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Résumé

Parmi les fruits les plus riches en antioxydants figure le raisin (Vitis vinifera). Ce dernier est
largement consommé en tant que tel ou utilisé dans la production industrielle de jus, raisin sec
et confiture. L’objectif de ce travail consiste a valoriser un cépage algérien local Ahmar
Bouamar, de la région de Benchécao (wilaya de Médéa), en tant que source d’antioxydants.
Les tests phytochimiques ont permis de détecter les différentes familles de composés
chimiques existants dans les feuilles et le jus, notamment les polyphenoles et les flavonoides.
Ces derniers ont été extraits par des méthodes d’extractions on utilisant de solvants
spécifiques a polarité différentes pour chaque extrait, et I’huile des pépins par Soxlet. Les
extraits obtenus sont dosés puis caractérisés respectivement par une analyse
chromatographique liquide a haute performance et par une chromatographie en phase gazeuse
couplée a une spectrométrie de masse. L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par des
méthodes colorimétriques a savoir le test de 2,2- diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), de
réduction de fer et celui de décoloration de la bétacaroténe a montré un pouvoir antioxydant
¢levé comparée a celle de I’acide ascorbique et du BHA. Cependant, le meilleur effet a été
obtenu avec I’extrait polyphénolique de jus, soit un IC50 de 0,03 mg/ml. L’effet
antimicrobien varie selon la nature de la souche et D’extrait testé. Cependant I’extrait
méthanolique des feuilles et I’huile des pépins ont manifestés un effet inhibiteur important sur
la majorité des souches testées. En conclusion, la présente étude a permis de montrer
I'importance de cépage Ahmar Bouamar, de confirmer I’innocuité de la variété et d’apporter

une preuve biologique mesurable de son pouvoir antioxydant et antimicrobien.

Mot clés : Vitis Vinifera, cépage local, polyphénoles, flavonoides, HPLC, GCMS, activité

antioxydante, activité antimicrobienne.
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Introduction Générale

Depuis de nombreux siécles, les Hommes exploitent les plantes pour se nourrir, mais
¢galement pour se soigner. En effet, I’emploi des plantes médicinales est un savoir-faire trés
ancestral. Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, plus particuliérement
dans les pays en voie de développement, se soigne principalement avec des remedes
traditionnels & base de plantes. L’industric pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie
encore largement sur la diversité des métabolites secondaires aux propriétés biologiques
inédites. De plus, avec le développement des connaissances en chimie, les substances actives
renfermées dans les plantes ont pu étre isolées puis étudiées pour prouver leur efficacité, et il
est possible aujourd’hui de les utiliser directement, de les modifier légérement par
hémisynthése ou de les synthétiser pour les employer notamment en allopathie. Ainsi,
I’utilisation des plantes, que ce soit en phytothérapie ou en allopathie, grace aux substances

actives purifiées de ces derniéres, ne cesse de se développer.

La vigne fait partie d’une des plus anciennes plantes cultivées sur terre. La médecine
antique et la pharmacie en ont tiré profit depuis des millénaires. Au fil du temps cette plante
n’a cessé de révéler de nombreuses vertus. La recherche biomédicale s’intéresse beaucoup

aux substances contenues dans la vigne et dans ses produits,

Les composés phénoligues sont des substances naturellement présentes dans les fruits, les
Iégumes, les graines, les fleurs et aussi les herbes ou ils contribuent & la pigmentation et aux
propriétés sensorielles telles que I'amertume et I'astringence. lls sont impliqués aussi dans des
fonctions essentielles telles que la reproduction, la croissance et la protection contre les
pathogenes (Ribérau-Gayon, 1964). Ces composés sont réputés pour leur caractere
antioxydant, neutralisant les radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs
responsables de maladies. Ils sont donc a ’origine d’effets physiologiques bénéfiques pour

I’organisme humain et méritent I’intérét croissant que la recherche leur porte (Kanner et al.,
1994).

En Algérie, le cépage Ahmar Bouamar est une variété de raisin rouge de table par
excellence, trés recherchée. Une étude ethnobotanique de cette plante a fait ressortir un usage
particulier de ses feuilles comme antalgique. Les travaux réalisés en Algérie se résume a
I’activité antimicrobienne des extraits flavonoidiques et taniques des feuilles de la vigne
sauvage (Amara et al., 2010), I’activité antiradicalaire de différents extraits de pépins de la
(Ghouila et al., 2016), et I’effet des extraits de feuilles sur les maladies cardiovasculaires
(Ferhi et al., 2019).




Introduction Générale

Cette theése s’inscrit ainsi dans cette volonté de proposer des alternatives a la médecine a
travers I’utilisation d’extraits végétaux a forte valeur antioxydante. De cette maniére, une
attention particuliére a été portée vers ce cépage local « Ahmar Bouamar » dans le but de la
valorisation des cépages autochtones algériens. L’étude porte sur 1’estimation de la teneur de
cette espece végetale en composeés actifs en particulier les polyphénols, les flavonoides et les
huiles obtenus dans les différentes parties de la plante et 1’évaluation de leurs activités
biologiques. Pour ce faire, nous avons fixé les objectifs suivants :

e Analyse quantitative et qualitative de I’huile des pépins, des polyphénols et des

flavonoides ;

e Evaluation in vitro de I’effet antioxydant par I’utilisation des trois méthodes :
Piégeage du radical libre DPPH, - Réduction de fer de test FRAPet Activité la 3
caroténe des extraits majeurs isolés ;

e Evaluation in vitro de I’activité antimicrobienne des extraits de la plante étudiée par la
méthode de diffusion sur gélose nutritive ;

Ce travail sera décliné en trois chapitres :

e Le chapitre 1 intitulé « recherche bibliographique », présentera des genéralités sur la
vigne et ses produit polyphénoliques.

e Le chapitre 2 « matériels et méthodes », s’attachera a la description précise du
matériel utilisé et de la méthodologie expérimentale adoptée. Il exposera ainsi, les
matiéres premiéres, les procédés d’extraction et de purification, les plans
d’expériences, les analyses quantitatives et qualitatives et les méthodes de calculs.

e Le chapitre 3, « résultats et discussion », traitera les résultats obtenus quant a
I’optimisation de 1’extraction des composés polyphénoliques des feuilles, jus et des
pépins de cépage Ahmar Bouamar, et sur la détermination du pouvoir antioxydant et
antimicrobien des extraits obtenus.

