouest par la wilaya de
Biskra.
» a1’Ouest par la wilaya de Djelfa.
» au sud et ouest par la wilaya d’Ouargla.
» al’est par la Tunisie (Aniref, 2013).
11.1.1.2. Climat de la région:
Le climat est caractérisé par une aridité extréme (climat hyper aride). L’hyper aridité et
la chaleur sont ses caractéres essentiels.
Les vents, contribuent a la hausse de son aridité. L agitation de I’air est souvent provoquée,
localement, par les contrastes de températures.
Les mois d’été sont trés chauds, et les températures atteignent 49° a I’ombre et plus de
50° les jours de sirocco (Chihili). La couche superficielle du sable fréle les 60°C, mais la

température chute a la nuit tombante d’une vingtaine de degrés.
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Une moyenne de 250 mm de pluie tombe sur 1’ Atlas saharien, chute a 100 et méme a 50
mm plus bas, 20 mm & Timimoun et 14 mm a Adrar et Ain-Salah.

Les températures sont tres élevées, trés contrastées (I’écart entre le jour et la nuit), ainsi
que I’écart entre le minima et le maxima, peut atteindre 50°C (Khaled, 2012).

11.1.2. Matériel:
11.1.2.1. Matériel biologique:
A. Les plantes:

Les parties aériennes (les feuilles) de Vitis vinifera a partir de quatre arbres différents ont
été récoltées dans la région d'EI-Oued (a partir différents communes) (tableau 4) durant le
mois d’octobre. Nous avons sélectionné des feuilles vertes saines exemptes de maladies et
d'infections d'insectes, qu'elles ont été séchées puis broyées pour étre réduites en poudre. La
poudre ainsi homogénéisée a été conservée dans un bocal en verre pour une ultérieure
utilisation.

Tableau 04: Caractéres des variétés étudiées.

Variétés Age Communes de récoltes Couleur des baies
1 4ans Sidi Aoun Violet
2 13 414 ans El-Oued Noire
3 10 ans Sidi Aoun Vert
4 7 ans Oued EI Alenda Rouge

B. Les souches bactériennes:
Tableau 05 : Classification et caractéristiques des souches bactériennes utilisées
(Benabid, 2009; El Mouhtadi, 2014 ; Sekhri-Arafa, 2011; Stewart et al., 2015 ):

Domaine Bactérie Bactérie Bactérie Bactérie Bactérie
Embranchement Proteobacteria Prokaryota Protéobactéria Proteobacteria Firmicutes
Classe Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria  Bacilli
Ordre Entérobactérie Pseudomonadales Enterobacteriales Entérobactérie Bacillales
Famille Enterobactériaceae Pseudomonadaceae Enterobacteriaceae Enterobactériaceae Listeriaceae
Genre Escherichia Pseudomonas Klebsiella Salmonella Listeria
Espéce Escherichia coli Pseudomonas Kiebsiella p i Sal lla enterica ssp.  Listeria innocua
aeruginosa arizonae
Origine ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 700603 CIP 81-3 CLIP 74915
Gram +
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11.1.2.2. Matériel technique d’étude au laboratoire:
A. Les produits et réactifs:

Trichloride d’aluminium (AICl3) 2%; magnésium; Folin-Ciocalteu; acide gallique;
Vanilline (99,5%); diméthyle sulfoxyle (DMSO); eau oxygéné (H.O.); méthanol; chlorure
d’hydrogéne (HCL); Bicarbonate de sodium (7.5%) (Na,COs); Chlorure Ferrique 1% et 2%
(FeCls); quercétine d'hydraté C15H1007 (97%); acide sulfurique (H.SO,) Concentré; liqueur de
fehling; eau distillée; réactif de Drajendorf; chlorure ferrique a 2%; chloroforme (CHCL3);
hydroxyde de sodium (NaOH); violet cristal oxalaté; Lugol; fuchine de ziehl diluée au 1/10;
hydroxyde d’ammonium (NH4;OH); gélose nutritive; milieu de culture type hinton;
Antibiotique (Gentamycine 50 pg/disque); eau physiologique stérile a 0.9 %.

B. Verreries et petits matériels:

Erlenmeyer.

pipettes Pasteur, béchers de 500 et 1000 ml.
Tubes a essai.

Micropipette 100 pl.

Flacons en verre de 250 ml.

Boites Pétri.

Ecouvillons.

Seringue de 5 ml.

Pinces.

Disques de papier wattman (buvard).

Flacons en verre de 250 ml.

NN N N N N N N N N RN

Anse de platine.

C. Appareillage:

% Spectrophotomeétre (UV-1240 SHIMADZU).

¢+ Evaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI Heating bath R-210).

+«» Micropipettes ajustables.

+«» Etuve (Mommert, Beschickung-Loadig Model 100-800).

+ Balance analytique (Shanghai Sunrise Instrument précision 0.1mg).
¢+ Autoclave de type Pbinternational.

¢+ Microscope optique avec appareil photo (caméra).

< Bec benzéne.
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11.1.3. Méthodes:
11.1.3.1. Sechage:

Le séchage consiste a extraire I’eau contenue a la plante. Généralement, le séchage se
fait par évaporation de I’eau de la plante dans I’air. Le séchage fait intervenir a la fois des
transferts de matiere (eau), et aussi des transferts d’énergie (chaleur). Ces échanges ont lieu
du fait des écarts de température et d’humidité a la périphérie du produit (Bert, 2008 ; Chalal
et al., 2008). Le but du séchage est de déshydrater un produit de facon a abaisser sa teneur en
eau en dessous d’une valeur permettant sa conservation a température ambiante (Agbossou et
al., 2013).

Le séchage a I’air libre est réalis¢ dans I’ombre, avec une circulation naturelle de 1’air
(Lahmari et al., 2012). Les matiéres végétales doivent étre étalées en fines couches sur des
claies et mélangées ou retournées fréquemment. Pour que ’air circule facilement, les claies
doivent étre disposées a une hauteur suffisante (OMS, 2003). Ou il se fait a la température
ambiante, durant 2 semaines. Ensuite nous l'avons pulvérisée, a l'aide d'un broyeur électrique
(Koffi et al., 2006).
11.1.3.2. Extraction des composés phénoliques:

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus veégétaux ou animaux des
composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs. Les produits ainsi obtenus sont
relativement impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés
a un usage oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles
médicinales (Handa, 2008).

