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INTRODUCTION GENERALE

Les végétaux constituent des sources trés importantes d’antioxydants dont I’efficacité
estreconnue aussi bien pour la santé humaine que dans I’industrie agroalimentaire. Parmi
cesvégétaux, le raisin possede une spécificité par les composés phénoliques antioxydants
qu’ilrenferme, comme les flavonols (quercétine), les stilbénes (resvératrol), les anthocyanes
(cyanidine et autres) ou encore les tanins (catéchine). Sa composition phénolique a été étudiée
par plusieurs auteursBail et al( 2008 ) ; Spranger et al (2008)Giovanelli et Brenna (2007)
Revilla et Ryan (2000) Yi et al (1997). Ce fruit a fait I’objet de nombreuses études a travers le
monde montrant sa richesse en produits antioxydantsBreksaet al (2010) ;Muleroet al
(2010)Esna-Ashariet al (2008) Davaloset al (2005).Ces composés, par leurs propriétés
antioxydantesconséquentes, pourraient diminuer les risques de thromboses et d’athérosclérose
Freedmanet al(2001).

L activité biologique de la vigne et ses produits serait surtout associée au resvératrol et aux
flavonoides comme la quercétine et les oligo -pro anthocyanidines . Des études suggerent que
les polyphénols présents dans la vigne et ses produits (raisin, extrait de pépins et vin dés
alcoolisé) auraient un effet positif sur plusieurs facteurs de risquedes maladies
cardiovasculaires . Ils amélioreraient la composition des lipides du sang en réduisant
notamment, le taux de « mauvais cholestérol » (LDL). lls inhiberaient I’agrégation des
plaquettes sanguines, ils diminueraient la pression sanguine et ils réduiraient le stress oxydatif
de I’organisme . Les flavonoides de la feuille de la vigne rouge, sont trés étudiés dans le
traitement de I’insuffisance veineuse chronique (1VC). La feuille de la vigne est aussi utilisée
comme défensive pour traiter I'ulcération . Toutefois trés peu de travaux scientifiques en
Algérie sont consacrés & I’étude de la composition chimique et les propriétés biologiques de la
vigne rouge. C’est dans cette optique que s’inscrit ce travail dont I’objectif est la valorisation
de cette plante (Vitisvinifera) issu de la région de Benchécao de la wilaya de Médeaqui passe
inévitablement par des criblages phytochimique. En évaluant ses propriétés antimicrobiennes
par la méthode de diffusion sur milieu gelosé et on caractérisant qualitativement et
quantitativement les activités antioxydantes des extraits flavonoidiques de ses et I’huile

extraite a partir de ses pépins.

Afin d’atteindre cet objectif, nous suivrons une démarche en trois parties :La premiére partie
est une étude bibliographique synthétisant les connaissances sur la vigne rouge , ainsi que sur
leur propriétés biologiques et leur biosynthese ; la deuxieme partie est une description du

matériel végétal ainsi que du matériel et desméthodes utilisés au cours de I’étude ;la troisieme
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partie rapporte les résultats obtenus et leur discussion et enfin, une conclusion générale qui

mettra I’accent sur les principaux résultats obtenus.



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRPHIQUS

I. La Vignerouge
I.1.ClassificationLa vigne rouge ou le raisinappartient a la famille des Vitacées (Vitaceae),
précédemmentappelée Ampélidacées largement cultivée pour ses fruits en grappes. Sa
classification est présenté dans (Tableau 1).

Tableau 1:Classification de la vigne rougeHuglin et Schneider (1998).

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta (Angiospermae)

Classe Dicotylédones

Ordre Rhamnales

Famille Vitaceae

Genre Vitis

Espéce Vitisvinifera

1.2.Description botanique

La vigne (Vitisvinifera)est une plante grimpante pérenne a croissance indéterminée, capable
de se multiplier par voie sexuée, par bouturage ou par greffage This et al(2003).Les plants de
vigne cultivés sont constitués d’une structure permanente, formee par des feuilles a nervure
palmée comportent cing lobes principaux plus ou moinsdécoupes, et sont en forme de ceeur a
la base. Les fleurs sont tres petites, verdatres et regroupéesen grappes ,le tronc etles racines
pérennes, qui durent toute la vie de la plante et qui s’accroit chaque année. Une autrepartie,

aérienne et souterraine, repousse annuellement; elle est récupérée a la récolte sous la forme de

grappes.

Source (Deluc ,2004)
Figurel :aspect de Vitisviniferaslvestris.
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRPHIQUS

1.3. Importance de la vigne

1.3.1.Dans le monde

C’est le deuxieme fruit le plus cultivé au monde. En effet,selon un rapport de I’Organisation
des Nations Unies pour I’Alimentation et I’Agriculture FAO (2013) concernant le marché
mondial du fruit, le raisin représente 14,6 % de la production mondiale de fruits juste apres
I’orange. Selon le rapport de mois de juin 2014 du département de I’agriculture des USA
(USDA), la production mondiale de raisin de table est en croissance, ainsi I’année 2013/2014
est supérieure d’environ un demi-million de tonnes par rapport a la Campagne précédente,
pour atteindre 16,5 millions de tonnes. La Chine est le principal marché responsable de cette
croissance (www.gifruit.com).Malgré sa grande importance économique dans le contexte
mondial, la vigne n’est pas un modéle d’étude privilégié, et est finalement assez peu étudiée
en regard de son importance économique. La vigne ne mobilise pas des moyens de recherche
importants permettant d’aboutir rapidement & des avancées fondamentales dans la
connaissance du végétal.

1.3.2. En Algérie

La vigne est partiea la conquéte du monde, elle est implantée partout ou elle trouvait le climat
physique ethumain propice a son développement. Comme dans tous les vieux pays de
civilisation méditerranéenne. L’ Algérie offre par ses caractéristiques pédoclimatiques (nature
du sol et ensoleillement) lesconditions optimales pour la production de raisin. Les régions de
production de raisins sontsurtout situées au Nord du pays. On citera parmi ces régions :
Arzew, Mostaganem, Mascara,Sidi-Belabeset Tlemcen a l'ouest, Boufarik, Médéa, Blida,
Chéraga et Tipaza pour le centre.Selon les estimations de la FAO, le vignoble algérien s’étend
sur une superficie de 69220 hapour une production de 650000 tonnes (FAOSTAT data, 2010,
2011; http://faostat.fao.org).

1.4.Les Exigences de la vigne

La vigne a besoin d’un climat favorableavec notamment des exigences quant au
rayonnement solaire, & la température et également al’eauBriche (2011).
1.4.1.La lumiére :la vigne est une plante de jour long, qui nécessite un ensoleillement entre
1500 et 1600 heures/ anSimonet al(1992).

1.4.2.La température :la température joue un rdle primordial : en effet, le développement
optimal de lavigne est limité par des seuils thermiques aux différents stades du cycle végétatif,

notammentd’avril a septembre quand la vigne est active Briche(2011).
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1.4.3.Source hydrique :I’alimentation hydrique de la vigne doit étresuffisante pour la
croissance et le développement de la plante. Cependant, une faiblealimentation hydrique est

souhaitable durant la maturation, ce qui favorise I’accumulation dessucres dans les baies
Attia(2007).
1.4.4.Exigences édaphiques :

la vigne est une culture dont on attend des performances autravers d'une valorisation des
milieux pauvres du point du vue agronomiqueSelon Huglinet Schneider (1998), la vigne

s’adapte a une large gamme de sol,depuis les sols secs, pauvre jusqu’aux sols argilo-calcaires.

1.5.Développement de la vigne

Le développement de la vigne se fait sur deux ans et en deux cycles : le cycle Végetatif
et le cycle reproducteur. Le cycle végétatif se caractérise par une phase de croissance au
printemps et en été, une phase d’accumulation de réserves dans le bois jusqu’a la fin de
I’automne, puis une phase hivernale de repos. Le cycle reproducteur méne au développement

et & la maturation des baies de raisin.

1.5.1.Le cycle végétatif

Le cycle végétatif, qui correspond a la croissance des organes : rameaux, feuilles, vrilles et
racines, comporte plusieurs stades phrénologiques (Baggiolini, 1952; Lorenzet al., 1995). I
débute au printemps aprés une phase de dormance hivernale quand les températures du sol
commencent a dépasser les 10C°. S’il y a eu élagage, des pleurs de séve brute apparaissent au
niveau des coupures, suite a une poussée d’eau venant des racines par force osmotique Huglin
et Schneider (1998). Elle est suivie par le débourrement qui marque la reprise d’activité du
bourgeon latent et de la croissance. Le bourgeon gonfle, les écailles s’écartent et la bourre (ou
coton) apparait avant qu’émergent une pointe verte, puis les premiéres feuilles. Des
inflorescences apparaissent au sommet des pousses entre les premiéres feuilles. Un rameau
contenant jusqu’ a 3 grappes commence a se former dedans Huglin et Schneider (1998). La
phase de croissance se poursuit jusqu’au milieu de I’été, menant a I’aoutement qui est
caractérisé par un brunissement de I’écorce des rameaux, des vrilles et des grappes. Le liege
se forme et des réserves s’accumulent sous forme d’amidon et de lignine dans les sarments.
Les teneurs en eau dans les tissus du bois diminuent de fagon synchrone. Les réserves
proviennent des feuilles qui sont progressivement vidées de leur contenu. La vigne commence

a perdre ses feuilles au début de I’automne, ce qui marque la fin du cycle végétatif de
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CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRPHIQUS

I’année.L’aoutement se poursuit jusqu’a la fin de I'automne, avant les premiéres gelées.La
vigne passe ensuite en dormance hivernale jusqu’au printemps suivant.

1.5.2.Le cycle reproducteur

Le cycle reproducteur qui méne vers la formation des baies est un processus qui dure deux
années et est interrompu par la dormance hivernale (Figure2). Les inflorescences sont initiées
et préformées dans les bourgeons latents I’année précédant leur développement apres
débourrement Lebon et al( 2008). La différenciation des fleurs commence au printemps avec
la reprise d’activité du bourgeon latent. Les inflorescences apparaissent au sommet des
pousses entre les premiéres feuilles, se séparent et commencent a prendre la forme d’une
grappe. Des températures basses apreés le débourrement semblent provoquer une augmentation
de la taille des inflorescences et le nombre de fleurs Petrie et Clingeleffer (2005). La floraison
qui a lieu vers la fin du printemps dure une quinzaine de jours. Elle aboutit a la libération du
pollen et est rapidement suivie de la fécondation. Des gelées tardives et des conditions

climatiques.

{1

Cycle reproducteur

tvrier mars-avill maljuln  julllet aclt  sepl-ocl nov-déc.