Enfin, le travail s’achéve par une conclusion récapitulant 1’essentiel des résultats obtenus et

les perspectives de recherche.

!
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I.1. Généralités sur la vigne rouge
1.1.1. Position systématique

Les vignes spontanées ou cultivées sont des Spermaphytes (ou Phanérogames, plantes a
fleurs), Angiospermes (ovules cachés dans un ovaire), appartenant a la classe des
Dicotylédones, a la sous-classe des Rosidées, au phylum des Térébinthales-Rubiales, a 1’ordre
des Rhamnales et a la famille des Vitacées (autrefois Ampélidées ou Ampélidacées)
(Carmona et al., 2008). Les Vitacées comptent dix-neuf genres et 60 espéces inter-fertiles
(Galet, 2008). Le genre Vitis est divise par Planchon en deux sous-genres, Euvitis (ou Vitis) et
Muscadinia, en tenant compte des différences anatomiques, morphologiques et cytologiques
des espéces. A l’intérieur du sous-genre Euvitis, trois ou quatre groupes peuvent étre
distingués selon les auteurs : américain, asiatique, tropicale et euro-asiatique (ou européen)
(Carmona et al., 2008).

1.1.1.1. Les Vignes américaines

En raison de leur bonne résistance aux pathogénes, ces especes de vignes sont utilisées
comme porte-greffe dans 85% du vignoble mondial (Huglin et Schneider, 1998). Parmi les
espéces les plus importantes du point de vue de leur utilisation viticole, on compte : la Vigne-
framboisier (Vitis labrusca L., 1753), la vigne des rivages (Vitis riparia Michx, 1803), la
vigne des rochers (Vitis rupestris Scheele, 1848), la vigne espagnole (Vitis berlandieri
Planch., 1880) et la muscadine (Vitis rotundifolia Michx, 1803) (This et al., 1997) (Fig. 1).

(480*313)
Figure 1. Aspect général Vitis vinifera sp silvestris Linnée, 1753 (Linné,1753)

A : aspect de la vigne cultivée, B : grappes de raisins
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1.1.1.2. Les Vignes asiatiques
Ce groupe renferme 29 especes non résistantes aux maladies. Certaines, comme le raisin
Amur (Vitis amurensis Rupt.) sont utilisees dans les programmes de croisements

interspécifiques pour leur résistance au froid (Carmona et al., 2008).

1.1.1.3. Les Vignes tropicales
Ces vignes regroupent plusieurs especes dont les plus connues sont la vigne du Caraibe
(Vitis caribaea), Vitis balansaean, Vitis blancii, la vigne japonaise (Vitis flexuosa Thunb.) et

la vigne muscate (Vitis lanata Roxb.) (Carmona et al., 2008).

1.1.1.4. La Vigne européenne

Ce groupe de vigne est représenté par une seule espece. Il s’agit de la vigne rouge (Vitis
vinifera Linné, 1753). Celle-ci comprend un archétype, Vitis vinifera sylvestris (sauvage) et
Vitis vinifera sativa (cultivée). Cette derniere est la seule sous espéce largement exploitée
dans I’industrie vinicole globale (Galet, 1998), et comprend plusieurs milliers de variétés
classées par Negrul en trois branches suivant des critéres écologiques, géographiques et
morphologiques : la prole pontica, la prole occidentalis et la prole orientalis (Carmona et
al., 2008). Cette vigne cultivée a progressivement été domestiquée par I’Homme par sélection
de plantes hermaphrodites et présente aujourd’hui un polymorphisme remarquable en relation

avec son caractere fortement hétérozygote.

1.1.2. Description Botanique

La vigne est un arbrisseau grimpant qui s'attache aux supports par des vrilles (attaches). Les
tiges, taillées en culture, peuvent atteindre dans la nature de trés grandes longueurs en
grimpant dans les arbres. Les feuilles a nervure palmée comportent cing lobes principaux plus
ou moins découpés, et sont en forme de coeur a la base. Les fleurs sont trés petites, verdatres
et regroupees en grappes composees. Les fruits murs sont des baies de forme et de couleur
variables. Ils sont blancs, jaunatres, violets ou noirs, et presque toujours noirs a I'état sauvage
(Lebon et al., 2008).

1.1.3. Cycle de développement
Le développement de la vigne se fait sur deux ans et en deux cycles : le cycle végétatif et le
cycle reproducteur. Le premier 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
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phase hivernale de repos. Le second méne au développement et a la maturation des baies de

raisin.