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues
dans les parties aériennes surtout les feuillets de la plante en utilisant des solvants organiques
qui acceélérent et augmentent le rendement d’extraction (Madi, 2009).

Afin d’extraire les polyphénols de parties aériennes des plantes étudiées par macération,
nous avons adopté le protocole décrit par Romani et al., 2006. En y apportant quelques
modifications: Les plantes étudiées nettoyées et broyées sont mises a macérer dans un
mélange méthanol/eau (7:3 V/V) a un rapport de 1/5 (P/V), Cette macération est répétée 3fois
avec renouvellement de solvant. L’extrait hydro-alcoolique est récupéré aprés filtration du
mélange a 1’aide d’un papier filtre NO1, le méthanol est eliminé du filtrat par évaporation sous
pression réduite dans un rotavapeur, puis séché a 1’étuve a une température ne dépasse pas

40°C, et conservé jusqu’a l'utilisation (Talbietal., 2015).
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Les variétés étudiées

Extraction
(macération)

Evaporative a 50 °C | Séchage a 45°C

lique

Les extraits bruts

Figure 15: Protocole d’extraction des composés phénoliques.
11.1.3.3. Rendement d’extraction:
Nous pouvons déterminer le rendement des plantes en extraits sec est calculé par la
formule donnée par Falleh et al., (2008) :

[ R (%) = 100 Mext/Méch. ]
Ou:

R: est le rendement en %.

Mext: est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg.

Méch: est la masse séche de I’échantillon végétal en mg.
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11.1.3.4. Screening phytochimique:

La phytochimie qualitative basee sur des réactions colorées ou de précipitation par des
réactifs chimiques spécifiques réalisée sur les extraits (Mohammedi, 2013).

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent
d'identifier la présence des substances chimiques.

Les groupes photochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides,
les coumarines et les terpenes (Hamidi, 2013)

A. Test de flavonoides:

Traité 1 ml d’extrait avec quelques gouttes d’HCI concentré et 0.1 g de tournures de
magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se
développe en aprés 3 minutes (Bouhadjera, 2005).

B. Test de tannins:

Les tanins sont mis en évidence a partir de 0.5 ml d’extrait placé dans un tube en présence
de quelques gouttes de FeCls (1% préparé au méthanol). Aprés 1’agitation de ’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).

C. Test des alcaloides :

Iml d’extrait végétal est additionné d’une goutte de HCI concentré, la solution obtenue est
ajoutée deux goutte de réactif de Drajendorf. L’apparition d’un précipité ou d’une coloration
orange indique la présence d’alcaloides (Bagre et al., 2007).

D. Test des sucres réducteurs:

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits bruts par le réactif de
Fehling. Pour 1ml d’extrait brut sont additionnés 1 ml de liqueur de Fehling. La formation
d’un précipité rouge brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une
réaction positive (Békro et al., 2007).

E. Test des polyphénols:

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

présence de polyphénols (Koffi et al., 2009).
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F. Test des Terpénoides:

Dans un tube a essai, ajouter a 2 ml d'extrait de plante 0.8 ml de chloroforme (CHCL3) et 1.2
ml d'acide sulfurique (H,SO,4) concentré. La formation d'une couleur brune rougeéatre indique
la présence des terpénoides (Dharmendra et al., 2012).

G. Test des anthocyanes:

A 1 ml d’extrait on ajoute 1 ml d’acide sulfurique (H,SO4) puis 1 ml d’hydroxyde
d’ammonium (NH4OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue violacée en milieu
basique témoigne de la présence d’anthocyanes (Mibindzou Mouellet, 2004).

H. Test des coumarines:

Sont révélées a partir de 2 ml de I’infusé a 5% placé dans un tube dans lequel sont ajoutés
3 ml de NaOH (10%). Apres agitation de la solution, 1’apparition d'une couleur jaune indique
la présence de coumarines (Diallo, 2000).

I. Test des saponosides:

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

Pas de mousse = test négatif

Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

Mousse de 1-2 cm = test positif

Mousse plus de 2 cm = test trés positif (Kanoun, 2011).

J. Test des quinones:

Du NaOH dilué a été ajouté aux 1 ml d'extrait brut. La coloration bleu vert ou rouge
indique la présence de quinones (Anjali & Sheetal, 2013).
11.1.3.5. Dosage des composées phénoliques par la méthode colorimétrique «Analyse
quantitative » :

A. Dosage des polyphénols totaux (PPT):

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu (Singleton et al., 1999);Ce réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolibdique (H3PMo01,040), il est réduit
par les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (W;1,023) et de molybdene
(M0gO23). Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composes
phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption environs 750-765 nm

(Bonnaillie et al., 2012).
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Les composés phenoliques totaux sont dosés de la maniére suivante, 200 ul des chaque
solution d’extrait est ajouté, ensuite 1000 pl d’une solution de réactif de Folin-Ciocalteu
(dilué10 fois dans I’eau distillée) est ajouté puis on ajouté¢ 800 ul d’une solution de Na;COs
(7.5%).

Le mélange obtenu est incubé a la température ambiante pendant environ 30 minutes a
I’abri de la lumicere. L'absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm contre un
blanc. La lecture de la densité optique a 760 nm. (Belyagoubi, 2012).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par l'acide gallique a différentes concentrations
(0.01-0.11 mg/ml), dans les mémes conditions de dosage des solutions ainsi préparées ont
permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Belyagoubi, 2012).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique et est exprimée en pg d’équivalent
d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Meziti, 2009).

B. Dosage des flavonoides totaux (FVT) :

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré¢ avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le
fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygéne de la molécule
phénolique agissant comme donneur d’électrons (Zhishen et al, 1999).

La teneur d’extrait en flavonoides a ¢été déterminée par la méthode de chlorure
d’aluminium décrite dans Bahorun et al., 1996, avec modification légére, Mettre 1ml de
chaque solution d’extrait dans un tube a essai; Ajouter 1 ml d’une solution méthanolique de
chlorure d’aluminium 2%, Aprés 30 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm
(Nabti &Belhattab, 2016).

La courbe d'étalonnage a été réalisée par quercitaine a différentes concentrations (0.01-
0.05 mg/ml), dans les mémes conditions de dosage. La concentration des flavonoides est
déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine et est exprimée en
microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(Meziti, 2009).