‘Areot do croiesance $
- r
Rapos Aodtement
hitsermal

- -
Repos
hibarmal

Croissance

Cycle vegeétatir

Figure2 :cycle végétatif et reproducteur de la vigne Galet (2006)

1.6.La composition de la vigne rouge

Les principes actifs de la vigne rouge se situent en majeure partie au niveau des pépins
du raisin et du feuillage. Les pépins contiennent des O.P.C ( proanthocyanidols) et des
antocyanosides. Le feuillage ne peut, lui, étre utilisé qu’aprés I’automne car c’est a cette
période que les feuilles atteignent leur maturité et rougissent. Elles sont ensuite séchées et
conservées dans un lieu frais, a I’abri de toute lumiére. Tres bénéfiques pour la santé, les
feuilles de la vigne rouge sont riches en flavonoides, polyphénols, tanins, acide organique,

vitamine C.
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1.6.1.Les propriétes bienfaisantes de la vigne rouge
Lavigne rouge améliore la circulation sanguine.Excellent antioxydant par sa richesse en
polyphénols et en resveératrol et stabilise le collagéne Gomez(2009).
1.2. Les polyphénols
Actuellement, plus de 8000 polyphenols ont été identifies Dreosti (2000). Ce sont
desmétabolites secondaires des plantes, représentant les composés phytochimiques essentiels
deslégumes des fruits et d’autres plantes. Les polyphénols sont associés non seulement aux
effets
bénéfiques de la santé humaine mais aussi aux propriétés colorantes et sensorielles des
boissons tel que le vin Durbin (2003) Brouillard (2003) Duthie (2003) Harborne (2000).
Les plus communs parmi les polyphénols sont les acides hydroxy-cinnamiques lesflavonoides
et les anthocyanes. La plupart des flavonoides existant dans les plantes sontconjugués avec
des sucres, pectines, des acides organiques ou sont sous forme de polymeres
Wang (2003) German (2000). Les polyphénols sont largement distribués dans le regne
végétal.
1.2.1. Biosynthése des composée phénoliques
1.2.1.1. La voie de shikimate

C’est souvent lavoie de biosynthése des composés aromatique, elle joue un rdle
critique pur contréler le métabolisme de la voie de phénylpropanoideKening et al (1995).
1.2.1.2. La voie de phénylpropanoide
La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénolique simples, coumarines, isoflavonoides,
flavonoides,acidesalicyliquee,des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second
biopolymeére le plus important aprés la cellulose Hoffmann et al (2004).
1.2.1.3. La voie de biosynthése des flavonoides
Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune, et de ce fait possedent le
méme élément structural de base. Les flavonoides sont synthétisés au niveau du chloroplaste
et participent a la phase lumineuse de la photosynthése comme transporteurs d’électrons.

Certains quittent le chloroplaste et s’accumulent dans les vacuolesElicoh-Middleton (2000).

1.2.2.Principales classes des polyphénols de raisin

Le raisin contient deux classes de polyphénols : les non flavonoides et les flavonoides.

7
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1.2.2.1. Les acides phénoliques

1.2.2.1.1.Les acides benzoiques

Les acides benzoiques ont une structure de type C6-Cl. Les plus important sont les
acidesvannilligue, syringique et notamment I’acide gallique Flanzy(1998).1ls sont impliqués
dans les phénomenes d’oxydation enzymatique qui conduisent au brunissement du jus de
raisin et du vin Singleton (1987).

1.2.2.1.2.Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont les composés phénoliques les plus oxydables du raisinet
ont une structure de type C6-C3, et sont rencontrés sous forme d’esters tartriques dans leraisin

Flanzy(1998) : acide caftarique, acide fertarique et acide coutarique

COOH . R Esters hydroxycinnamiques R
/ _(
H (|: —0— |c| —<\\ g \ Acide t-caféoyl tartrique (caftarique) OH
HO—CH o T\ /o - - _
H // Acide t-p-coumaroyl tartrique (coutarique) | H
COOH

Acide t-p-féruloyl tartrique (fertarique) OCHs

Figure 3: structure et nomenclature générale des principaux esters hydroxycinnamiques.

1.2.2.1.3.Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant deux noyaux aromatiques reliés
parune double liaison (C6-C2-C6). Les plus abondants dans le raisin sont le trans-
resvératrol(Fig 4) ainsi que ses dérivés glycosylés Waterhouse et Lamuela-Raventos (1994).
LaPrésence de resvératrol est observée particulierement dans la pellicule de la baie. Les
quantités présentes fluctuent en fonction de I’état sanitaire du raisin. La teneur en resvératrol
augmente en présence de Botrytis cinerea(Borie et al., 2004) et peut atteindreJusqu’a 400 pg/g
de baie (Langcake et Pyrce, 1976).
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HO
\ 7\
Hoi— \ =

Figure 4: structure générale du trans-resvératrol.

1.2.2.2.Les flavonoides

Les flavonoides sont caractérisés par un squelette de base a 15 atomes de carbone (C6-C3-
C6), correspondant a la structure de la 2-phényl-benzopyrone (Figure 5). Ce groupe comprend
plusieurs familles qui se différencient par le degré d'oxydation du noyau pyrane central. Chez
le raisin, deux grandes familles de composés sont principalement représentées, les

anthocyanes et les flavan-3-ols, auxquels s’ajoutent les familles des flavonols et des flavanols.

Figure 5: structure générale de la 2—phényl-benzopyrone.

1.2.2.2.1.Les anthocyanes

Les anthocyanes sont les composés responsables de la couleur des raisins issus de variétés
rouges et des vins qui en résultent. La couleur des raisins est due a I’accumulation des
anthocyanes qui sont généralement localisées dans la pellicule de la baie, plus exactement
dans les vacuoles des cellules (Amrani-Joutei et Glories, 1994 ;Darné, 1991). Elles sont
constituées de deux cycles phénoliques A et B relies par un hétérocycle flavylium. Les
principales anthocyanes du vin et du raisin peuvent étre classées en trois familles (Figure 6).
Le type de substitution des radicaux R1 et R2 donne 5 anthocyanidines (cyanidine, péonidine,
delphinidine, pétunidine, malvidine). Ces derniéres sont a leur tour liées par un ou deux
glucoses, on parle alors d’anthocyanes 3-monoglucoside ou 3, 5-diglucoside (anthocyanines

stables par rapport aux anthocyanidines). Les sucres les plus connus pour étre lies aux
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anthocyanidines sont le glucose, le rhamnose, I’arabinose et le galactose Mazza et Miniati,
(1993). La malvidineglycosylée est I’anthocyane la plus courante, cependant chaque cépage
posséde sa proprecomposition. Ces glucoses peuvent aussi étre acylés par I’acide para
coumarique, caféiqueou acétique, on parle alors d’anthocyanines acylées.

Si R3 = Glucose
OR4

A 0 —OH
+ !
~” iim4

Ho
R4 =H

Anthocyanidines
{mono ou diglucoside)

R1 RZ2 R3

Cyanidine OH H H
Peonidine  OCHs H H
H

H

H

5i R4 = Acide para-coumarique

ou Acide caféique
ou Acide acétique

Delphinidine  COH OH
P&tunidine OCHz OH
Malvidine OCHz OCH=

Anthocyanidines Anthocyanidines acylées

Figure 6: structure des anthocyanes présents dans le raisin Kahn(2006).

Ces différentes formes d’anthocyanes présentent des propriétés différentes les unes desautres
vis a vis de leur couleur et leur stabilité Cheynier(2006) ; Kahn(2006).

1.2.2.2.2.Les flavanols(proanthocyanidines)

Les flavanols sont presents dans les pellicules et les pépins du raisin sous forme de
monomeres et aussi sous formes d’oligomeres et de polymeéres appelés tanins condensés ou
proanthocyanidines parce qu’ils libérent des anthocyanidines par chauffage en milieu acide
(Réaction de Bate-Smith). Dans les pépins, les tanins sont localisés dans les enveloppes
internes et externes Cadot et al(2006). Dans les pellicules, ils se présentent au niveau
desvacuoles des cellules sous forme granulaire ou d’amas AmraniJoutei et Glories(1995).
a-Les unités monomériques

Les monomeres principaux dans le raisin sont la catéchine (C), I’épicatéchnine (EC),
I’épigallocatéchine (EGC) et I’épicatéchine-3-gallate (ECG) Su et Singleton, (1969)
(Figure7).
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3 R,=OH.R,=R,=H: (+)-catechine
o R,=R,=H.R,=OH: (-)-¢picatechine

HO 4 _ ‘
m. R? OH R,=R;=0H.R,=H: (+)-gallocatechine
R1 R, =H.R,=R,;=0H: (-)-¢pigallocatechine

OH

Figure 7 : structure des unités monomériques constitutives des tanins condensés présentsdans

le raisin.

b-Les tanins condensés

Les tanins des pépins sont des proanthocyanidines .composés pardes unités catéchine (C),
I’épicatéchnine (EC), I’épigallocatéchine (EGC) et I’épicatéchine-3-gallate (ECG), liées entre
elles par des liaisons C4-C6 ou C4-C8 (Figure 8). Les tanins despellicules comprennent aussi
des prodelphinidines et présentent des proportions de gallatesinférieures a ceux des tanins des
pépins. Les degrés de polymérisation moyens sont del’ordre de 10 dans les pépins et de 30
dans les pellicules Souquet et al(1996). La concentration des tanins est plus élevée dans les
pépins que dans les pellicules, mais lacontribution des pellicules a I’ensemble des tanins de la
baie dépasse parfois celle despépins.

Figure 8: structure générale des tanins condenses des variétés de raisin Vitisvinifera.

1.2.2.2.3.Les flavonols

Les flavonols sont des pigments jaunes, caractérisés par un maximum d’absorption a une
Longueur d’onde de 360 nm. Leur concentration dans le raisin est tres faible et ils
sontlocalisés uniquement dans la pellicule. 1ls existent sous forme glycosylée en position 3.
Pourle raisin, onze flavonols ont été identifies. Les quatre majoritaires sont la quercétine,

lamyricétine, le kaempférol et I’isorhamnétine (Figure 9).

11
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R,
J . _OH Aglycones R1 R2
J‘ " 1 Myricétol OH OH

HO.  ~_ _o. A A Quercétol OH H
I - ‘ l g ” A2 TN N 2 Kaemptérol H H
o, M I Isorhamnétol | OCH3 H

' | ' ” "OH

OH 0

Figure 9: structure générale des flavonols.

1.2.2.3.Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides ont suscité I'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a cause
de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs réles dans la pigmentation, mais
aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes Manach et
al(2004).

Ils ont également pour fonction de protéger ces derniéres contre les pathogénes d'origine
virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes Bravo(1998).