1.1.3.1. Le cycle végetatif

Le cycle végétatif avec ces différents stades phénologiques correspond & la croissance des
organes : rameaux, feuilles, vrilles et racines (Baggiolini, 1952). Il débute au printemps apres
une phase de dormance hivernale quand les températures du sol dépassent les 10° C. En
présence d’un élagage, des pleurs de seve brute peuvent apparaitre (Carmona et al., 2008).
Cette période de « pleurs » 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 les premiéres
feuilles commencent a se développer. Le début du débourrement varie en fonction du cépage
et de la température (Blouin et Guimberteau, 2000). Un rameau émerge du bourgeon latent
et continue a croitre et a s’allonger. Les feuilles s’étalent et s’accroissent, et de nouvelles
feuilles apparaissent. Des inflorescences apparaissent au sommet des pousses entre les
premiéres feuilles (Carmona et al., 2008). Ce sont les bourgeons latents qui assurent a la fois
la reproduction et la croissance végétative (German, 2000 ; Wang, 2003). Jusqu’a la
floraison, la photosynthése ne permet pas de subvenir a I’intégralité des besoins énergétiques
de la vigne (Lebon et al. 2008). Celle-ci vit sur les réserves de 1’année précédente. La phase
de croissance se poursuit jusqu’au milieu de 1’été, caractérisé par un brunissement de 1’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. La vigne commence a perdre ses feuilles au début de
I’automne, ce qui marque la fin du cycle végétatif de I’année. L’aolitement se poursuit jusqu’a
la fin de I’automne, avant les premicres gelées. La vigne passe ensuite en dormance hivernale

jusqu’au printemps suivant (Schneider, 1998).

1.1.3.2. Le cycle reproducteur

Le cycle reproducteur qui mene vers la formation des baies est un processus qui dure deux
années et est interrompu par la dormance hivernale. Les inflorescences sont initiées et
préformées dans les bourgeons latents de 1’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 (Guebailia, 2007). La floraison aboutit a la libération du pollen et est rapidement
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suivie de la fécondation. Des gelées tardives et des conditions climatiques trop fraiches ou
pluvieuses peuvent provoquer une fécondation partielle et incompléte. Des ovaires mal
fécondés produisent des baies de taille réduite qui n’arrivent jamais a maturité. Des que les
ovaires commencent a se développer, on parle de nouaison. Les ovules évoluent en graines
(pépins) et des baies commencent a se développer pour protéger les graines. On commence
alors & parler de «grappe ». Les inflorescences stériles deviennent des vrilles. Les baies
restent vertes jusqu’au milieu de 1’été, pour atteindre la véraison. Les baies ramollissent et
changent de couleur, ce qui traduit le début de la maturation, laquelle se prolongera jusqu’a la

fin de I’été (Fig. 2).

Cycle reproducteur

-
>
Pleurs Floraison Veraison | Defeuillaison

A

février mars-avril mai-juin Juillet aolt sept-oct. nov-déc.

| E S

a—

Repos Croissance Aoutement ol Repos

hibernal hibernal

‘ Cycle vegeétatif

A&

Y

A
y
y

A 4

Figure 2. Cycle végétatif et reproducteur de la vigne dans 1’hémisphére Nord (Galet, 2006).

1.1.4. Usage traditionnel

L'action thérapeutique de la vigne rouge est différente selon la partie utilisée. L'Agence
Européenne des Médicaments reconnait aux extraits de vigne rouge (feuille, pépins, fruit
selon le cas) des propriétés anti-inflammatoires, anti-cedémateuses, protectrices sur le foie,

antimicrobiennes, anti-oxydantes, et diurétiques (Souquet, 2000).
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1.1.4.1. Les feuilles de vigne rouge

Les feuilles de vigne rouge sont utilisées dans le traitement de l'insuffisance veineuse, des
hémorroides, des varices, des jambes lourdes et des ulceres variqueux. En raison de leur
richesse en tanins, les vignes ont un effet angioprotecteur en renforcant la résistance des
capillaires sanguins (Nivelle, 2017). Les feuilles et le fruit constituent un vieux reméde de
médecine populaire contre les troubles de la ménopause. lls rétablissent une bonne circulation
du sang, luttent contre les hémorragies utérines et préviennent tous les accidents de l'age
critique (Billard, 2002).

1.1.4.2. Le marc de raisin

Le marc de raisin est une association de la pellicule du raisin et de ses pépins qui permet
d'améliorer la circulation capillaire et veineuse, ce qui favorise I'épuration du sang. La
présence du mucilage permet de limiter I'assimilation par I'organisme des graisses et des
sucres, ce qui représente un bénéfice pour les maladies cardiovasculaires. En effet, il apporte
une nette augmentation de la fonction endothéliale (élasticité des parois des vaisseaux qui se
dilate et se contracte) puis une réduction de I'oxydation du mauvais cholestérol et aussi une
baisse de la tension artérielle. Il a été démontre aussi que son apport en flavonoides pourrait

inhiber l'activité d'une enzyme nécessaire a la survie de cellules cancéreuses (Demelin, 2012).

1.1.4.3. Les larmes de vignes

Il s’agit d’une sécrétion obtenue lorsqu’une branche est cassée. C’est un excellent
diurétique et collyre. Les décoctions de vrilles sont constrictives dans les diarrhées.
La vigne rouge (Vitis vinifera var. tinctoria) possede quant a elle des propriétés particulieres.
Les anthocyanes sont des facteurs vitaminiques puissants qui protégent et tonifient les
capillaires et les veines. On l'utilise dans les cas de couperose, jambes lourdes, hémorroides,

varices, ménopause et bouffées de chaleurs (Brandt, 2000).

1.2. Stress oxydatif
1.2.1. Généralités

Les radicaux libres sont des atomes ou groupes d’atomes tres instables possédant un nombre
impair d’électrons sur la loge extérieure. Ils sont produits par divers mécanismes
physiologiques, en raison de leur importance pour 1’organisme a un niveau de base. Dans les
circonstances normales, la balance antioxydant / prooxydant est en équilibre. Dans le cas d’un

exces en ces radicaux, soit par déficit en antioxydant ou par une surproduction de ces derniers,
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un stress oxydant apparait et on assiste a un déséquilibre de la balance antioxydant /
prooxydant (Pham-Huy, 2008).