C. Dosage des tanins condensés (CT):

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide.
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¢ a 500 nm. La

réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité du polymere. Les
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quantités des tannins sont estimées en utilisant la méthode de vanilline (Julkunen-Titto,
1985).

Pour quantifier les tannins condense, il faut utilisée une courbe standard. La courbe
standard de I'acide gallique. La courbe d’étalonnage a été obtenue par des solutions d’acide
gallique de concentration varie entre 0.2 jusqu’a 0.8 mg/ml. 0.5 ml de chaque solution a été
introduit a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essai de verres, et ajouté¢ 3 ml de la
solution vanilline/méthanol (4%, v/v), puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 1.5 ml de
I’acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionnés. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 30 min. L’absorbance est mesuré a 500 nm contre un blanc a
’aide d’un spectrophotomeétre UV-Vis (Mahmoudi et al., 2013).

La concentration des tanins est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec
l'acide gallique et est exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait) (Meziti, 2009).
11.1.3.6. Etude des activités antibactériennes:

L’activité antimicrobienne des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion des
disques sur milieu gélose. Cette méthode permet de déterminer I’activité inhibitrice de nos
extraits sur la croissance des agents bactériens (Celiktas et al., 2007 ; Sacchetti et al., 2005;
Meddour et al., 2013).

A. Détermination de DI (diamétre d'inhibition):

Evaluation I’activité antibactérienne de différents concentration (1 mg/ml; 0.75 mg/ml;

0.5 mg/ml; 0.25 mg/ml) de extraits hydrométhanoliques selon la méthode de diffusion en

milieu gélosé (antibiogramme) (Treki et al., 2009). Cette technique repose sur l'apparition

d'une zone d'inhibition dans le milieu de culture cing souches bactériennes: Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica ssp. arizonae, Klpseilla pnemoniae et

Listeria innocua. autour du disque contenant I'extrait de la plante (Bssaibis et al., 2009).

B. Conformation des souches:

+ Coloration de Gram:

C’est la technique de la coloration de Gram, modifiée par Hucker, 1902, dite Gram
Hucker qui fait I’objet d’une présentation normalisée en microbiologie des aliments (Annexe
03).

= Mode opératoire:

- Préparer un frottis de violet cristal oxalaté; laisser agir 1 minute ; rincer a I’eau distillée.

- Verser du Lugol et le laisser agir pendant 1 minute; rincer a I’eau distillée.

- Décolorer a I’alcool a 95, entre 15 et 30 secondes; rincer a 1’eau distillée.
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- Recolorer avec de la safranine pendant 1 minute ; rincer a I’eau distillée.

- Sécher par des papiers joseph.

La safranine peut étre remplacée par la fuchine de Ziehl diluée au 1/10 pendant 1 minute.

Observer au microscope a 1’objectif x40, avec cette coloration double ; les bactéries
«Gram+» apparaissent en violet foncé tandis qui les bactéries «Gram -» sont colorées en rose
ou en rouge (Camille, 2014).

+ Test de catalase:

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et aéro
anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée, en eau et en oxygene qui se
dégage (Annexe 04) (Camille, 2014).

= Mode opératoire:

Prendre une lame porte objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée a 10
volumes et émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose.

Effectuer le test sur les souches a caractériser et observer. Le dégagement de bulles de gaz
indique la présence de la catalase: test catalase + (Camille, 2014).

C. Conservation des souches:

Les souches bactériennes identifiées précédemment (Annexe de fig. 09) et qui font I’objet
de notre étude sont conserveées dans des boites contenant de la gélose nutritive a 4°C.

D. Le repiquage:

Le repiquage des souches bactériennes a pour objectif 1’obtention d’une culture pure et
jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries. Les souches sont alors repiquées a partir des
boites de conservation sur un nouveau milieu gélose nutritive. Les cultures son incubées a
I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 h.

E. Préparation des disques:

Les disques sont préparés a partir de papier wattman, avec un diamétre de 6 mm. Pour
donner une zone d’inhibition facile a mesurer. Les disques une fois préparés, sont introduit
dans un flacon en verre et placés dans 1’autoclave pendant 30 minutes a 120°C.

F. Préparation de Milieu de culture :

En dissolvant 38 g de poudre de gélose de Muller Hinton dans 1000 ml d’eau distillé dans
une bécher placées sur un agitateur plaque. La gélose dissolue est versée dans des flacons puis
stérilisé dans I’autoclave a 120 °C pendant 15 minutes, et enfin conservée dans le réfrigérateur
a 4°C. Avant utilisation la gélose Mueller Hinton est fondu dans un bain marie a 95°C et coulé
en boite de pétrie sur une épaisseur de 4 mm, et on laisse quelques minutes jusqu'a la
solidification (Harrar, 2012).
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G. Préparation des dilutions des extraits (concentration):

Différentes concentrations (1 mg/ml; 0.75 mg/ml; 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml) d’extrait

hydrométhanolique de Vitis vinifera ont été préparé par DMSO (Meddour et al., 2013).

H. Inoculum:

e A partir d'une culture pure de 18 h des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler Par
une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
e Décharger I'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile & 0.9 %, bien homogénéiser la
suspension bactérienne.
e L'ensemencement doit se faire en moins en quelques min aprés la préparation de
I'inoculum (Djelloul Daouadji, 2010).
I. Ensemencement:

e La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzéne.

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas.

o Reépéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60°C a chaque fois,
sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en
passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose (Djelloul Daouadji, 2010 ; Rahal,
2011).

J. Application des disques d’antibiogramme:

En effet de chaque dilution on préléeve 10 ul et on la mit dans les disques. (Dans
chaque boite quatre 4 disques ont eté réalisée a différentes concentrations des extraits, les
disques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre). La boite de controle, réalisée
pour I’expérience, est une boite ensemencée contenu deux disques, I'un de contréle positif
Gentamycine 50 pl et I'autre de contréle négatif DMSO (Delaldja & Saadoudi, 2017).

Il faut Presser chaque disque a I’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer
de son application. Une fois appliqué, le disque ne doit pas étre déplacé (Rahal, 2011).