Certains flavonoides ont également démontré un potentiel d'agent vasodilatateur Woodmanet
Chan (2004). IIs ont été surnommés les « modificateurs naturels des réponses biologiques»
Middleton et al ; 2000).

1.2.2.3.1 Activité antioxydante

Plus particulierement, les flavonoides sont impliqués, chez les plantes, dans le transport
d'électrons lors de la photosynthese et ils jouent un réle de protection contre les effets néfastes
des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydantsHavsteen (2002).

Les flavonoides parviennent a capturer les espéces réactives de I'oxygéne associées au stress
oxydatif, les empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont capables
d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement
réactif. Ils inhibent aussi l'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir lI'athérosclérose
et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires Tu et al(2007).

Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des propriétés

anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogénesDi carlo et al(1999).

12
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1.2.2.3.2. Activité antibactérienne des flavonoides :

Les flavonoides ont une activité antibactérienne tres vaste et tres diversifiee. En effet,
ilss’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et I’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont
capablesd’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus
Babayi et al(2004), Escherichia coli Ulanowska et al (2006), Enterococcusfeacalis,
Enterobactercloaceae, Heliotropiumsinuatum, Proteus  mirabilis  etc. Didrak
(1999) ;Modak(2001),

Okigbo et al(2005).

Chaque composé agit spécifiqguement sur un ou plusieurs germes. Exemple : Sur plusieurs
bactéries testées I’apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus,
toutes les autres ont été fort sensibles & ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’a donné
une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont avérés
résistants contre cette molécule Martini et al (2004) Cushnie et al( 2003) Basile et al(1999)
Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du méthanol 95 %
étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méthanol 60 % de la

méme plante ne I’étaient pasAkroumSouad (2011)

1.3.Méthodes et caractérisation des substance bioactives

Le but majeur de la spectroscopie moléculaire consiste a étudier le spectre émis par les
molécules suite a un signale d’excitation par une onde électromagnétique ou par un faisceau
de particules. Elle analyse également la repense da la molécule sous la forme d’un spectre
d’absorption, d’un spectre d’émission, d’un fragment ou de modification chimique Biemont
(2008).

1.3.1.Spectroscopie Infrarouge (IR)

La spectrométrie infrarouge est une méthode utilisée pour identifier les différents groupes de
métabolites secondaires des plantes. La méthode est basée sur I’excitation des molécules par
des radiations infrarouge. L’absorption des rayonnements de nombres d’ondes comprises
entre 4000 et400 Cm entant qu’énergie de vibration moléculaire modifie a la fois les états de

rotation et de vibration des molécules Bertrandet Dufour(1987).
1.3.2.Chromatographie en phase liquide a haute performence (HPLC)

La chromatographie liquide haute-performance (CLHP) est une puissante technique de

séparation utilisée pour [I’identification, la quantification et/ou la purification

13
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(chromatographie semi-préparative ou préparative) des composés dans un mélange. Ce
dernier est mis en solution dans la phase mobile (solvant) puis est injecté sous haute pression
en téte de la colonne (tube en acier inoxydable contenant la phase stationnaire) Dong (2006)
Snyder et al (2009). Il existe plusieurs types de phases stationnaires mettant en jeu des
mécanismes de rétention variés les temps de rétention diminuent avec la polarité des
analytesRosset et al(1991) et peuvent étre ajustés en utilisant un gradient d’élution combinant
I’eau et un solvant organique (notamment le méthanol et I’acétonitrile) comme phase mobile.
Cette méthode détriment de la phase normale du fait d’une meilleure reproductibilité des
temps de rétention. Ceux-ci, spécifiques de chague constituant, sont fortement dépendants de
la nature de la phase stationnaire, de la composition de la phase mobile et des conditions

opératoires (débit, pression et température)

COLONNE | [ dstecteur |

pompe

————

Vers
l enregistreur

o |

Réserve de liquide
phase mobile

injecteur

Figurel0 :schéma du principe de I’appareil D’HPLC Mendham et Toullec(2005)
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L’objectif de ce travail est I’étude phytochimique et I’évaluation de I’activité antimicrobienne
et antioxydante des extrait de la vigne rouge .L’extraction des huiles et des molécules
bioactivesont été faites au niveau du laboratoire contrble qualités « Mahdi» a Corso.,
I’évaluation de [I’activité antioxydanteainsi que [I’activité antimicrobienne est réalisée
conjointement au niveau du laboratoire de Biotechnologie microbienne (BTM), et au niveau
de I’hopital de Dellys.La caractérisation des molécules bioactives par infrarouge a été
réalisée au niveau du laboratoire de la chimie d’UMBB. L’identification des flavonoides a
été faite par la chromatographie a haute performance (HPLC).

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1. Matériel végétal

Les feuilles et les pépins la varieté AHMAR BOUAMER qui est un cépage rouge local
(Algérien) et tardif a été cueillie & son age mature a la fin de mois d’octobre (2016) dans la

région de Benchécao de la wilaya de Médéa.
11.1.1.2. Matériel microbiologique

Tableau 2 :les souches microbiennes testées dans I’activité antimicrobienne Hopital de
Dellys (2017).

Souches microbiennes Gram Réferences Origine

Pseudomonas aeruginosa | Négatif | ATCC27853 HopitalDellys
Bactéries Escherichia coli Négatif | ATCC25922 HopitalDellys

Bacillus thuringiensis Négatif | ATCC 26013 HopitalDellys

Staphylococcus aureus Positif | ATCC25923 HopitalDellys
Levure Candida albicans Souche pathogéne | Hopital

/ isolé & partir Dellys
d’urine
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11.1.2. Matériel non biologique

Pour les différentes expériences, nous avons utilisé un ensemble de matériel formé de

verreries,réactifs, produits chimiques et appareillages (Annexe 3).
11.2. Méthodes

11.2.1.Récolte de la plante :

La récolte des feuilles de la vigne rouge a eu lieu a la fin de mois d’octobre(2016) quand
elles sont bien rouges et donc suffisamment riches en anthocyanosides, responsables de leurs
colorations et de leurs propriétés veinotoniquesLa récolte des péepins elle était faite ou méme

temps dans la région de Benchécaode la wilaya de Médéa.

Drad Essamar L&l El Omaria
slacwdl £155 Ay Lol
Ouzera
Oued Harbil LI ]
Jars= Salg -
A  MGaA |
Tizi Mahdi )
Sogall i 3 Culed Brahim [ NE4 |
w1 | paily] 3Vl
Ben Chicao \
Al o 3 [N18 |
Si Mahdjoub et >
ogreall g au a

__,—/r Berrouaghia

/' aalg,.|

Ouled Deid

auls sVgl
Map data ©2017 Google
Figure 11 :région de la récolte de vigne rouge Google( 2017).

Benchicao est une commune de lawilaya de Médéa en Algérie.elle se situe a 1080 m

d’Altitude avec une superficie totale de 59 km 2 et une surface agricole utile et de 3913 ha.
11.2.2. Séchage et broyage

La matiére végétale (feuilles et pépins) sont séchées pendant 15 joursa I’air libre a I’abri de la
lumiere dans le but de diminuer leur teneur en eau .Ce procédé empéchesla réaction

d’altération qui peuvent se produire et limite ainsi prolifération desmicroorganismes.

Les feuilles et les pépins séches sont broyés a I’aide d’un broyeur électrique et tamisé .la
poudre résultante est conservée a I’abri de la lumiére dans des flacons en verre

hermétiquement.
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11.3. Méthode d’extraction

11.3.1.Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides des feuilles a été effectuée selon le protocole suivant :30g de la
poudre est introduite dans un bécher contenant un mélange d’eaudistillé -méthanol (30/ 70
ml eau distillée), I’ensemble est laissé en macération pendant 72h a I’'ambre BENHAMMOU

et al (2008)avec des modifications (fig 12).
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30 g de la poudre végetale

v
30 ml d’eau distille + 70 ml de méthanol
v
Macération pendants 72 h
v

Fitatior

Evaporation sous vide 60°c

Récupération d’extrait sec avec I’eau (10

Il\

Extrait aqueux

v

Extraction deux fois par I’acétate d’éthyle (10ml x2)

l

Phase acétate d’ethyle

|

Phase aqueuse

--;_l, . ‘{
Extraction deux fois par lebutanol(10mlix2)
A 4

Phase butanolique Phase aqueuse

Figurel2 :protocole d’extraction des flavonoides Bekkara et al(1998).
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11.3.1.1.Calcule du rendement

Le rendement est définit comme étant le rapport de la masse de flavonoides sur la masse de la
matiere vegeétale seche Mebarki(2010).

Le rendement est calculé grace a la forme suivante :

R(%) = (M ¢/ M mys) x100

Mt : Masse de flavonoide en g.

Mwmvs :Masse de matiére végétale seche en g.

R : Rendement en %.

11.3.2.Extraction des huiles a partir des pépins de vigne rouge :

a-Mode opératoire :

La matiere végétale (43 g) a été extraite 4 fois .On a pesée9 g de la poudre des pépins et on
les a mets dans un bécher de 500 ml, ona ajouté 150 ml d’éther de pétrole .On a mis le
mélange sur une plaque chauffante & 70 C° pendant 1h. Aprées on le lave avec de I’eau
distillée qui a été chauffée dans le bain marie a 70C° On lave notre extrait avec I’eau distille
jusqu’a I’élimination totale d’acide a I’aide d’un papier pH. Puis, on place notre mélange

dans la cartouche poreuse au niveau de soxhlet.

Réfrigérant

B Cartouche poreuse: la poudre
M ——des pépins de vigne

Exlracteur:l

Siphon d” évacuation de
I” extrait

> hexane

-—— Source de chaleur

Figurel3 : appareil d'extraction des huiles essentielles Bourguetet al(2008 ).
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c-Calcul du Rendement

Le rendement en huile grasse est défini comme étant le rapport de la masse de I’huile grasse
sur la masse de la matiére végeétale seche, exprimé dans les mémes unités de
masse(carre,1953).