1.2.2. Principaux radicaux libres oxygénés

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, un ensemble
restreint de radicaux primaires jouent un réle particulier en physiologie. Les radicaux
secondaires, se forment par réaction des radicaux primaires sur les composés biochimiques de
la cellule (Pham-Huy, 2008). Les espéces réactives de I’oxygene (ERO ou ROS) regroupent
I’ensemble des dérivés radicalaires de I’oxygeéne et d’autres composés non-radicalaires trés
réactifs. Certaines espéces réactives de 1’azote (ERA ou RNS) possédent un atome d’oxygene
et se comportent de maniere similaire aux ERO vis-a-vis du stress oxydant (Favier, 2006).
Les principaux radicaux libres comprennent : le radical hydroxyle (OHe), I’anion superoxyde
(Oe-), le monoxyde d’azote (NOe), le dioxyde d'azote (NO,), le nitroxyde (NOOe), le
radical peroxyl (ROOe) et le peroxyl lipidique (LOOe). Citons en outre, le peroxyde
d'’hydrogéne (H,0,), I’ozone (0O3), I'oxygéne singulet (10,), I'acide hypochloreux (HOCI),
I'acide nitreux (HNO,), le peroxy nitrite (ONOO-), le trioxyde de diazote (N,Og3) et le
peroxyde lipidique (LOOH), qui ne sont pas des radicaux libres au sens
propre mais qui sont tres réactifs et peuvent donc conduire a I’oxydation des molécules dans

I’organisme (Favier, 2006).

1.2.3. Source des espéces réactives de I’oxygéne

La source principale des ERO dans les cellules des mammiféres est d’origine enzymatique.
La NADPH oxydase, les peroxysomes, la xanthine oxydase, les cyclooxygénases et les
lipoxygénases sont parmi les sources endogeénes d’ERO les plus importantes. Générés par
I’oxygene libéré par les mitochondries lors des réactions de respiration cellulaire, ces derniers
sont dotés de proprietés oxydantes qui les ameénent a réagir avec toute une série
de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN, ...). Au niveau moléculaire, ils
peuvent agir comme messagers secondaires et activer différents facteurs ou genes
impliqués dans le développement de diverses pathologies. Les ERO sont également générées
sous I’effet des stress environnementaux comme la pollution, I’absorption d’alcool ou de
médicaments, 1’exposition prolongée au soleil, I’effort intense et prolongé ainsi que le
tabagisme (Favier, 2006 ; Laetitia, 2017). La figure 3 illustre les origines des différents

radicaux libres oxygénés et des ERO impliguées en biologie. Cependant, la principale source
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des ERO est la mitochondrie par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire. Cet organite
cellulaire produit en effet 90% des ERO cellulaires (Brandt, 2000).

- Lumiére UV Oxydases
o=
Superoxyde
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kinases

Figure 3. Origine des différents radicaux libres oxygénés et ERO impliqués en biologie
(Favier, 2003)

1.2.4. Effets du stress oxydant sur les structures moléculaires
1.2.4.1. Effet sur PADN

Les radicaux libres en général et les especes réactives de 1’oxygene en particulier peuvent
causer d’importantes modifications au niveau des bases nucléotidiques (purines et
pyrimidines). Les radicaux OHe¢ sont parmi les radicaux les plus délétéres du stress oxydatif,
ils sont ainsi capables de réagir avec les désoxyriboses ou les phosphodiesters de la molécule
d’ADN (Demelin, 2012), Grace aux mécanismes d’excision et de resynthése effectuées par
les enzymes de réparation de I’ADN, les dégats engendrés peuvent étre réparés. Cependant, si
les systémes de protection sont affectés par les radicaux libres, le matériel genétique sera

altéreé et les mutations engendrées peuvent étre a 1’origine des cancers (Brandt, 2000).

1.2.4.2. Effet sur les lipides
Un des indices des dommages oxydatifs effectués aux lipides est la peroxydation lipidique et

la dégradation des acides gras membranaires. En effet, les especes réactives oxygénées
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arrachent un atome d’hydrogéne aux chaines insaturées des acides gras pour former des
radicaux alkyles, au cours de la phase de propagation. Ces derniers réagissent avec 1’oxygéne
moléculaire au de la membrane pour former des radicaux peroxydes. Ces réactions en chaine
engendrent une altération de la fluidité membranaire et par conséquent une désorganisation
globale (Li et al., 2015). Parmi les espéces réactives de 1’oxygéne, les radicaux hydroxyles et
hydroperoxyles sont les plus réactifs vis-a-vis des acides gras polyinsaturés (Brandt, 2000).

1.2.4.3. Effet sur les protéines

De nombreuses protéines sont la cible des attaques radicalaires. A titre d’exemple, les fibres
de collagéne de la peau, I’albumine et les molécules de reconnaissance moléculaire comme
les enzymes, les anticorps et les récepteurs membranaires sont quotidiennement exposés aux
radicaux libres. Les espéces réactives oxygénées (ERO) les plus réactives avec les protéines
sont le radical hydroxyle OHe et le peroxynitrite ONOO™ (Li et al., 2015). Les ERO peuvent
modifier les protéines par oxydation, nitrosylation, nitration ou encore par chlorination
d’acides aminés spécifiques, provoquant ainsi une altération de leur activité biologique
(Brandt, 2000). En effet, dans les conditions physiologiques, les acides aminés les plus
sensibles aux ERO rapportés par la littérature sont : les acides aminés soufrés (cystéine et
méthionine), les acides aminés basiques (arginine, histidine et lysine), et les acides aminés
aromatiques (tyrosine, phénylalanine et tryptophane) (Li et al., 2015). En présence des ERO
les protéines peuvent se dénaturer, se fragmenter ou perdre leur structure primaire ou

secondaire.

1.2.5. Rdles des radicaux libres oxygéenés dans la physiologie

Sur le plan physiologique, les radicaux libres oxygénés préviennent d’une part la maladie par
Iimplication du systéme immunitaire, la médiation de la signalisation cellulaire et
I’implication dans 1’apoptose. D’autre part, ils peuvent intervenir dans la cancérogénese et les
maladies cardiovasculaires en endommageant d’importantes macromolécules cellulaires
(Mambrini, 2004).