K. Incubation et Lecture :

Apres incubation 18-24 heures & 37°C dans I'étuve, Les résultats sont observés, en

mesurant les diamétres de la zone d’inhibition autour de chaque disque (Boudjouref, 2011).
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Figure 16: Protocole d’évaluation de I'activité antibactérienne d'un extrait végétal.

11.1.4.Analyses Statistiques:

Dans cette étude nous avons utilisé le test statistique t pour analyser les résultats par le
logiciel MINITAB 2013. 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.

Difference hautement significative P < 0.01.

Différence tres hautement significative P < 0.001.
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Chapitre 2: Résultat et Discussions
11.2.1.Rendement d’extraction des composés phénoliques:
Le rendement de 1'extraction qui est le rapport entre le poids d’extrait et le poids de plante

est donné dans le Figure 17:
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]
C
@ 15.00% V7 W Variété 2
[«B] “s s
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Les variétés étudiées

Figure 17: Les rendements des extraits obtenus a partir des quatre variétes.
Selon les résultats obtenus, nous remarquons que le rendement le plus élevé pour la
variété 1 (22.75%) suivie par la variété 3 (22.39%), en suite de la variété 4 (18.84%). Le
rendement le plus faible est enregistré dans la variété 2 (18%).
Nos résultats sont plus élevés que le résultat obtenu par Sushma Devi & Randhir Singh,
2017, qu'est égale 9.2% pour I'extrait hydrométhanolique.
On constate que le rendement est variable malgré que la technique d’extraction est la
méme ; cette variabilité est due probablement a la variation des facteurs suivants : le stade de
croissance, les conditions pédoclimatique, la période du récolte, le temps du récolte,
la méthode de séchage (Makhloufi, 2009).
11.2.2. Tests phytochimiques:
Une recherche chimique préliminaire a été effectuée dans le but de mettre en évidence
certains métabolites. Les tests de coloration et de précipitation ont été les principales voies
d’identification de ces substances. Les résultats de ces tests chimiques des extraits

hydrométhanoliques est regroupés dans le tableau (06).
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Tableau 06: Résultats de screening photochimiques des extraits obtenus a partir des quatre

variétés étudiées.

Metabolites secondaires  Variété 1 Variété 2 Variété 3 Vaeiété 4
Flavonoides ++ + +++ 4+

) Galliques - - - -
Tannins

Cathéchiques +++ ++ +++ +++

Alcaloides +++ ++ +++ 4+
Sucres réducteurs +++ +++ +++ +++
Polyphénols +++ ++ +++ +++
Terpénoides +++ +++ +++ +4++
Anthocyanes +++ +++ +++ +++
Coumarines 4+ o+ +++ 4+
Saponosides + + + +
Quinones ++ ++ ++ 4+

+++: La richesse.
++ : Présence moyenne quantité.
+ : Présence de trace.

—: L’absence.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons notés que les extraits hydrométhanoliques en
générale sont riches en flavonoides.

D’aprés nos résultats, la quantité des flavonoides dans les variétés 3 et 4 est presente une
quantité élevée, une quantité moyenne pour la variété 1 et en faible quantité dans la variété 2.

Pour le test des tanins nous avons trouvés que nos variétés pauvrettes des tanins galliques,
mais pour les tanins cathéchiques présentant en quantité élevée chez les variétés 1, 3 et 4 et
guantité moyenne chez la variété 2.

Par ailleurs, pour les tests phytochimiques des alcaloides et des polyphénols on a trouvé une
présence marquée abondante en ces metabolites dans les variétés étudiées, ou ils sont
présentent en quantité élevée dans les variétés 1, 3 et 4 et en moyenne quantité chez la variété
2. Pour les tests phytochimiques des sucres réducteurs, des terpenoides, des anthocyanes et
des coumarines, on observé la présence de ces métabolites en quantité élevée dans toutes les
variétésl, 2, 3 et 4.

Pour le test des Saponosides on a trouvé une présence a faible quantité dans toutes les

variétés 1, 2, 3 et 4.
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En fin, pour le test des Quinones, on remarque pour la variété 4 contient une quantité
élevée par contre les autres variétés 1, 2 et 3 portent moyenne quantité.

Pour les tests phytochimique des flavonoides, saponosides, alcaloides, sucres réducteurs,
polyphénols et terpénoides, nos résultats sont équivaux et comparable a ceux trouvés par
Amara & Melouk, 2016, montrent que la présence des flavonoides, saponosides, alcaloides,
sucres réducteurs, polyphénols et terpénoides. Tandis que pour des tannins catéchiques,
anthocyanes, quinones, coumarines et des tannins galliques, nos résultats sont contre cela, ou
ils montrent que la présence des tannins galliques et l'absence des tannins catéchiques,
anthocyanes, quinones et coumarines.

On explique ces différences par les types et les concentrations des métabolites secondaires
dépendent d’un certain nombre de facteurs tel que le stade de développement, le sol, les
conditions climatiques, la culture de la vigne et le traitement auquel est soumise (Reynier,
1991).

11.2.3. Dosage des composees phénoliques:
11.2.3.1. La teneur en polyphénols totaux PPT:

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits a été effectuée selon la méthode
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe montre une linéarité de 1’absorbance en
fonction des concentrations.

Les quantités des polyphénols correspondantes de chaque extrait ont été rapportées en ug
équivalent d’acide gallique par milligramme de matiére seche (ug EAG/mg de MS) et
déterminé par ’équation de type : y = 14,01x - 0,068 avec R® = 0,9805 (Figure 18).

1.6 -

14 - y =14.01x - 0.068
g R? =0.980
S 12 -
3
~ 1-
S
[5) 08 7
=
S 06 -
=
g 04 -
S 02
=0

0 T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
concentration d'acide gallique en mg/ml

Figure 18: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 19: Teneurs en polyphénols totaux dans Vitis vinifera.
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D’apres I’histogramme illustré dans la figure 19, nous avons observé une variabilité des
teneurs en polyphénols dans les variétés étudiées. Les résultats obtenus montrent que la
variété 4, elle possede la quantité plus élevé en polyphénols 138.91+1.82 ngEAG/mgMS par
rapporte les autres variétés. En suite par la variété 3 a valeur 115.86+0.39 pgEAG/mgMS) ,
suivis par la variété 2 de valeur 72.42+0.09 pgeAG/mgMS et en fin la variété 1 donne la
valeur le plus faible de 47.08+1.13 pgEAG/mgMS.