R%=(m HG /m MV ) x 100

R : Rendement.
Myg : masse de I’huile grasse en (g)
My : Masse de matiere végétale séche en ()

11.4. Caractérisation de I’extrait de vigne rouge
11.4.1. Dosage quantitatif des flavonoides
% Principe

Les réactifs utilisés sont: les solutions incolores de nitrite de sodium (NaNO2, 5%) et de
chlorure daluminium (AICI3, 10%). Le principe de la méthode est basé sur l'oxydation des
flavonoides par ces réactifs, elle entraine la formation d'un complexe brunatre qui absorbe a
510 nm. La comparaison de la D.O observée a celle obtenue par un étalon de catéchine de
concentration connue permet d'évaluer la teneur totale en flavonoides. La quantification des
flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétriqueadaptée par Zhishenet al (1999).
Mode opératoire
Solution mére(SM)(0.5ml d’extrait +4.5ml de méthanol) on prépare d’abord les

dilutions (I’extraits flavonoidique et I’huile)

Extraits flavonoidiques et huile 500ul de chaque concentration+1.25 pl d’eau

75ul de NANO; (5%) est ajoutée a chaque tube

500ul de NaoH (1N)+275ul d’eau distillée est ajoute a chaque tube

125ul d’Alcl3 (10%) est ajoutée a chaque tube

L’absorbance est mesuré a 510 nm

Figure 14 : protocol de dosage des flavonoides Zhishenet al (1999).
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% Expression des résultats

La concentration des flavonoides est déduite a partir de la gamme d’étalonnage établis avec la
querceétinea différentes concentrations, dans les mémes conditions que I’échantillon (voir

annexe). Les résultats sont exprimés en mg équivalent de catéchine par g de la matiére séche.
11.4.2. Analyse par infrarouge

Afin de connaitre les différents groupements fonctionnels des extraits obtenus, nous les avons
analysés par infrarouge. L’appareil est de type Fourier Transforme ifraredspectromemeter, de
model FT/IR -4100 (N° de série : B056861016, Japon ) Il dispose d’une source lumineuse,
d’un filtrage numérique avancé algorithmique destiné a compenser les émissions de CO, et
I’absorption d’H20 en temps réel , d’un interférométre , d’un compartiment échantillon qui
permet d’accueillir plusieurs types d’accessoires ( porte-échantillon) dépendant du mode de
convertisseur analogique numérique transforme le signal analogique en un signal numérique
manipulable par le systéeme informatique .on a utilisé La table d’infra rouge pour interpréter
le résultat obtenu Mabry et al(1970).

11.5.Etude d I’activité antimicrobienne des molécules bioactives

La technique que nous avons utilisée pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits des
flavonoides(fig 16) est I’antibiogramme. Cette derniéres une méthode de diffusion en milieu
gélosé standardisée par NCCLS(National comite for ClinicalLaboratory standards) cité par
celiktas et al(2007).Elle permet de déterminer I’activité inhibitrice de la croissance des agents

bactériens par la mesure du diametre d’inhibition autour du disque imprégné de nos extraits.
11.5.1. Revivification des souches microbiennes

La revivification des souches bactériennes a pour objectif I’obtention d’une culture pur et
jeune .Elle est réalisées par la méthode des stries (quatre cadrans).Les souches sont alors
revivifiées a partir des tubes de conservation sur milieu Gélose nutritive (GN). Les cultures

sont incubées a I’étuve a 37°C pendant 24h.

11.5.2.Préparation de I’inoculum
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Apres incubation, 4 a 5 colonies bien isolées sont transférées, avec une pipette pasteur stérile,
dans un tube contenant I’eau physiologique stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale
ou une turbidité voisine & celle de 0,5Mc farland (10° UFC/ml).Cette charge microbienne est
mesurée a I’aide d’un densitométre(Densimat), soit une absorbance comprise entre 0.2 et 0.3
pour les bactérie et entre 2 et 3 pour les levures, mesurée a I’aide d’un spectrophotomeétre a
une longueur d’onde de 620 nm .

11.5.3.Préparation des boites d’antibiogrammes

Aprés avoir coulé le milieu Muller Hinton (MH) pour les bactéries et le Sabouraud pour
les levures, dans des boite de Pétri, I’ensemencement a été effectué par écouvillonnage. 1l
s’agit de la méthode préconisée par le NCCLS.Elle consiste a imbiber un écouvillon stérile de
I’inoculum et le faire passer sur toute la surface de la gélose par simple rotation de 120° (fig
15)

11.5.4. Préparation des disques d’antibiogrammes

A I’aide d’une micropipette, les disques sont imprégnés avec 10 ul d’extrait, puis
déposés sur la surface du milieu gélosé, préalablement ensemencé par I’inoculum.

L’incubation se fait & 37° C pendant 24h pour les bactéries et 48 h a 27 C° pour les levures.
11.5.5. Préparation de la solution mére et les dilutions

La solution mére de chaque extrait falavonoidique et I’huile est préparée a partir de 1ml du
brut et 9 ml d’eau distillée.Une série de dilution de 1 /2 ; 1/4 ; 1/8 ;1/16 est faite pour chaque

extrait a partir de la solution mére dans I’eau distillée.

Bactéries levure
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[ Tubes de conservation des souches microbiennes ]

[ Revivification des souches identifiées et conservées }

Incubation 24 h a 37 °C Incubation 48 h 427 C°

M ()
W N
\_/ \_/
Eau physiologique a Eau physiologique a
09%+4a5 09%+4a5
colonies — ;
[ Ensemencement par écouvillonnage

7 7

N\ A
/// //

[ Préparation des boites d’antibiogrammes ]

Figure 15 :étapes de préparation des boites d’antibiogrammes.
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[ Figure 16: Les étapes de I’évaluation de I’activité antimicrobienne des molécules j
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11.5.6. Lecture des résultats

La lecteur de I’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition & I’aide d’un pied a coulisse de type HOLEX (Tab3).

Tableau 3 :estimation de la sensibilité des souches Moreira et al(2005).

Diameétre de la zone d’inhibition Sensibilité des souches
(mm)
d<7 Non sensible /résistance(-)
d[7-14] Sensible(+)
d[15-19] Trés sensible (++)
d>20 Extrémement sensible(+++)

11.6. Evaluation de I’activité antioxydantedes extraits de vitisvinifera

L’activité antioxydant de I’extrait et de I’huile de Vitis vinifiera est évaluée par trois
méthodes différentes : le pouvoir réducteur de fer, I’activité anti radicalaire DPPH et le teste

de blanchissement par la B caroténe.

11.6.1. Piégeage du radical libre DPPH ( 2,2 diphenyl-1-pierylhydrazil) :
11.6.1.1. Méthode quantitative par DPPH

Pour évaluer I’activité antioxydante, nous avons utilisé la méthode du DPPH (2.2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno et al(1998).
Dans ce test les antioxydants réduisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une couleur
violette en un compose jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont I'intensité de la couleur est
Inversement proportionnelle & la capacité des antioxydants présents dans le milieu & donner

des protons.
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oy oy

N
| + Antioxydant -OH > I + Antioxydant-Oe
N. NH
N02 NO" NOE NO2
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figurel? :réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.
Pour cela, 25 pl de chacune des fractionsflavonoidiques etl’huile testées a différentes
concentration sont mélangées avec 975 pl d’une solution méthanoique de DPPH . Aprés une
période d’incubation de 30min a la température de laboratoire, I’absorbance et lue a 517 nm.

11.6.1.1.1. Préparation de la solution de DPPH

La solution de DPPH , d’une coloration violette , est préparée dans du méthanol a

une concentration de 0.012g/ml.
11.6.1.1.2.Péparation des controles

Parallelement, un controle négatif est préparé en melangeant 25ul de méthanol avec 975ul de
la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc
préparé pour chagque concentration a 517nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a
température ambiante. Le contrble positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que
les échantillons et pour chaque concentration.

11.6.1.1.3.Expression des resultats

SelonSharififar et al(2017).Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé

par la formule suivante :

(A blanc — A échantillon)
A% = %100
A blanc
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A blan : Absorbance du blanc ( DPPH dans le méthanol ) ;
A échantillon : Absorbance du composé d’essali.

Tous les essais ont été effectués trois fois.Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de
la moyenne de trois mesures obtenues.

» Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur 1C50 qui est la concentration du

substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du DPPH .

11.6.2.Méthode de la réduction du FRAP (Ferricreducingantioxidant power)
L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Ovyaizu (1986), basée sur la réduction du Fes” présent dans le complexe KsFe(CN)g en Fe,".
11.6.2.1.Mode opératoire :

Le protocole expérimental réalisé pour la détermination du pouvoir réducteur est le suivant :1
ml de chaque concentrations de I’extrait Flavonoidique et I’huile de vitis vinifiera est mélange
avec 2.5 ml d’une solution tampon phosphate ( 0.2 M, Ph = 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de
potassium [KsFe (CN) 6] a 1% . le mélange est incubé & 50°C pendant 20 min , Aprés
2.5 ml de I’acide trichloracétique a (10%) est additionné .Le tout est centrifugé a 3000 tours
pendant 10 min .A la fin, 2.5 ml de surnageant de chaque concentration est mélangé avec 2.5
ml de I’eau distillee et 0.5 ml de FeCls;, 6 H20 ( 0.1%).L’absorbance est mesurée a 700 nm
.contre un blanc semblablement préparé, en remplacant I'extrait par de I'eau distillée qui
permet de calibrer I'appareil (spectrophotometre UV-VIS). Le contrdle positif est représenté
par un standard d'un antioxydant; I'acide ascorbique et le BHT dont I'absorbance a été mesuré

dans les mémes conditions que les échantillons.
11.6.2.2. Expression des résultats

Le pouvoir réducteur est déterminé en se référant a la courbe d’étalonnage en

utilisant acide ascorbique et le BHT comme des standards.

Pour explorer les résultats obtenus, la maniere la plus commune utilisée par la
majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances obtenus en fonction des
différentes concentrations. L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation

du pouvoirréducteur des extraits testés Hubert (2006).
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11.6.3. Test de blanchissement par la g caroténe

11.6.3.1. Principe

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par
la suite oxyder le B caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
spectrophotometriquement & 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait
neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le
blanchissement du f caroténe.

11.6.3.2. Mode opératoire

Nous avons adopté le protocole expérimental décrit par Sun et al (2005) in Ozsoy et al.
(2008).

Pour préparer I’émulsion de I’antioxydant, 2 mg de la B caroténe (Fluka ,Allemagne) sont
dissous dans 10 ml de chloroforme, puis 1 ml de cette solution est mélangé avec 20 mg
d’acide linoléique purifié (Sigma Chemical Co., Etats-Unis) et 200 mg de Tween 40. Le
chloroforme a été éliminé en utilisant un bain Marie et le résidu obtenu est repris par 50
millilitres de  peroxyde d’hydrogene. Un volume de 200 pl d’extrait brut méthanolique ou
d’antioxydant de réfeérence (acide ascorbique) & une concentration de 2.5 mg/ml  sont ajoutés
a5 ml de I’émulsion. Un contréle négatif est réalisé en parallele, comprenant 5 millilitres de
I’émulsion de p-carotene et 200ul de méthanol. Le  meélange est bien agité et la lecture de
I’absorbance a 470 nm se fait immédiatement a to, contre un blanc qui contient I’émulsion
sans la B-caroténe.Les tubes sont mis dans un bain Marie a 50 °C et la lecture de I’absorbance
est faite toutes les 10 minutes durant 60 minutes.