1.2.6. Maladies liées au stress oxydatif

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses maladies, et il est considéré

comme un facteur associé a des complications et progression de pathologies notamment dans
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la genese des maladies cardiovasculaires, neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson),
métaboliques (diabete) ainsi que dans le vieillissement et la formation de cancers. On peut
aussi distinguer d’autres maladies dont le stress oxydatif est la cause principale comme
I’hypertension artérielle, suite a un dysfonctionnement endothélial, et I’athérosclérose liée a
une diminution de la circulation sanguine et une hausse de la pression artérielle (Chira et al.,
2008).

1.3. Composés polyphénoliques de la vigne
1.3.1. Généralités biochimiques

Les polyphénoles constituent une famille de molécules organiques généralement de haut
poids moléculaire issues du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont caractérises par la
présence de plusieurs groupements phénols associés en structures plus ou moins complexes
(Frankel, 1993). 1l s’agit de composés phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire
compris entre 500 et 30000 daltons, et dotés de plusieurs activités biologiques notamment un
pouvoir antioxydant élevé (Macheix et al., 2005). Environ 10 000 composés ont été
caractérises dont la plupart sont formés a partir de deux acides aminés aromatiques la tyrosine
et surtout la phénylalanine. Ces acides aminés sont produits de fagon variable d’une espéce
végétale a une autre (Adams, 2006). La figure 4 représente la voie de biosynthese des

composés phénoliques dans la baie de raisin.

Phenylalanine

Coutaric Acid t-Cinnamic Acid

l

p-Coueroyl-CoA <+——— p-Coumaric Acid Caftaric Acid

l

Caffeic Acid ——» Caffeoyl-CoA

Stilbenes Flavanols
(Resveratrol) Anthocyanins
Catechin(s)
Tannins Ferulic Acid — Feruloyl-CoA

l

Fertaric Acid

Figure 4. Voie biochimique de synthése des principales classes de polyphénoles solubles

présents dans la baie de raisin (Adams, 2006)
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Les polyphénoles naturels regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant
au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres
constituants. Toutes les classes des composés phénoliques comportent un grand nombre de
structures différentes par le nombre et la position des groupements hydroxyles et méthoxyles
sur le squelette de base. Ces structures peuvent étre glycosylées, estérifiées, ou acylées
(Cheynier et al., 2006). lls peuvent aller de molécules simples, comme les acides phénols, a
des composés hautement polymérisés, de plus de 30 000 daltons, comme les tanins. Leur
synthese dans les tissus est stimulée lorsque la plante est exposée a un stress provoqué par des
parasites ou des contraintes de 1’environnement telles que le rayonnement ultra-violet. En
effet, certains composés amers ou astringents, limitent la palatabilité et la digestibilité de
certaines plantes, alors que d’autres font face a la progression des pathogénes en participant a
la lignification des parois. Les tanins par leur complexassions avec les polysaccharides
pariétaux renforcent la structure des parois cellulaires. Les polyphénoles par leur couleur
interviennent dans les mécanismes de pollinisation et de dissémination des graines (Jourdes,
2003). Certains fruits présentent des concentrations trés fortes en composés phénoliques, tels
que la baie de raisin, la prune ou le kaki. Le raisin contient de grandes quantités de composés
phénoliques, dont les catéchines concentrées principalement dans les pépins et les pellicules
(Frankel et al.,, 1993). Ces composés jouent un rble essentiel dans les propriétés
technologiques, nutritionnelles et organoleptiques des produits de transformation des

végétaux destinés a I'alimentation.

1.3.1.1. Composés non-flavonoides
Les composés non-flavonoides regroupent les acides phénoliques ainsi que les stilbénes. Ils

ne possédent pas de squelette « flavone ».

1.3.1.1.1. Acides phénoliques
a. Les acides hydroxycinnamiques

Caracterisés par un squelette carboné en C6-C3 (Fig. 5), I’acide cinnamique est produit
par une désamination de la phénylalanine catalysée par la Phénylalanine Ammonia-Lyase
(PAL), I’acide para-coumarique (p-coumarique) est alors produit par I’hydroxylation de
I’acide cinnamique. L’acide cinnamique et les acides hydroxycinnamiques sont aussi désignés
sous le terme de phénylpropanoides (Jakobek et al., 2007). Leur squelette de base est un
noyau benzénique avec une chaine aliphatique a trois carbones, renfermant un ou plusieurs

groupements hydroxyles souvent estérifiés en ester d’alcool aliphatique. Ils incluent I’acide
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para-coumarique, I’acide caf€ique, I’acide férulique et 1’acide sinapique. lls sont produits par
des séries d’hydroxylation et de méthylation et ils s’accumulent souvent sous forme d’esters
d’acide tartrique : acide coutarique, caftarique et fertarique, esters respectifs des acides p-
coumarique, férulique et sinapique. Le composé majeur des acides hydroxycinnamiques dans

le raisin est 1’acide caftarique (ester caffeoyl-tartrique) (Makris et al., 2006).

b. Acides benzoiques
Ils possédent un squelette carboné en C6-C1, composé d’un noyau benzénique sur
lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone (Fig. 5). On trouve 1’acide
vanillique, 1’acide syringique, I’acide gentisique et 1’acide gallique. lls existent sous forme
libre ou estérifiée par des flavanols. Dans le raisin, I’acide gallique est le plus abondant au
niveau des pépins (Frankel et al., 1993). La forme naturelle est le trans (E) mais les isoméres

cis (2), existent en faible quantité (Cheynier et al., 2006 ).