Les résultats des analyses statistiques montrent qu'il y a une différence hautement
significative (P< 0.01) des polyphénols totaux entre la variété 4 et les autres variétés, et aussi
entre les variétés let 2. Avec la présence d’une différence tres hautement significative (P<
0.001) des polyphénols totaux entre la variété 3 et les autres variétés pour la teneur des
polyphénols totaux.

Nos résultats sont équivaux et comparable a ceux trouvés par Deliorman Orhan et al.,
2009, montrent que la Vitis vinivera présente une forte concentration en polyphénols avec
d’une valeur de 126.2+2.4. Mais ils plus élevé que les résultats obtenu par Sushma Devi &
Randhir Singh, 2017, qui montrent les teneurs de polyphénols chez la Vitis vinifera de pour
I'extrait hydrométhanolique égale 22.27+1.69.
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111.3.2.La teneurs en flavonoides totaux (FVT):

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) et I’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme
d'équivalent de quercétine par milligramme de matiere végétale seche (ug EQ/mg de MS).
Les taux des flavonoides des 5 extraits ont été obtenu a partir du courbe d’étalonnage qui suit
une équation de type: y= 27.64x + 0.062 sachant que R® = 0.9995 (figure 20).
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Figure 20: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 21: Teneurs en flavonoides totaux dans Vitis vinifera .
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en comparaison avec la variété 1: en comparaison avec la variéte 2: en comparaison avec la variété 3:
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hautement significative hautement significative hautement significative

D’apres I’histogramme illustré dans la figure 21, nous avons observé une variabilité des
teneurs en flavonoides dans les variétés étudiées. Les résultats obtenus montrent que variété
2, elle possede la quantité plus élevé en flavonoides 32.16+£0.096 ugEQ/mgMS par rapport
les autres variétés. En suite par la variété 4 a valeur 30.79+£0.021 pgeQ/mgMS, suivis par la
variété 1 de valeur 25.84+0.115 pgeQ/mgMS et en fin la variété 3 donne la valeur le plus
faible de 22.19+0.596 ngEQ/mgMS.

Les résultats des analyses statistiques montrent qu'il y a une différence significative (P<
0.05) des flavonoides entre les variétés let 3, différence hautement significative (P< 0.01) des
flavonoides de variétés 2 par rapport 3 et 4 ainsi que entre les variétés 3 et 4..Avec la présence
d 'une différence trés hautement significative (P< 0.001) des flavonoides totaux de variétél
par rapporte les variétés 2 et 4.

Nos résultats sont équivaux et comparable a ceux trouvés par Sushma Devi & Randhir
Singh, 2017, montrent que la Vitis vinivera présente une moyenne concentration en
flavonoides, qui est égale 29.45+0.31 pour I'extrait hydrométhanolique.

111.3.3. teneurs des tanins condensés (TC):

Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode de la vanilline en milieu acide. La
teneur en tanins est exprimée en microgramme d'équivalent d'acide gallique par milligramme
de matiére végeétale séche (LQEAG/mgMS). Les taux des tanins des extraits ont été obtenu a
partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type: y =7.058x-0.028 sachant que
R? = 0.972 (figure 22).
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Figure 22: Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des tanins condensés.
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Figure 23: Teneurs en Tanins condensés dans Vitis vinifera.

en comparaison avec la variété 1:

v *=—> il y a une différence
significative

v *#*=—> jl y aune différence
hautement significative

en comparaison avec la variété 2: en comparaison avec la variété 3:

v A=—> il y a une différence ¥ 1==> il y a une différence
significative significative

v B=—>il y a une différence v 2 =—>ily aune différence
hautement significative hautement significative

v #*r—>j] yaunedifférencetrés v C=—>ilyaunedifférencetrés v 3 =>ily a une différence trés

hautement significative

hautement significative hautement significative

D’aprées 1’histogramme illustré dans la figure 23, nous avons observés une variabilité des

teneurs en tanins dans les variétés étudiées. Les résultats obtenus obtenus montrent que la

variété 4, elle possede la quantité plus élevé en tanins 57.05+1.66 pgEAG/mgMS. En suite
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par la variété 1 a valeur 51.62+1.69 pgEAG/mgMS, suivis par la variété 2 de valeur
45.67+0.38 pgEAG/mgMS et en fin la variété 3 donne la valeur le plus faible de 33.86+0.62
MgEAG/mgMS.

Les résultats des analyses statistiques montrent qu'il y a une différence significative (P<
0.05) des tanins entre les variétés let 3 ainsi que entre les variétés 2et 4, différence hautement
significative (P< 0.01) des tanins entre les variétés 2 et 3.Avec la présence d'une différence
trés hautement significative (P< 0.001) des tanins totaux entre les variété 2 et 3.

Nos résultats sont plus élevé que les résultats obtenu par Sushma Devi & Randhir
Singh, 2017 qui montrent le teneur des tanins condensés chez le Vitis Vinifera de pour
I'extrait hydrométhanolique égale 36.37 + 0.51.

En générale, nous pouvons dire que difféerence de la quantité de composées
phénoliques présente dans les extraits hydrométhanoliques est due a plusieurs facteurs, dont
les conditions d'échantillonnage et le degré de maturité et de la température ainsi que le type
de solvant utilisé et la méthode d’extraction ... etc (Schlesier et al., 2002).

11.2.4. Evaluation de I'activité antibactérienne :

Les résultats obtenus dans le présent travail, montrent que les extraits hydrométhanolique de
la partie aérienne (feuille) du Vitis vinifera a un effet inhibiteur faible sur la croissance de
cing souches bactériennes testées. Ces activités observées sont par ailleurs expliquees par les
résultats de I'analyse chimique des variétés (table 06) qui révele la présence des composés tels
que les alcaloides, les tanins, les flavonoides dont les propriétés anti-microbiennes ont déja été
démontrées (Bouzid, 2011). Tels que les différentes classes de polyphénols essentiellement
les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les micro-
organismes. Cette toxicité est en fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles
présents sur le composé phénolique (Harrar, 2012). En outre, il est évident que
I’augmentation de I’hydroxylation conduit & une augmentation de la toxicité. L effet
antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance bactérienne
suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires, I’interaction avec les enzymes et les
effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al., 2010). Aussi
L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par de
nombreuse études. Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a
inhiber ’expression de I’ADN et la synthese de certaines enzymes et protéines membranaires

des microorganismes (Ulanowska et al., 2006).
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111.4.1. Antibiotique Témoin (ATB-G):

Les résultats obtenus montrent que La gentamicine inhibe presque la totalité des espéces
bactériennes, et particulierement les bacilles a Gram négatif. Ces résultats sont en accord avec
(Schorderet, 1998), qui a rapporté que la gentamicine est efficace principalement dans les
traitements contre les bactéries aérobies a Gram négatif.