11.6.3.3. Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la décoloration du B-

caroténe en employant la formule suivante :

% d" inhibition=[1-(A,~At/ A" ,—A"t)] X100
Tel que :

#A" : Absorbance de I’échantillon at, ;

¢At : Absorbance de I’échantillon aprés incubation de 60 minutes ;
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#A’,: Absorbance du controle négatifat, ;
#A’t: Absorbance du contréle négatif aprés incubation de 60 minutes.

I1.7.Caractérisation des extraits de la vigne rouge par HPLC (chromatographie liquide a

haute performance

La technique de séparation la plus appréciée en analyse photochimique est la chromatographie

liquide a haute performance.
11.7.1. Principe :

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mémes éléments de base que ceux
employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et une
colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage plus sophistiqué. La
grande différence par rapport & la chromatographie classique réside dans la durée d’élution.
Cette vitesse est obtenue par I’application d’une pression élevée grace a une pompe qui
maintient constant le debit de I’éluent, elle se distingue également de la chromatographie
classique par I’utilisation d’un détecteur dont le message est enregistré puis exploité par un

détecteur relié au systeme.
11.7.1.1.Mode opératoire :

La séparation chromatographique des composées phénoliques a été effectuée avec une
colonne Ascentis C18 HPLC (250 mm X 4,6 mm, 5 ml, 5microns), chauffé a 40 °C. La
premiére phase mobile (A) utilisée pour la séparation est composé d’eau, méthanol, acide
acétique avec les proportions 89/10/1(v/v/v). La deuxiéme phase mobile (B) est composée
d’eau, méthanol et acide acétique avec les portions 9, 90,1 (v/v/v). En mode gradient, la
détection a été réalisée a 360 nm. Le détecteur UV /visible est de type WATERS 2996
(PDA). Le volume d’extrait injecté est de 20 ul. Aprés chaque cycle, le systeme est
reconditionné pendant 20minutes avant une nouvelle analyse. L'identification et la
quantification des composés phénoliques contenu dans les extraits se fait par comparaison du
temps de rétention, des surfaces des étalons utilisés par rapport a ceux obtenus en analysant

les extraits. Les analyses ont été répétées 3 fois.
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Dans cette partie du travail, nous avons expose les résultats concernant la caractérisation
phytochimique de la plante Vitisvinifera , ainsi que I’évalution de I’activité antioydante et
antimicrobienne de ses molécules bioactives . L’ensemble des résultats obtenus sont suivie

d’une discussion.

I11.Rendement

111.1.Résultats

111.1.1.Rendement des fractions flavonoidiques et leur aspect

Apres évaporation des phases flavonoidiques des feuille de Vitisvinifera(masse de poudre
utilisée 30g), les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4:rendement en flavonoides et I’aspect des trois phases obtenues

Les fractions RendementEnflavonoides% Aspect etcouleur
acetate 2.81 Gel vert fonce
butanolique 5.93 Gel rouge fonce
aqueuse 6.7 Gel Marron

Diagramme des rendement desdifférentes fractions flavonoidiquessont présentés ci-dessous :

18% m acétate

43% m butanolique

39% ageuse

Figure 18 : diagramme circulaire représente le rendement desdifférentes fractions.

111.1.2 Discussion

Le rendement global en flavonoides des fractions flavonoidigque égale a 15.49%. Ce résultat et
similaire avec celui trouvée par Amara et al(2016)quiest de 16.76%. Cette grande différence
serait due aux facteurs climatiques qui influent sur le taux des métabolites secondaires des

végétaux.
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Nous avons obtenu des rendements élevés en flavonoides dans les feuilles de Vitisvinifera.
Cela est di probablement a la méthode d’extraction utilisée lamacération dans I’eau et le
méthanol pour les flavonoides. En effet beaucoup d’étudelmenZouid (2011),ont montré que le
méthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les polyphénols. En outre, selon
I’utilisation de I’acétate d’éthyle et le n-butanol permet la dissolution d’une grande quantité de
polyphénols, ce qui justifie le rendement élevé des extraits.

111.2. Résultats
111.2.1.Le rendement d’extraction de I’huiles des pépins :
Le rendement d’huile de pépins obtenu pour 43g égale & 14.08%

111.2.2.Les caractérisation organoleptique de I’huile

L’huile de raisin de pépin a un aspect liquide huileux sa couleur et jaune foncé avec une
odeur neutre.

I11.2. Caractérisation spectrale de dosage des flavonoides
111.2.1. Résultat

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides totaux sont exprimés en mg équivalent
catéchine par milligramme de matiére seche des extraits obtenus (mg EQR/g MS)
respectivement. En utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de
laQuércetine (figl19).

0,6
g 0,5 y=0,022%x—0,016
o
3 04 M
3 03
C
§ 0.2 /
5 01 /
Qo
< 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Concentration mg /ml

Figure 19:courbe d’étalonnage de la Quercétine.
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Flavonoides
(mg EC/g MS)
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butanolique

Figure 20 :teneurs en flavonoides pour les différentes fractions et I’huile de Vitisvinifera .
Les teneurs en flavonoides des différentes fractions et I’huile sont montrées dans la
figure19, ou on remarque que les feuilles de Vitisvinifera sont plus riche que la pépins. La
teneur la plus élevée a été enregistrée chez la fraction aqueuse avec 26.41mg EQC /g Ms
suivie par la fraction butanolique avec 24.38mg EQC /g Ms et I’huile & donner une teneur de
21.5mg EQC /g Ms et enfin la phase d’acétate d’éthyle avec 19.73.Les résultats obtenus dans
I’étude de Marinova et al. (2005) des teneurs respectives de 36.5 et 77.1 mg/100g du poids
frais de deux variétés de raisins blanc et noir (Vitisvinifera) pour la phase d’acétate d’éthyle
et butanoliquequi sont inferieur & nos résultats. Ces différences dans les teneurs en
flavonoides des raisins est fonction deleur origine génétique, des périodes de récolte et des
différentes parties du fruit Lu et al (2006), de la variété, des pratiques agricoles ; de la
méthode d’extraction et/ou de la sensibilitéde la méthode de dosage ainsi que de I’exposition
a la lumiére et a la température Kim et al(2003).

I11.3.Caractérisation des fractions flavonoidique et d’huile par infrarouge

Cette technique fournit des informations sur les groupements fonctionnels d’une molécule.
Pour les fractions flavonidiques et I’extrait d’huile.les résultats obtenus sont présentés dans
la figure 21.
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111.3.1.Résultats

——

butanolique

acetate

aguense o <rEE

haaile

La longueur d’onde cm™

Figure 21:chromatogramme des fractions flavonoidique et d’huile de vigne rouge.

D’apres les spectres (IR) enregistré dans la figure 21 de la phase d’acétate d’éthyle la
vibration d’élongation du groupement (C-N)apparaissent 2280 cm-1, une bande de vibration
située a 1690cm -1 indique les (C=0), L’absorption enregistrée a 2280 cm - 1 est attribuée a
la vibration d’élongation du groupement (C-N).

Le spectre de la phase butanoligue montre une bande d’absorption a une forte élongation a
1080 cm-1 attribuée a la vibration (C-O) du groupe Esteret une élongation Moyenne de pour
la fonction d’acide ascorbique (C=0) & 1683 cm-1, et une bandes d’absorption a 2390de ( C-
N) et 2900 cm-1 de la fonction (CH;) Alcaneavec une forte élongation et une élongation
moyenne de (NH) a 3440 cm-et enfin une forte bande a 3600 cm-1de la fonction Alcool
(OH).

Les spectres (IR) de la phase aqueuse enregistres dans les bandes de vibrations illustrés dans
les figures (22)et le suivant I’absorption située a 1650cm - 1 est attribuée a (C=0)fonction
élongation amide.et celle de 2130 cm — 1 correspondent a la vibration d’élongation (C°C)
fonction Alcyne et une faible a moyenne bande apparaissent2420 cm — 1 et une forte bande de
(C-H) se situea 3300 cm ~ ™.
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Le spectre d’huile Les bandes de vibrations illustrés dans les figures (21) suivant I’absorption
située a 1250 cm " est attribuée & (C-O)fonction élongation Acide carboxylique par une forte
bande.et celle de 1600 cm™ correspondent & une liaison variable de la fonction Aromatiqueet
la vibration d’élongation (CH 3) de la fonction Alcane et une forte bande apparaissent 2980cm

— 1 et (OH) une fonction Alcool se situea 3600 cm ~*.

La richesse de ces extraits en double liaisons lui confére une activité antioxydantetres

importante.
111.4.Chromatographie en phaseliquide a haute performance des extraitsde vigne
111.4.1.Résultats

Dans le but de démontrer I'efficacité de la technique HPLC dans la détection et la
quantification des composeés flavonoidiques des extraits on a analyseé, a titre indicatif, trois
fractions de I’extrait flavonoidique des feuilles de Vitisvinifera et I’huile de ses pépins.
Les chromatogrammes, présentés ci-dessous, montrent respectivement la fraction acétate

d’éthyle, la fraction butanolique , la fraction aqueuse et I’extrait I’huile.

A00356 acétate on mai 18 2017 14 32 14_32 .chr

Detector

Time in minutes

Figure 22 : profil chromatographique HPLC de la phase acétate d’éthyle
1 : catéchine ; 2 : épicatechine ; 3 : a viniférinol. ;cispicéide
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Figure 23 : profil chromatographique HPLC de la phasebutanolique

1 : catéchine ; 2 : a viniférinol ; 3 : trans-picéide.
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Detector

Figure 24 : profil chromatographioque HPLC de I’extrait de la phase aqueuse

1 : catéchine 2 :aviniférinol 3 :trans -picéide

ASOIET husille rrve lange B on mai 35 2047 5 26 08_26 che
s0— épitazé‘chinfﬁfofga_ﬁale

catechine | |

a0
L IRL

Detector

-
Time in minutes

Figure25 : profil chromatographioque HPLC de I’extrait d’huile des pépins
1 : catéchine ; 2 : épicatechine ;3 : a-vinifénérol

La comparaison des temps de rétention des standards avec ceux enregistrés dans lesProfils
chromatographique HPLC des différentes fractions et I’huile, nous a permet d’identifier 6
flavonoides : catéchine, épicatechine,a viniférinol,épicatéchin-3-O-gallate,cis picéideet le

trans-picéide.