Acides phénoliques
R5.__~~.__COOH RS .~ COOH
v - e
[ 1
R4 ] R2 R4 ] R2
R3 R3
acides benzoiques 2 R3 R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide p-hydroxybenzoique H H OH H acide p-counarique

acide protocatéchique H OH OH H acide cafeique

acide vamlhque H OCH; OH H acude férubque
acide gallique H OH OH OH

acide synngique H OCH, OH  OCH, acide sinapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisigue OH H H OH

Figure 5. Structure des acides phénoliques du raisin (Ribéreau-Gayon et al., 1998).

1.3.1.1.2. Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systeme conjugué (Fig. 6). Les plus
abondants dans le raisin sont le trans-resvératrol et son dérivé glucosylé (le picéide), et les
dimeres (le resvératrol, trans-déhydrodimere et 1’e-viniférine) (Langcake,1981 ; Waterhouse

et Lamuela-Raventos, 1994).
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Ry Stilbénes R1 R2
y O oH | Ptérostilbéne | OCH; | OCH;
O Resvératrol OH OH
R Picéide OGle OH

Figure 6. Structures chimiques de quelques stilbenes (Ribéreau-Gayon et al., 1998)

Ce type de molécules existe aussi sous la forme de dérivés trimériques a pentamériques
(Sultanbawa, 1981 ; Kawabata, 1989 ; Kayser, 1997 ; Tanaka et al., 1998). Les stilbénes
sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-a-vis des lipoprotéines a basse densité
(LDL). lls pourraient ainsi jouer un rble protecteur contre les maladies cardiovasculaires
(Frankel et al., 1993). On leur attribue aussi des activités chimiopréventives contre le cancer
(Jang et al., 1997).

1.3.1.2. Composés flavonoides

Les flavonoides forment une grande famille de composés phénoliques ayant une structure
commune en C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane, comportant deux cycles benzéniques
reliés par un oxygene contenant un cyclepyréne (Fig. 7). Certains d’entre eux sont
responsables des couleurs trés vives des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. 1ls se divisent
en plusieurs sous familles selon le degré d’oxydation et la substitution en position 3 et 4 du
cycle pyranique C (Orallo, 2006). Il existe environ une douzaine de classes reconnues de
flavonoides dont les principaux sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les
isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. Les anthocyanes, les flavonols et les
flavan-3-ols sont les principaux flavonoides présents dans les raisins de type Vitis vinifera
(Chiraet al., 2008)

Cycle A ....o

' Cycle C

Figure 7. Squelette de base des flavonoides (Chira et al., 2008)
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1.3.1.2.1. Flavonols

Quatre flavonols sont majoritairement présents dans le raisin: le kaempférol, la quercétine, la
myricétine et I’isorhamnétine (Fig. 8). Les dérivés de la quercétine sont toujours
prédominants. Ceux de la myricétine semblent étre spécifiques aux variétés de raisins rouges
(Remy, 1999). On leur attribue des propriétés bénéfiques dans le traitement des maladies du

cceur et des cancers, ou encore des activités chimiopréventives (Lacaille-Dubois et Wagner,

1996).

Flavonols | R1
Kaempferol | H

Quercétine | OH
Myricétine | OH

S mmE

Figure 8. Structures chimiques de quelques flavonols (Chira et al., 2008)

1.3.1.2.2. Anthocyanes

Les anthocyanes jouent un role prépondérant dans la coloration des raisins rouges. Leur
structure de base est caractérisée par un noyau « flavone » généralement glucosylé en position
C-3 (Fonknechten, 1983). Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et
de méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L’aglycone
ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment. On distingue cing

anthocyanidines dans le genre Vitis (Fig. 9).

AnthocvanidinesR*=H R, R,
_OH
=
HO o B Malvidie OCH OCH;
= e e ".f"‘::' .
= = = HE Pecdine O H. H
A C /[\ . '
X H:’-ff o _R Delplumdine Ol U
) Petumudine OCH; OH
Cvamdine OH H

Figure 09. Structures chimiques de quelques anthocyanidines (Perret, 2001)

* : Forme monoglucoside, R : glucose
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Contrairement a d’autres espéces qui présentent des teneurs importantes en anthocyanes
diglucosylés en position C-3’ et C-5’, I’espéce Vitis vinifera n’en contient que des traces et se
caractérise par la présence majoritaire de 3-monoglucosides d’anthocyanidines, en particulier
de la malvidine 3-O-glucoside et de ses dérivés acylés (Baldi et al., 1995). Le pH est un
facteur important dans le changement de la couleur des anthocyanes. La forme flavylium, de
couleur rouge est stable en milieu acide et se transforme, en milieu basique, soit en base
carabinol (incolore), en chalcone (jaune) ou en base quinonique (bleue). Pour la malvidine-3-
O-glucoside, la forme hémiacétal (AOH) est largement majoritaire. Toutefois, le cation

flavylium est en quantité suffisante pour que sa couleur rouge prédomine (Frémont, 2000).

1.3.1.2.4. Tanins condensés (flavan-3-ols)

Les tanins condensés appelés aussi proanthocyanidines, sont des polymeres de flavanols. Ils
sont largement répandus dans notre alimentation (fruits, thé...) et jouent un réle important
dans les qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits. Dans le raisin, les flavanols
se présentent soit sous formes de monomeres, soit sous forme de polymeéres formant alors les
tanins condensés dans les couches hypodermiques de la peau et le parenchyme mou des
pépins entre la cuticule et le téegument dur (Vivas et al., 2003 ; Macheix et al., 2005 ; Cadot
et al., 2012). Dans la baie de raisin, la pellicule et les pépins sont les zones de concentration
de tanins (Kennedy et al., 2000). Leur structure complexe est formée d'unités répétitives
monomériques qui varient par leurs carbones asymétriques, leur degré d'oxydation et leur
nombre de substituant galloylés (Soquet et al., 1996). Les tanins des pépins sont des
procyanidines, partiellement galloylés, basés sur des unités catéchines, épicatechines et 3-O-
Gallate d'épicatéchine, liees entre elles par des liaisons C4-C6 ou C4-C8. Les tanins de
pellicule comprennent aussi des prodelphinidines et présentent des proportions de gallates
inférieures a celles des tanins de pépins (Cheynier et al., 2006). L’étude menée par Nunez et
al., (2004) a montre que la distribution des flavan-3-ols est généralement déterminée par des

facteurs génétiques et influencée par les conditions climatiques.