Ceci peut étre expliqué par le fait que la gentamycine est un antibiotique bactéricide qui
affecte la croissance bactérienne par inhibition spécifique de la synthése protéique normale
chez les bactéries sensibles activité antibactérienne de la gentamicine se traduit par une
inhibition de la synthése des protéines. Afin d’atteindre sa cible principale qui est la sous-
unité 30 S du ribosome, la gentamycine doit traverser la membrane externe puis la membrane
cytoplasmique des bactéries. Dans le cas d’une bactérie a Gram positif, la pénétration
s’effectue a travers les interstices du peptidoglycane.

Dans une bactérie a Gram négatif, la gentamycine utilise les porines de la membrane
externe pour pénétrer dans la cellule. Une fois que la gentamycine a atteint la membrane
cytoplasmique, elle s’y fixe, puis est transportée activement jusqu’au ribosome, qui est alors
déformé de maniére irréversible et incapable d’initialiser la synthese protéique. Cette derniere
étape de transport demande un apport d’énergie et d’oxygene ; par conséquent la gentamycine
est inefficace contre les bactéries anaérobies ou dans des conditions anaérobiques (Omane et
Zroug, 2016).

Malgré l'effet antibactérienne remarquable de Vitis vinifera dans notre étude mais Cette
effet demeure faible par rapport a celui de ’antibiotique Gentamycine (G), cette grande
différence peut étre expliquée pour de nombreuses variétés, en fonction de la date de la
récolte il aura des variations tres importantes dans la composition chimique et de 1’activité
(Athamena, 2009).

L’activité antibactérienne des extraits hydrométhanoliques de Vitis vinifera est testée vis-a-
vis de cing souches bactériennes via la méthode de diffusion sur disque.

Les résultats du test d’activité antibactérienne aux extraits (antibiogrammes) sont
regroupés dans (Annexe 05 : les tableaux (01, 02, 03, 04 et 05)) et les figures (24, 25, 26, 27
et 28).

La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration des extraits

(Dordevic et al., 2007). Ceci obtenues dans nos résultats.
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Figure 24 : Les zones d’inhibition d’Escherichia coli par Vitis vinifera de différentes
variétés en comparaison avec 1’antibiotique témoin.

Les résultats obtenus (Annexe 05 : tableau 01 et figure 24), indiquent que la variété 4 a
une forte activité contre Escherichia coli avec une zone d’inhibition (en mm) de 8.8+1.17 par
rapport les autres variétés qui donné une zone d'inhibition (en mm) de 7.7£0.253 pour la
variété 3, 7.1+0.232 pour la variété 2 et 7.0+0.0417 pour la variété 1, qui sont moins que celle
de la gentamycine. L’analyse statistique montre qu’il y a différence tres hautement

significative (p<0.001) entre les variétés et I’antibiotique.

Listeria Innocua

Diameétre de Zone d'inhibiton en
m
rs

ATB Variété 1 Variété2 Variété3 Variété4d

Les variétés étudiées

Figure 25 : Les zones d’inhibition de Listeria Innocua par Vitis vinifera de différentes

variétés en comparaison avec 1’antibiotique témoin.
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Les résultats obtenus (Annexe 05: tableau 02 et figure 25), indiquent que la variété 4 a
une forte activité contre Listeria innocua avec une zone d’inhibition (en mm) de 8.0+0.397
par rapport les autres variétés qui donné une zone d'inhibition (en mm) de 7.2+0.861 pour la
variété 1, 7.1+£0.451 pour la variété 2 et 6.9+0.220 pour la variété 3, qui sont moins que celle
de la gentamycine. L’analyse statistique montre qu’il y a différence tres hautement

significative (p<0.001) entre les variétés et I’antibiotique.
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Figure 26 : Les zones d’inhibition de Pseudomonas aeruginosa par Vitis vinifera de
différentes variétés en comparaison avec 1’antibiotique témoin.

Les résultats obtenus (Annexe05: tableau 03 et figure 26), indiquent que la variété 3 a
une forte activité contre Pseudomonas aeruginosa avec une zone d’inhibition (en mm) de
7.4+0.208 par rapport les autres variétés qui donné une zone d'inhibition (en mm) de
6.8+0.792 pour la variété 2, 6.5+0.260 pour la variété 4 et 6.3+ 0.250 pour la variété 1, qui
sont moins que celle de la gentamycine. L’analyse statistique montre qu’il y a différence
significative (p<0.05) entre les variétes 1 et 3, mais il y a différence trés hautement

significative (p<0.001) entre les variétés et I’antibiotique.
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Figure 27: Les zones d’inhibition de bactéries Salmonella enterica ssp. Arizonae par Vitis

vinifera de différentes variétés en comparaison avec 1’antibiotique témoin.

Les résultats obtenus (Annexe 05 : tableau 04 et figure 27), indiquent que la variété 1 a
une forte activité contre Salmonella enterica ssp. arizonae avec une zone d’inhibition (en
mm) de 7.7+£1.47 par rapport les autres variétés qui donné une zone d'inhibition (en mm) de
7.2 £0.356 pour la variété 4, 7.0+£0.217 pour la variété 2 et 7.0+0.723 pour la variété 3, qui
sont moins que celle de la gentamycine. L’analyse statistigue montre qu’il y a différence

tres hautement significative (p<0.001) entre les variétés et 1’antibiotique.
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Figure 28 : Les zones d’inhibition de Klpseilla pnemoniae par Vitis vinifera de différentes
variétés en comparaison avec I’antibiotique témoin.