Les aires des pics obtenus montrent que les quantités different d’une fraction a une

autre au sein de la méme variété.

Nous remarquons que la catéchine et le a viniférinol ont été identifiés dans toutes les

fractions et méme I’huile.

Le cis-picéide est le flavonoide majoritaire de la fraction acétate d’éthyle, le o viniférinol
est le majoritaire pour la fraction butanulique et aqueuse par contre le majoritaire identifié

chez I’huile est épicatéchin-3-O-gallate.
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111.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne

111.5.1Résultats

111.5.1.1Résultats de I’ Antibiogramme

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diametre de la
zoned'inhibition autour des disques contenant les extraits & tester vis-a-vis de 5 souches
bactériennes(tab 5).

Tableau 5:diaméte de zone d’inhibition en mm en présence de quelques antibiotique.
(ANNEXE 3)

Antibiatique FO |Cl |RIF CIP | CN10 | TOB1 | PRL75 TIC75
T T 0

Souches

pseudomonasea

eruginosa 30 |17 |O 32 20 24 21 25

ATCC27853

Antibiotique | A CT A |TI |[KZ|NA|CN|OF |F3 |SX |C3 |FO
M | X3 |M [C7 |30 |30 |10 (X5 |0G |T2 |0 X3
Souches C3 |0 L2 |5 5 0

Escherichiacoli {27 |35 (28 |32 |32 |31 |30 (46 |30 |30 |30 |32
ATCC25922
ntibiotique |C3 |R |FO |T |SX |FO |P1 |[OF |O |C |C |OF
0 | T2 |E3 | T2 | X4 |0 X5 | X1 |N1 | N1 | X5

Souches F 00 |0 5 2 20 |0

Staphylococcus |15 |25 |14 |18 |12 (32 |32 |9 9 25 |21 |18
aueus
ATCC25923

Selon les résultats de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosaprésentés dans Le tableau

ci-dessous, les antibiotiques a savoir le Ciprofloxacine, Fosfomycine et Titracycline et
Tobramycin et Piperacilline et Gentamicine et Titracycline possedent les zones d’inhibitions
les plus élevées avec des valeurs de 32,30 ,25, 24,21,20 et 17 mm, respectivement. Nous
constatons une résistance totale remarquable de la souche Pseudomonas aeruginosa a
I’antibiotiques Rifampine par un diametres égale a zéro.

E-coli est sensible a la plupart des antibiotique(tab) avec une zone d’inhibition qui varie entre
30 et 46mm pour CTXs0, AMLzs. TIC75 KZ30 NAgy,CN1g OFX5 F3G,SXT25 Cao et FOXso
Alors qu’elle est plus ou moins résistante a la AMCzy, AML,s CTs et avec des diameétres de
zones d’inhibition de 27 ,28 et 21.
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Staphylococcus aureus est une bactérie a Gram +, elle posséde une sensibilité contre FOXja,
P 10 ,C N120CNyo,RIF, OFXs TE30,C30 ,FOX avec des diametres qui varient entre 32 et 15
mm et est plus ou moins aux SXT,5,0F X5 ,0X;etrésistante a la AMCzp AML,s CTsp et avec
des diamétres de zones d’inhibition de 27 ,28 et 21.

111.5.2.Résultats de I’activité antimicrobienne de vigne rouge

Les résultats de I’activité antimicrobienne de vigne rougetester sur les souches
bactériennessont présentés dans les tableaux 6,7,8,9,10,11.

obtenussont présentes

111.5.2.1. Diamétres des zones d’inhibitions des extraits flavonoidique phase acétate
d’éthyle

Tableau 6 :diametres moyens (mm) des zones d’inhibition de la fraction acétate brut.

Souches Moyenne du diametre (mm)
Staphylococcus aureus 9,5
Bacillus Thuringiensis 7,66
Condidaalbicans 6,44
Escherichia coli 9,25
Pseudomonas aeruginosa 6,58

Il ressort de ces résultats que Escherichia coli ,Staphylococcus aureus,
BT (bacillusthuringiensis),Pseudomonas  aeruginosa sont sensible a la fraction acétate
d’éthyle .Cependant Condidaalbicanss’est montré une résistance pour la méme fraction
(Planche 1).

111.5.2.1.1. Diametres des zones d’inhibitions de la solution mére de la phase acétate
d’éthyle

Tableau 7 : diametres moyens (mm) des zones d’inhibition dela solution mere de la phase

acétate d’éthyle

bactérie Moyenne des diamétre(mm)
Staphylococcus aureus 7,83

BT -
Condidaalbicans -
Escherichia coli 8,25

Pseudomonas aeruginosa -
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Ces résultats révelent que saufStaphylococcus aureuset Escherichia coliqui sont sensible a la
solution mere de la phase aqueuse(Planche 1).
111.5.2.2.Diametres des zones d’inhibitions des éxtraitsflavonoidique phase butanolique

Tableau 8 :représente les diametres moyenne (mm) des zones d’inhibition de phase

butanolique.
bactérie Moyenne des diamétre(mm)
Staphylococcus aureus 11,58
Bacillus Thuringiensis 8,41
Condidaalbicans 7,91
Escherichia coli 8,25
Pseudomonas aeruginosa /

D’apres les résultats portés dans le tableau 9 et(Planche 1)les souche Escherichia coli ,
Staphylococcus aureus, BT(bacillusthuringiensis),Condidaalbicanssont sensible a I’extrait

butanolique.aucune zone d’inhibition n’a été observée pour Pseudomonas aeruginosa

111.5.2.2.1. Diametres des zones d’inhibitions de la solution mére de la phase butanolique
Tableau 09 :diametres moyenne (mm) des zones d’inhibition de phase butanolique.

bactérie Moyenne des diamétre(mm)
Staphylococcus aureus -
Bacillus Thuringiensis 6,49

Condidaalbicans -
Escherichia coli -
Pseudomonas aeruginosa -

D’aprés ces résultat mais a part bacillusthuringiensistous les autres souche sont résistants a

la fraction butanolique (Planche 1).
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111.5.2.3. Diamétres des zones d’inhibitions des éxtraitsflavonoidique fraction augeuse
Tableau 10 : diametres moyens (mm) des zones d’inhibition de phase aqueuse brut

bactérie Moyenne des diametre (mm)
Staphylococcus aureus 11,91
Bacillus Thuringiensis 10,25
Condidaalbicans 9,58
Escherichia coli 10,08
Pseudomonas aeruginosa 6,08

Ces résultat révelent que toutes les souches Escherichia coli ,Staphylococcus aureus,
BT(Bacillus Thuringiensis),Condidaalbicans, Pseudomonas aeruginosa.sont sensible a
I’extrait brut (Planche 1).

a)bacillusthuringiensis | b)Escherichia coli |c)Staphylococcus | d)Pseudomonasaeruginosa | e)Condidaalk
aureus

Planche 1 :zones d’inhibitions de’ensemble des phases acetate, butanolique ,ageuse

111.5.2.4. Diamétres des zones d’inhibitions de huile des pépins
Tableau 11 : diamétres moyens (mm) des zones d’inhibition de I’huile.

bactérie Moyenne des diametre (mm)
Staphylococcus aureus 13,38

BT -
Condidaalbicans 15,66
Escherichia coli 17,33
Pseudomonas aeruginosa 14,25
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Ces résultats (de tableau 11 et planche 2 )révelent une extréme sensibilité des souches
Escherichia coli , Staphylococcus aureus, BT(bacillusthuringiensis),Condidaalbicans,
Pseudomonas aeruginosaaux huile de pépins

a)Pseudomonas b)Condidaalbicans c) Staphylococcus aureus | d) Escherichia coli

aeruginosa

Planche 2: zones d’inhibitions des extraits d” huiles essentielles de pépins de vigne.

Dans le but de mettre en évidence de fagon visuelle les diametres d’inhibition, nous les avons
représenté I’ensemble des résultats de I’activité antimicrobienne de tous les extrait brute vis-a-
vis des souches testées est présentée sous forme d’un histogramme.

13
16

14
12
10

[ R T A = T« 1]

=
Staphyvlococcus  bacillus thuringiensis Condida albicans Escherichia coli Pseudomonas
aurens m acetate ® butanolique = aqueuse w huile aeruginosa

Figure 26 : diametres d’inhibition obtenus sur les souches testé.
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D’apres la figure 26 :
- Phase acetated’éthyle: Staphylococcus aureus> Escherichia coli>Bacillus
thuringiensis> Pseudomonas aeruginosa> Condidaalbicans.
- Phase butanolique : Staphylococcus aureus> Bacillus thuringiensis> Escherichia
coli>Condidaalbicans.
- Phase aqueuse: Staphylococcus aureus> Bacillus thuringiensis>: Escherichia
coli>Condidaalbicans> Pseudomonas aeruginosa.
- Extrait d’huile : Escherichia coli>Condidaalbicans> Pseudomonas aeruginosa>
Staphylococcus aureus.
111.5.3. Discussion :
L’évaluation de I’activité antimicrobienne des différents 29 antibiotiques testés, nous a permis
de mettre en évidence les différents niveaux d’efficacité de ces composés sur les souches
microbiennes. montrent que les zones d'inhibition varie de 17 a 32 mm pour
pseudomonaseaeruginosa et de 9 a 32 mm pour Staphylococcusaueuset de 21 & 46 mm pour

Escherichia coli selon les antibiotiques.

A travers les résultats obtenu (planche 1 )surles fraction flavonoidique brute, nous pouvons
dire que I’extrait flavonoidique des feuilles de vigne rouge est montrées tres efficaces vis-a-
vis de certaines bactéries pathogénes comme Escherichia coli , Staphylococcus aureus,

Condidaalbicans, Pseudomonas aeruginosa.

La comparaison des diameétres d'inhibition de I'huile essentielle des pépins de vitisvinifera par
rapport a celle d’antibiotiques qui est de 13,38mm pour Staphylococcus aureus et de
14,25mm pour Pseudomonas aeruginosa etCondidaalbicansavec 15,66 et de 17,33 mm pour
Escherichia coli.L’huile a provoqué une inhibition inférieure a celle des antibiotiques testées
mais avec des diamétres considérables. Elles ont montré une activité antibactérienne moins

efficace ou légérement inhibitrice que celle d’huile par rapport ou antibiotique.