a- Unités monomériques
Les formes monomériques des flavanols se différencient par la stéréochimie des
carbones asymetriques C-2 et C-3, la presence de substituant galloylés, ainsi que par le niveau
d'hydroxylation du noyau B (Fig. 10). On distingue ainsi les formes di-hydroxylées (famille
des catéchines) et les formes tri-hydroxylées (famille des gallocatéchines). Ces derniéres n'ont

pas été identifiées dans le raisin sous leurs formes monomériques, mais leur présence dans les
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formes polymériques, notamment dans les pellicules et la pulpe de Vitis vinifera, suggére leur

existence en tant que monomeres (Soquet et al., 1996 ; Adams, 2006).

A OH B
3 OH
3 OH
¥ R e \c OH
o//
OH
Flavanols (A) R Ri R2
(+)-catéchine H OH H
(-)-épicatéchine H H OH
(-)-épigallocatéchine OH OH H

(-)-épicatéchine-3-gallate OH H Acide gallique (B)

Figure 10. Structures chimiques des unités monomeériques constitutives des tanins condensés
(Mori et al., 2003)

Ces unités peuvent étre substituées par l'acide gallique en position C-3, en particulier
I’épicatéchine, formant ainsi I'épicatéchine-3-O-gallate (Fig.11) (Cheynier et al., 2006 ).

H
OH
HO 0
n OH
"’o—ﬁ OH
OH 0
OH

Figure 11. Structure de 1’épicatéchine-3-O-gallate (Cabrita, 2000)

b- Tanins condensés (type A et B)

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des oligomeres ou polymeéres de
flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide, a chaud, par
rupture de la liaison inter monomérique (reaction de Bate-Smith) (Cheynier et al., 1997).
Dans le raisin, et selon la nature de l'anthocyane libérée, ont distingué deux types de

proanthocyanidines : les procyanidines (polymeres de catéchine et d'épicatéchine), et les
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prodelphinidines (polymeresde gallo catéchine et d'épigallocatéchine), qui libérent par
hydrolyse la cyanidine et la delphinidine respectivement (Fig. 12)( Cheynier et al., 1997).
Les proanthocyanidines se distinguent par leur nombre d’unités monomeériques et le type de
liaison les reliant entre-elles. Ainsi, une trentaine de proanthocyanidines dimériques,
trimériques et tétramériques ont déja été identifiées (Boukharta et al., 1988 ; Prieur et al.,
1994 ; Escribo-Bailon et al., 1995). Le type B se caractérise par une liaison inter
monomérique qui peut étre soit C4-C8 ou C4-C6, de conformation trans par rapport a
I’hydroxyle en position C-3. La stéréochimie du carbone C-2 est généralement (R), mais il
existe quelques exceptions. Les structures des principaux dimeres de type B du raisin sont
représentés par la figure 12. Les proanthocyanidines de type A contiennent une liaison éther
supplémentaire entre le carbone C-2 et les hydroxyles 5 ou 7 du noyau A. Les flavan-3-ols,
présents dans le raisin, se rencontrent majoritairement sous la forme de
polymeéres. Les tanins de pépins sont constitués de procyanidines partiellement galloylés
(Prieur et al, 1994), alors que ceux des pellicules contiennent également des
prodelphinidines (Soquet et al., 1996). Le nombre moyen d’unités monomériques, défini
comme le degré moyen de polymeérisation, peut aller jusqu’a 18 dans une fraction issue de
pépins (Icardo da silva et al., 1991) et avoisine les 30 unités dans un extrait de pellicule
(Soquet et al., 1996). D’importants travaux ont mis en évidence certaines propriétés
biologiques et pharmaceutiques des tanins: antivirales, antitumorales, chimiopréventives
(Lacaille-Dubois et Wagner, 1996) et antioxydants (Hemingway et McGraw, 1983 ;
Icardo dasilva et al., 1991 ; Plumb et al., 1998).

OH
@,0]1
HO o~
OH
"OH OH
OH
HO O
ou
OH
procyanidin B1 procyanidin A2

Figure 12. Exemples de proanthocyanidines de type B et A des raisins
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1.3.2. Roles et intéréts des composés phénoliques
1.3.2.1. Chez les végétaux

Les composés phénoliques interviennent dans certains aspects de la physiologie de la plante
(lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), et dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les

insectes, résistance aux UV) (Macheix et al., 2005).

1.3.2.2. Chez ’homme

Le rble des composés phénoliques est largement démontré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs
propriétés antioxydantes (Macheix et al., 2005). Plusieurs études ont montré que les
polyphénoles peuvent protéger la santé humaine contre beaucoup de maladies entre autre les
maladies parodontales (Escribo-Bailon et al., 1995). Le raisin est un fruit riche en composés
phénoliques qui pourraient donc jouer un role préventif lorsqu’ils sont consommés
régulierement et intégrés a I’alimentation. Néanmoins, les méthodes disponibles pour mesurer
les effets de ces composeés in vivo sont insuffisantes et les données sur les effets a long terme
de la consommation des polyphénoles sont particuliérement rares (Flanzy, 1998 ; Frémont,
2000).