Les résultats obtenus (Annexe 05: tableau 11 et figure 28), indiquent que la variété 3 a
une forte activité contre Klpseilla pnemoniae avec une zone d’inhibition (en mm) de

9.0+0.878 par rapport les autres variétés qui donné une zone d'inhibition (en mm) de
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8.5+0.542 pour la variété 2, 7.6+£0.851 pour la variété 4 et 7.2+0.110 pour la variété 1, qui
sont moins que celle de la gentamycine. L’analyse statistique montre qu’il y a différence tres
hautement significative (p<0.001) entre les variétés et I’antibiotique.

Cette différence d'effet entre les variétés peut étre expliquée, en fonction des variations trés
importantes dans les compositions phénoliques, selon nos résultats (voir les figures 19, 21 et
23).

Les résultats ont été discutés selon la réputation des polyphénols pour leurs effets
antimicrobiens et sur quelques travaux réalisés sur Vitis vinifera. Ou ces compositions:
polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a -
vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhésions microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan M.M.,
1999). Et ainsi que les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la croissance
bactérienne ont démontré que, de nombreux composés flavonoidiques (apigenine, kaempferol
et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram
négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Listeria innocua) (Sosa & Tonn, 2007 ;
Ulanowska et al., 2007).
11.2.4.2. Activité de chaque variété sur tous les especes bactériennes :
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Figure 29: Les zones d’inhibition de la variété 1 en comparaison entre les differentes

especes bacteriennes.
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La valeur moyenne de zone d'inhibition (en mm) de la variété 1 (figure 29) est variée de
7.7£1.47 4 6.9+0.451 contre Salmonella enterica ssp. arizonae, 7.2 +0.110 a 6.7+0.110 contre
Klpseilla pnemoniae, 7.2+0.861 a 6.4+0.208 contre Listeria innocua, 7.0+0.0417 a 6.6+0.331
contre Escherichia coli et 6.3£0.250 a 6.1+0.083 contre Pseudomonas aeruginosa, ils ont
présenté une activité faible contre toutes les bactéries testées, L’analyse statistique montre que
la différence est n'y a pas significative (p>0.05) pour l'effet de la variété 1 sur toutes les
bactéries par rapport elles-mémes.
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Figure 30: Les zones d’inhibition de la variété 2 en comparaison entre les differentes
especes bacteriennes.

La valeur moyenne de zone d'inhibition (en mm) de la variété 2 (figure 30) est variée de
8.5 +£0.542 a 7.1+0,382 contre Klpseilla pnemoniae, 7.1+0.232 a 6.9+0.220 contre Escherichia
Coli, 7.1£0.451 a 6.8+0.144 contre Listeria innocua, 7.0£0.217 a 6.4+0.220 contre
Salmonella enterica ssp. arizonae et 6.8+£0.792 a 6.2+0.167 contre Pseudomonas aeruginosa,
ils ont présenté une activité faible contre toutes les bactéries testées, L’analyse statistique
montre que la différence est n'est pas significative (p>0.05) pour l'effet de la variété 2 sur

toutes les bactéries par rapport elles-mémes.
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Figure 31: Les zones d’inhibition de la variété 3 en comparaison entre les differentes
espéces bacteriennes.

La valeur moyenne de zone d'inhibition (en mm) de la variété 3 (figure 31) est variée de
9.0+0.87 a 7.7+0.855 contre Klpseilla pnemoniae, 7.7+0.253 a 6.8+0.315 contre Escherihia
coli, 7.4£0.208 a 6.8+0.470 contre Pseudomonas aeruginosa, 7.0+0.723 & 6.3+0.292 contre
Salmonella enterica ssp. arizonae et 6.9+0.220 a 6.4+0.260 contre Listeria innocua, ils ont
présenté une activité faible contre toutes les bactéries testées, L analyse statistique montre que
la différence n’est pas significative (p>0.05) pour I'effet de la variété 3 sur tous les bactéries
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Figure 32: Les zones d’inhibition de la variété 4 en comparaison entre les differentes espéces

bacteriennes.
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La valeur moyenne de zone d'inhibition (en mm) de la variété 4 (figure 32) est variée de
8.8+1.17 a 6.5+0.250 contre Escherichia coli, 8.0+0.397 a 7.1+0.110 contre le Listeria
innocua, 7.6£0.851 a 6.7+£0.363 contre Klpseilla pnemoniae, 7.2+0.356 a 6.6£0.361 contre
Salmonella enterica ssp. arizonae et 6.5+£0.260 a 6.2+0.208 contre Pseudomonas aeruginosa,
ils ont présenté une activité faible contre les touts bactéries testées, L’analyse statistique
montre que la différence est n'y a pas significative (p>0.05) pour I'effet de la variété 4 sur tous
les bactéries par rapport elles-mémes.

D'aprés nos résultats, on remarque les variétés 1, 2 et 4 possedent des effets tres faible
contre Pseudomonas aeruginosa due aux les bactéries de cette genre qui sont des especes
opportunistes naturellement résistantes a plusieurs antibiotiques, qui est indiquée par
Sougakoff & Trystram, 2003. Mais pour la variété 3 qu’elle a effets trés faible contre
Listeria innocua, on peut expliquer ca par Listéria est une bactérie ubiquiste tellurique, tres
largement répandue dans 1’environnement, et qui posséde de grandes capacités de résistance
dans le milieu extérieur (EI Mouhtadi, 2014). Et aussi elle possédant certaines
caractéristiques physico-chimiques non connues, semblent assurer leur survie et leur
multiplication (Aubertin, 1987), ainsi que quelques rares souches de Listeria sont capables
d'acquérir une résistance par de plasmides portant les génes de résistance au antibiotique
(Euzéby, 2000).
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Conclusion

Notre expérimentation avait pour but I'étude de l'activité antibactérienne des extraits
hydrométhanoliques de la partie arienne (feuilles) de quelque variétés de Vitis Vinifera cultivé
dans la région d'EI-Oued. En conclusion, nos résultats ont montré que:

Tous les variétés étudiées riche en composées phénoliques (flavonoides, d'alcaloides,
tanins cathéchiques, saponosides, polyphénols, terpénoides, anthocyanes, coumarines,
quinones et les sucres réducteurs).

Avec une quantité importante de polyphénols, de flavonoides et de tanins condensés. Ou
la variété 4 a la valeur la plus élevée (138.91+1.82 pgEAG/mgMS, 30.79+0.021 pgEQ/mgMS
et 7.05+1.66 pgEAG/mgMS) respectivement.