Vu le manque, de travaux menés, sur I’effet antimicrobien des extraits d’huile de pépins et de
flavonoides des feuilles de Vitisvinifera. Les résultats ont été discutés selon la réputation des
polyphénols pour leurs effets antimicrobiens et sur quelques travaux réalisés sur
Vitisviniferasativa. Plusieurs études in vitro et in vivo, ont été focalisées sur I’évaluation des
propriétés antimicrobiennes des polyphénols. Cet effet est certain et démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur

la croissance bactérienne ont démontré que, de nombreux composés flavonoidiques
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(apigenine, kaempferolet d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches
bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus)

En outre, les flavonoides est un métabolite secondaire réputé pour son effet antimicrobiens.
Cependant, une étude réalisée en Turquie a montré que, les fractions a polarité différentes des
feuilles de la vigne & savoir : le chloroforme, I’acétate d’éthyle, le n butanol et la fraction
aqueuse ont exercé un effet inhibiteur contre les bactéries & Gram+ (S.aureuset
Enterococeusfoecalis) par contre aucun effet n’a été signalé sur les bactéries & Gram™ (E.coliet
P. aeruginosa). Par ailleurs, une autre étude a été menée sur les extraits méthanolique des
feuilles de VitisviniferalL. provenant des régions de Tlemcen, Aflou et Sidi Bel Abbes, ces
extraits ont servi de principe actif pour la préparation de pommade. Cette derniére a montré
une activité antibactérienne intéressante vis & vis E.coli, Proteus mirabilis et Bacillus cereus.

Alors qu’aucun effet n’a été observé sur Candida albicans et Aspergillus brasilicus

111.6.Evaluation de I’activité antioxydantedes extraits de Vitisvinifera

Les consommateurs considerent plus surs et plus sains les produits élaborés a partir
des ingrédients naturels rejetant les additifs synthétiques. Cette situation justifie I’intérét pour
I’identification des nouvelles substances naturelles capables d’étre utilisées comme
ingrédients alimentaires. Sur la base de nombreuses études réalisées, les antioxydants naturels
(extraits d’herbe) sont apparus comme une alternative aux antioxydants de syntheses qui sont
de moins en moins utilisés dans les denrées alimentaires. L’activité inhibitrice des extraits
d’herbes est attribuée fondamentalement a sa richesse en composés phénoliques.
C’est dans ce contexte que nous avons évalué [Iactivité antioxydante de
I’extraitsflavonoidique et I’huile de Vitisviniferapar quatre méthodes différentes en
I’occurrence la réductiondu fer, le piégeage du radical libre DPPH™ (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), et I’activité antioxydante par la méthode de décoloration du béta caroténe.
L’acide ascorbique et le BHA sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et sont utilisés

comme contrdles positifs.
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111.6.1.Pouvoir anti radicalaire par la méthode de DPPH

111.6.1.1.Résultats

Les figures ci-dessous présentent, les résultats du virage de la couleur d’huile et les différentes
fractions flavonoidiques.

a) Phase acétate d’éthyle b) phase butanolique

c) I’extrait d’huile d) la phase aqueuse

Figure 27 :résultats du virage de la couleur d’huile et des fractions flavonoidiques.

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radical DPPH pour les trois fractions

flavonoidiques et I’huile sont représentés par la figure28.

H = — == Huile
5% - Acétate
E 10 i Butanoligud
20 e Aquense
0 e Acide
0 02 04 06 038 1 1 ascorbique

Concentration mg/ml

Figure 28:variation du pouvoir anti-radicalaire en fonction des concentrations.

D’apres la Figure 28 nous remarquons que les fractions acétate et butanulique présentent une
activite importante de piégeage du DPPH avec respectivement 72.09% et 72.08% par
comparaison a celle de I’acide ascorbique. La fraction aqueuse reste la moins active avec
45.6%.
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L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ICso, ce parametre a été employé
par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la concentration
efficace du substrat quicause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH. (Couleur). Ces
IC50 sont déterminées apartir des graphes, dont I’abscisse représente la concentration de

I’extrait brut et I’ordonné I’activité antioxydante en pourcentage.

Comme il figure dans le tableau ci-dessus nous remarquons que la fraction acétate
d’éthyle et butanolique présente une meilleure activité antiradicalaire avec une 1C50 de
11.06 et 11.20 mg EC/G Ms qui se rapproche de celle de I’acide ascorbique suivie par
I’éxtriat d’huile avec 17.80mg EC/G Ms. Par contre la phase aqueuse a manifesté une faible
activité anti-radicalaire avec 27.19 mg EC/G Ms.

Plus lavaleur de I’ICso est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

Tableau 12:valeurs des IC50 trouvées pour les différentes fractions et I’huile.

Les extraits LaPhase |LaPhase La phase L’huile Acide
Acétate butanolique aqueuse ascorbique
d’éthyle

IC50 mg EC/G Ms | 11.06 11.20 27.19 17.80 4.72

111.6.1.2. Discussion

LeDPPH est un radical libre, stable et caractérisé par une couleur violette Brand-Williams et
al(1995). La substance antioxydante agit en transférant un électron ou un atome d'hydrogene
ce qui conduit a la réduction du DPPH au cours de la réaction et a un changement de
coloration jaune pale. Ce passage, de la premiére forme a la deuxieme, est accompagné d'une
diminution de l'absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction de DPPH
Molyneux, (2004)Villano et al (2007).

Quelques composés se réagissent tres vite avec le DPPH la réduction de molécules de DPPH
égale a celui des groupements hydroxyles de [I’antioxydant.lI’effetantiradicalaire des
flavonoides sur les radicaux libres dépend de la présence des groupements OH libre, avec
laprésence de la double liaison C2-C3 ce Qui renforcent I’activité antiradicalaire des
flavonoideDeghdak hala et ZaiterRahma (2014).

111.6.2. Résultats par la méthode de réduction de fer (Ferricreducingantioxidant power)

44




Chapitre I11 Reésultats et discussion

111.6.2.1. Résultats
L activité antioxydante de nos extraits (I’huile et les fractions flavonoidique )a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére est un essai simple, rapide et reproductible qui

est basée sur la capacité des flavonoides a réduire le fer ferrique Fe3*

en fer ferreux Fe?".

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différentes fractions de [I’extrait
flavonoidique des feuilles et I’huile des pépins deVitisvinifera.Les valeurs obtenues ont
permis de tracer des courbes pour chaqueextrait. Les résultats représentés dans la figure .nous
ont montré que la capacité de réductionest proportionnelle a I’augmentation de la

concentration de nos échantillons.

Les figures ci-dessous présentent les résultats du virage de la couleur de I’huile des différentes
fractions flavonoidiques.

3-La fraction butanulique

2-La fractior aquense

4Lafraction acétate d'éthyle

Figure29 :résultats de I’évaluation de pouvoir réducteur des différentes fractions de I’extrait
flavonoidique et I’huile des pépins.

4
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Figure 30:évaluation de I’activité antioxydante des extraits de Vitisvinifera par la méthode de

FRAP (chaque valeur représente la moyenne de trois essais)
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D’apreés les graphes de la figure 30,nous constatons que la capacité de I’huile a réduire le Fer
est largement supérieure a celle de I’acide ascorbique suivi par la phase aqueuse et la fraction
butanulique, reflété par les densités optiques obtenues a différentes concentrations (DO
maximale = 3.695 pour I’huile contre une DO= 0.603pour I’acide ascorbique). alors que la
phase acétate d’éthyle a présenté un pouvoir réducteur le plus avec une DO=0.41.

111.6.2.2. Discussion

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fes'/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe,+ peut étre évalué en mesurant
eten surveillant I’laugmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a
700 nm Bougandoura&Bendimerad (2012). Beaucoup de publications actuelles ont indiqué
qu’il y a une relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réduction des

composants de quelques plantes Bentabet et al (2014).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés flavonoidique qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants Bougandoura&Bendimerad, (2012).

A partir des résultats obtenu on remarque que le pouvoir réducteur des extraits de la plante de
Vitisvinifera dépend de la concentration de nos extraits c’est-a-dire que la capacité de
réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des d’extraits.montre
que I’huile de pépin est riche en procyanidines (ou proanthocyanidines) qui sont une famille
de flavonoides. Ce sont des polyphénols particuliéerement antioxydants.

111.6.3. Résultatsde test de blanchissement par la p caroténe
111.6.3.1.Résultats

Dans ce test I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogénes a partir de groupements méthylénes diallyliques de
I’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder la B-carotene hautement
insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie
spectrophotométriquement a 470 nm Pendant 60 min. Cependant, la présence d’un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc

prévenir I’oxydation et le blanchissement du p-carotene.
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Les résultats de I’effet antioxydant de nos différents échantillons sur la décoloration du f-

caroténe sont représentés dans le graphes ci-dessous.
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Figure 31:cinétique de la décoloration de B-caroténe induite par les différentes fractions et

I’huile.acide ascorbique

D’apres ces résultats, il est évident que le standard et les extraits testés inhibent d’une maniére
efficace et significative I’oxydation couplée de I’acide linoléique et du [ caroténe par rapport
au contrble négatif qui représente 100% de la peroxydation et du témoin positif acide
ascorbique.

Nous remarquons que les fractions aqueuse et acétate d’éthyle de I’extrait flavonoidique des
feuilles et I’huile inhibent d’une maniere significative I’oxydation couplée de I’acide
linoléique et de B-caroténe par rapport au contrble négatif. L’inhibitionla plus élevée a été
fournie par I’huile avec 55,78%suivie par la phase aqueuse avec 44.36 % et la phase
d’acetate d’éthyle avec 31.72.

Notons aussi que la fraction butanuliquereprésente la fraction la  moins
active vis-a-vis de I’inhibition de la décoloration du B-caroténe comparée a celle du contrdle
positif I’acide ascorbique.

111.6.3.2.Discussion

Les extraistflavonoidiques sont des extraits polaires par contre I’huile et apolaire. On peut
donc expliquer l'activité des extraits apolaires par le paradoxe des phénomeénes polaires
comme il est décrit par Frankel et ses collaborateurs (1994). Etant donné que le test de
blanchissement du B caroténe est similaire & un systéme d’émulsion de lipides dans I’eau.
Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés
antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de l'interface lipide-eau,

permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et I’oxydation du p-caroténe.
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Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont ainsi moins
efficaces dans la protection des lipides. Ce qui confirme nos résultats.
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Conclusion

Nous nous sommes intéressés a I'évaluation du pouvoir antimicrobien et antioxydant des
extraits flavonoidiques des feuilles et I’huile des pépins de la vigne rouge Vitisviniferaissude
la région de Benchécao de la wilaya de Médéa.

L’extraction des huiles de pépins et des flavonoidesa partir des feuilles nous a permis de
calculer le rendement de I’extrait huile notamment fraction acétate d’éthyle et butanolique et
aqueuse). Au cours des extractions, le rendement le plus important a été obtenu avec I’extrait
d’huile (14.08 %) suivi de (6.7 %) de la phase aqueuse et de (5.93 %)et(2.81%)pour la phase
butanolique et acétate d’éthyleD'une maniére respective.