Mais pour l'activité antibactérienne, on trouve que les tous variétés étudiées ont un effet
inhibiteur faible sur la croissance de cing souches bactériennes testées par rapport
I’antibiotique (Gentamycine). Notant le fort effet de la variété 4 contre Escherichia coli
ATCC 25922 et Listeria innocua CLIP 74915 par rapport a d'autres variétés, la variété 3 a
donné une forte activité contre Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 et Klpseilla
pnemoniae  ATCC 700603 par rapport les autres et la variété 1 possede une forte activité
contre Salmonella enterica ssp. arizonae CIP 81-3.

La variété 1 posséde une inhibition plus élevé contre Salmonella enterica ssp. arizonae
par rapport les autres especes. Mais les variétés 2 et 3 ont une inhibition Remarquable contre
Klpseilla pnemoniae et enfin la variété 4 a donné une inhibition plus élevé contre
I’Escherichia coli.

On peut conclure que I’étude de ’activité antibactérienne des extraits hydrométhanoliques
de différentes variétés de Vitis vinifera présenter que toutes les variétés ont presque la méme
force d'inhibition des bactéries. Seraient souhaitable pour identifier les composants

responsables des activités antibactériennes des extraits étudiés.
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Annexes :

Annexe 01: phytochimie de Vitis vinifera.
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Annexe 02: Matériels utilisés

Figure 01: Spectrophotometre de type Figure 02: Evaporateur de type Rotavapor Figure 03: Etuve (Photo
UVmini-1240 SHIMADZ (photo originale) ~BUCHI Haeting bath R-491 (photo original) original).
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Figure 04: Balance Figure 05: Autoclave de Figure 06: Bec benzene (photo Figure 07: Microscope
analytique (photo originale) type pbinternational (photo original). optique avec appareil photo
originale). (caméra) (photo originale)

Annexe 03: Coloration de Gram

Figure 08: résultats de coloration de Gram on microscope x40 (photo originale).
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Annexe 04: Test catalase

Figure 09: Résultats de tests catalase (photo originale).
Annexe 05: Activité antibactérienne
Tableau 01: Résultats de D’activité antibactérienne des extraits sur les bactéries

Escherichia coli.

ATB 0,25 0,5 0,75 1 Sensibilité

34.5 6.6 6.8 6.9 7.0 sensible/Résistante (-)
+0289 0331 +0,561 +0.341 +0.,0417

34.5 6.9 7.0 7,1 7.1

>

ible/Résistante (-
+0289 0220 0356 +0.208 40232 sensible/Résistante (-)

34.5 6.8 7.2 7.6 7,7

ible/Résistante (-
+0289 +0315 =+0,167 +0,315 +0.253 sensible/Résistante (-)

34.5 6,5 6,7 7.3 8,8

ible/Résistante (-
+0.289 +0250 0,333 +0,542 +1.17 sensible/Résistante (-)
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Tableau 02: Résultats de D’activité antibactérienne des extraits sur les bactéries Listeria

ATB

34.8
+0.167

34.8
+0.167

34.8
+0.167

34.8
+0.167

=
=1
o
(@)
c
S

0,25

6,4

El

+0,208

6.8
+0,144

6.4

El

+0,260

7,1
+0,110

6.5

>

+0,370

6.8
+0,208

6.8
+0,382

7.4
+0,220

0,75

6.7

5

+0.333

6.9
+0,125

6.9
+0,0833

8.0
+0,417

1 Sensibilité
7.2 Sensible/Résistante (-)
+0,861 )
7.1 Sensible/Résistante (-)
+0,451 i
6,9 .
N 0:2 50 Résistante (-)
8.0 .
0,397 Sensible

Tableau 03: Résultats de 1’activité antibactérienne des extraits sur les bactéries Pseudomonas

aeruginosa.

34.7
+0.333

34.7
+0.333

34.7
+=0.333

34.7
+0.333

6.1
+0.083

6.2
+0,167

6.8
+0.,470

6,2
+0,208

6.2
+ 0.167

6.3

2

+0,167

7.1
+0,0722

6.3
+0,167

6,2
+0,208

6.5

2

+0,542

7.4
+0,0722

6.3
+0,250

1 Sensibilité
6.3 Résistante (-)
+ 0.250
i0657892 Résistante (-)
7.4 Sensible/Résistante
+0,208 -)
:|:06,’2560 Résistante (-)
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Tableau 74 : Résultats de Pactivité antibactérienne des extraits sur les bactéries Salmonella

enterica ssp. Arizonae.

19.7
+0.333

19.7
+0.333

19.7
+0.333

19.7
+0.333

6.9
+0,451

6.4
+0,220

6,3

5

+0.292

6.6

5

+0,361

6.9
+0,260

6.7
+0,341

6.5

>

+0.458

6.6
+0,0833

7,3
+0,955

6,8
+0,144

6.6
+0,625

7
+0,577

7.7
+1,47

+0,217

7,0

Bl

+0,723

7.2
+0,356

Sensibilité

sensible/Résistante

)

sensible/Résistante

)

sensible/Résistante

)

sensible/Résistante

)

Tableau 05: Résultats de 1’activité antibactérienne des extraits sur la bactérie Klpseilla

pnemoniae.

ATB

19.5
+0.5

19.5
+ 0.5

19.5
+ 0.5

19.5
+ 0.5

6,7
+0,110

7,1
+0,382

7.7

B

+0,855

6,7
+0,363

6.8
+0,0722

7.3
+0,542

+1,42

7.3
+0,701

7,0

2

+0,723

8.3
+0,751

8.2

>

+0,300

7,5
+0,866

7,2

>

+0,110

8,5

2

+0,542

+0,878

7,6
+0,851

Sensibilité

sensible/Résistante

)

Sensible

Sensible

sensible/Résistante

)



Annexe

Figure 10 : Résultats d’évaluation de I’activité antibactérienne (Pse, Sal, Klp, Lis et E.
coli) (photo original).

Pse: Pseudomonas Aeruginosa, Sal: Salmonella enterica ssp. Arizonae, Klp: Klpseilla
Pnemoniae, Lis: Listeria Innocua, E. coli: Escherichia coli, ATB: Antibiotique

(Gentamycin),
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