L’analyse quantitative des extraits de Vitisvinifera est représentée par un dosage spectral des
flavonoides par la méthode d’AICI3, qui nousmene a conclure que cette plante contient une
quantité considérable en flavonoides, qui varie 26.36mg EQ /g de matiére séche pour la phase
aqueuse et 24.63mg EQ /g de matiére seche pour I’huile.

L’étude de la composition chimique des fractions flavonoidiques et I’ huile des pépins par
HPLC , a permis de mettre en évidence la présence de 5 flavonoides qui sont la catéchine, a-

viniférinol, cis-picéide, trans-piciéde et épicatéchin-3-O-gallate.

Les potentialités antioxydantes des différentesfractions de I’extrait flavonoidique et I’huile
des pépins sont évaluées par divers mécanismes : le piégeagedirect des radicaux libres par la
méthode du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur et le pouvoir protecteur du p-caroténe.
Les résultats in vitro ont révélédes activités antioxydantes pour I’ensemble des fractions. Un
fort pouvoir de piégeage du DPPH et de reduction de fer supérieur a celui de I’acide

ascorbique est enregistré chez I’huile.

Il ressort de cette étude que les résultats obtenus in-vitro constituent une premiere étape dans
la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Il serait toutefois intéressant
d’approfondir les investigations phytochimiquesde la vigne rouge .et déterminer les spectres
de masse des composés flavonoidiquespar RMN, et transformer les métabolites une fois

purifiés en une forme galénique.
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Annexe 1:les souches microbiennes utilisées.

Bactéries

Taxonomie

Caracteres généraux

Escherichia coli

Regne : Bacteria
Embranchement :
Proteobacteria

Classe :GammaProteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille :Enterobacteriaceae
Genre :Escherichia

-Bacille

-Gram negatif
-Mobile

-Aérobie
-oxydase négative
-Catalase positive
-Fermentaire

Regne : Procaryotae
Embranchement : Firmicutes
Classe :Bacilli

Ordre : Bacilliales

Famille :Staphylococcaceae
Genre :Staphylococcus

-Coque en amas
-Gram positif
-Immobile
-Non-sporulé
-Aérobie
-Catalase positive
-Oxydase négative

Pseudomonas aeruginosa

Regne : Procaryotae
Embranchement :
Proteobacteria

Classe :Gamma Proteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille :Pseudomonadaceae
Genre :Pseudomonas

-Bacille

-Gram negatif
-Aérobie strict
-Mobile
-Oxydase positive
-Catalase positive
-Non fermentaire

Regne : Bacteria
Embranchement :Firmicutes
Classe :Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille :Bacillaceae

Genre :Bacillus

- Gram positif
- aérobies
- forme batonnet

Levure

Taxonomie

Caracteres généraux

Condidaalbicans

Regne : Fungi
Classe :Saccharomycetes
Ordre :Saccharomycetales

Famille :Saccharomycetaceae
Genre :Candida

-Levure diploide
-Non encapsulée
-Normalement
saprophyte

-Flore commensale de
la muqueuse
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Annexe 2:principales classes de flavonoides (NKHILI, 2009).

Classes Structures chimiques R3' R4' R5' | Exemples
A3 H OH H | Apigénine
R4
= i @ OH |OH |H | Lutéoline
Flavones @‘l
RE&'
i OH OCH |H | Diosmétine
OH 3
R: H OH H | Kaempfeérol
R4
& . @ OH OH |H | Quercétine
Flavonols ©‘|
RS
é oM -
OH OH OH O | Myrecetine
H
H OH H | Naringénine
Flavanones
OH OH H | Eriodictiol
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Annexe (A) Matériels utilises
Verrerie et petit matériel
Bécher

Boite de pétri

Capillaire

Disque d’antibiogramme
Ecouvillon

Entonoir

Eprouvette graduée
Erlenmeyer

Fiole

Papier filtre

Pipette pasteur

Seringue

Spatule

Tube a essai

Verre de montre
Appareillage

Autoclave

Bain Mari

Blance de présition

Bec bunsen

Broyeur

Etuve

Haute

Micropipette

Pied a coulisse



Plaque chauffante
Réfrigérateur
Rota vapeur
Centrifugeuse
soxlet
Spectophotometre

HPLC

W

U

a- Centrifugeuse b-HPLC

Bec bunsen et Micropipette



Annexe 3:les figures d’antibiogramme

Annexe a : antibiogramme Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Annexe b: antibiogramme Staphylococcus aueusATCC25923

Annexe c : antibiogramme Escherichia coli ATCC25922



Annexe 4:les concentration de la catéchine pour le dosage des flavonoides

concentrationde catéchine

4,637

9,274

12,911

18,548

23,185

Absorbanse a 510 nm

0,09

0,186

0,264

0,408

0,493

Annexe 5: tableau la moyenne des absorbance des trois essais en fonction des concentrations
des fractionflavonoidique et I’huile & 515 nm

concentaration mg/ml | huille acetae |Butanolique | Aqueuse | ACIDE ASCORBIQUE
0,0625 9,79 7,58 2191 7,4 28,01

0,125 18,27 15,7 33,01 148 44,31

0,25 28,01| 38,26 44,1 22,7 68,01

0,5 476| 57,15 60,89 35,3 76,23

1 51,16 72,9 72,08 45,6 82,31

Annexe 6: tableau de la moyenne des absorbance des rois essais extraits (I’huile , phase
acétate d’éthyle , phase butanolique et phase aqueuse ) par la méthode FRAP & 700nm

concentration mg/ml butanolique |acétate agueuse acidascor | huile
0,0625 0,121 {0,01233333 0,099 0,055 0,74733333
0,125 0,122 | 0,02166667 0,16 0,162 | 0,95233333
0,25| 0,177666667 0,163 0,47266667 0,314 1,511
0,5 0,749 |0,18033333 1,253 0,463 1,835
1| 1,14666667 0,416 2,35733333 0,603 3,695




Annexe 7: tableau des moyenne des trois essais d'absorbance du B-carotene a 470 nm en

présence des fractions flavonoidiques et I’huile, I’acide ascorbique et le contréle négatif.

acide
temps A B AQ contrble | ascor
t0 0 0,844 0,586 0,83 0,85 0,73 0,396
t 10 min 10 0,596 0,56 0,632 0,71 0,22 0,39
t 20 min 20 0,54 0,48 0,56 0,672 0,185 0,381
t 30 min 30 0,539 0,41 0,52 0,669 0,166 0,373
t 40 min 40 0,522 0,39 0,48 0,659 0,14 0,366
t 50 min 50 0,513 0,277 0,47 0,655 0,12 0,364
t 60 min 60 0,39 0,045 0,46 0,556 0,065 0,361
Annexe 8:

111.5.2.3.1. Diametres des zones d’inhibitions de la solution mére de la phase aqueuse

Tableau 16 : les diamétres moyens (mm) des zones d’inhibition de la phase aqueuse

bactérie

Moyenne des diameétres (mm)

Staphylococcus aureus
Bacillus Thuringiensis
Condidaalbicans
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

Tableau a : diametres des zones d’inhibition des dilution de la phase acétate d’éthyle

bactérie 1/2

1/4

1/16

Staphylococcus aureus -
Bacillus Thuringiensis -
Condidaalbicans -
Escherichia coli -

Pseudomonas -
aeruginosa




.

a)Pseudomonas aeruginosa b) Condidaalbicans

c) bacillusthuringiensis d) Staphylococcus aureus

e)Escherichia coli




111.5.2.1.1.2. Diameétres des zones d’inhibitions des dilutions de la phase butanolique
Tableau 19 : diamétres des zones d’inhibition des dilution de la phase butanolique

bactérie 1/2 1/4 1/8 1/16

Staphylococcus aureus - - . .
Bacillus Thuringiensis - - - -
Condidaalbicans - - , .

Escherichia coli - - - -

Pseudomonas - - - -
aeruginosa

Le tableau 19 et la planche 3 révélé une resistante vis-a-vis des dilution de la phase

butanolique qui n’a pas empéché la croissance des bactéries testées.

a)Escherichia coli b)Pseudomonasaeruginosa

c)bacillusthuringiensis d)Staphylococcus aureus

e)Condidaalbicans

Planche 4: zones d’inhibitions des dilutions de la phase butanolique






a)Escherichia coli

b)Pseudomonasaeruginosa

c) Bacillus Thuringiensis

d)Staphylococcus aureus

e)Condidaalbicans
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Résumé

Le présent travail a pour objectif I’évaluation in vitro des propriétés antioxydantes et
antibactériennes de I’extrait flavonoidique des feuilles et d’huile des pépins de raisin.Le
rendement des fractions flavonoidiques obtenus et de 2.81% pour la fraction d’acétate
d’éthyle et de 5.93% pour la phase butanolique et 6.7% pour la phase aqueuse .Les pépins ont
donné un rendement de 14.08%.Le dosage des flavonoide fait a la base de la Quercétinea
indiquer leur teneur en composés flavonoidique.l’analyse par infrarouge des fraction
falavonoidique et I’huile, a révélé la présence des groupements fonctionnels et des double
liaisons. L’activité antimicrobienne, a montrée I’existence d’une activité inhibitrice de la
croissance microbienne.Le potentielle antioxydant des échantillons a était évalué en utilisant
trois techniques complémentaire, I’inhibition du radical libre DPPH, le test du B-
caroténe/Acide linoléique et la technique de FRAP. L'analyse par chromatographie en phase
liquide a haute performance a révele la présence de plusieurs dérivées flavonoidique.

Mots clés :Vitisvinifera , fraction flavonoidique ,activité antioxydante et antimicrobienne.
Abstract

The present work aims at the evaluation in vitro of antioxidant and antibacterial of Flavonoid
compounds of Leaves and grape seeds oil. The yield of the flavonoid obtained is 2.81% for
the ethyl acetate phase and 5.93 for butanolic phase, The aqueous phase with 6.7%.
Concerning the yield of oil is 14.08%. The dosage of the flavonoid made at the base of the
quercetin to indicate the content of flavonoic compounds. Infrared analysis of Flavonoid
Fractions and essential oil showed of functional groups and Double bonds. The antimicrobial
activity showed the existence of a inhibitory activity of microbial growth .The antioxidant
potential of flavonoic compounds was evaluated using three complementary techniques
inhibition of free radical DPPH , the test of B-Carotene/linoleic acid and FRAP technique
Allowed us to have a great inhibitory effect. Analysis of high pressure liquid chromatography
reveals the presence of several flavonoid derivatives.

Key words:Vitisvinifera , flavonoid fraction ,antioxidant and antimicrobial activity.
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