1.3.2.3. Pour I’industrie

Les polyphénols, notamment les flavonoides sont également utilisés comme colorants pour
les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. La pigmentation des
anthocyanes dépend de nombreux facteurs : la proportion et les formes d’anthocyanes
présentes; les associations existantes entre les anthocyanes et les autres molécules présentes,
les nombreux facteurs physiques et chimiques tels que le pH, la nature du solvant, la

température ainsi que de la présence de sels métalliques (Cheynier et al., 1997).

1.3.3. Propriétés biologiques

Les composés phenoliques du raisin possédent plusieurs propriétes therapeutiques, en
particulier pour certaines pathologies chroniques comme 1’athérosclérose, le diabéte,
I’hypertension et certains cancers (Tableau 1). D’aprés Chira et al., (2008), les mécanismes
d’action des composés phénoliques impliqués dans la prévention de pathologies chroniques

reposent sur les possibilités suivantes :




Un effet de piégeage direct sur les radicaux libres ;

Un effet d’économie d’antioxydants endogeénes (vitamine E, vitamine C, B-
carotene...);

Un effet d’économie d’enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion peroxydase) ;

Un effet de diminution de la cholestérolémie et de « rééquilibrage » des lipides
sanguins (HDL/LDL) ;

Un effet de chélation sur des cofacteurs d’oxydation comme certains métaux
(Fe?*,Cu?") essentiels pour des fonctions physiologiques. Ils peuvent étre, soit des
constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs des différentes enzymes du
systéeme de défense antioxydant : le fer pour la catalase, le cuivre et le zinc pour la
superoxyde dismutase;

Un effet d’inhibition sur des enzymes oxydatives comme les cyclooxygénases et
les lipooxygénases ;

Un effet sur la synthése du monoxyde d’azote endothélial (facteur de relaxation) : au
niveau cellulaire de la paroi artérielle entrainant une vasorelaxation et une
hyperpolarisation de la membrane par relargage de potassium extracellulaire ;

Un effet inhibiteur dans la genése de production de la NAPH oxydase au niveau des
cellules de la paroi vasculaire (aorte thoracique et cceur), entrainant ainsi une

diminution de la production de radicaux libres.
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Tableau 1. Propriétés biologiques de quelques composés phénoliques dans 1’organisme

Polyphénols Activité biologiques Auteurs
Acides phénol (cinnamiques et -Antibactériénne, - -Sannomiya et al., 2005 ;
benzoique) Antiulcéreuse, -Barros etal., ;
-Antiparasitaire, Antifongique, -Gurbuz et al., 20009.
-Antioxydante,
Coumarines -Anticancérigéne, anti- -Kostova, 2005
inflammatoie,antiallergique ;
Flavonoides -Antioxydant ; -O’Byrne et al., 2002 ;
-Réduit ’agrégation -Keevil et al., 2000 ;
plaquettaire ; Freedman et al.,2001 ;
uAntithrombotique ; Sannomiya et al., 2005.
Antiulcéreuse.
Anthocyanes -anti-inflammatoire- -Revilla et Ryan.2000 ; Cisse

antiulcéreuse

-Antioxydante

et al.,2009 ;
-Antal et al.,2003

Pronthocyanidines

-Protection contre les maladies

cardiovasculaires

-Mink et al., 2009 ;

Tanins galliques et cathéchiques

-Anti-cancéreux

-Activité antibactériénne vaste

-Veluriet al., 2006 ;
-Doss et al., 2009.

1.3.4. Huiles végétales

Les

huiles essentielles sont

généralement liquides

a température ambiante et

volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont plus ou moins colorées et leur

densité est en général inférieure a celle de I’eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la

plupart dévient la lumiére polarisée. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants

organiques usuels, entrainables a la vapeur d’eau, trés peu solubles dans I’eau (Bail et al.,

2008).

1.3.4.1. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essenticlles n’existent que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites

dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules

glandulaires spécialisees, souvent situées sur ou a proximité de la surface des tissus de plantes
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et recouvertes d’une cuticule. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a
huiles essentielles (Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans
des poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou
Asteraceae). Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : les fleurs, les
sommités fleuries, les feuilles, les racines, les rhizomes, les fruits, le bois ou les graines
(Bruneton, 1999).

1.3.4.2. Procédés d’extraction de I'huile a partir des graines oléagineuses

Trois procédés sont classiquement utilisés pour extraire I’huile a partir des graines
oléagineuses: la pression unique ou double, I’extraction directe par solvants et le procédé
mixte, couplant le pressage a une extraction par solvant sur le tourteau (Dijkstra et Segers,
2007). Le procédé global d’extraction de I’huile a partir des graines oléagineuses est présenté

par la figure 13.

Graines fléagineuses

| Prétraitements
| |
| Procédé mixte | I Extraction par solw:ntsl

g
. v
Huile brute Tourteaux gras Tourteaux gras
v .
Sédimentatio Pressage i
n a chaud | Extraction par solvaulsl
v l/—lﬁ Huile brute
Hule  pile de Toutteau g wieua Tourteaux \L—‘ﬁ
uile .
g:cm_iém 50‘30!“18 | Raffinage W déshuilés Miscella Tourteaux
pression  Pression v [ Distillation| v Vv  déshuilés
v Huile v | Toastage | | Distillation | v
B e : : e
Tourteaux Huile
huile raffinée déshuilés et J Tourteaux déshuilés et
désolvatés désolvatés
huile raffinée Raffinage
légende ‘L
produits Huile
[ Type de procede |

Figure 13. Procédés classiques d’extraction de I’huile a partir de graines oléagineuses
(Gros, 2005)
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La préparation des graines comprend plusieurs étapes. Elles sont préalablement nettoyées et
séchées. Durant le procédé, les graines subissent différents prétraitements de nature physique
et thermique (Anderson, 2005). Les plus freqguemment utilisés avant pressage sont la cuisson,
le floconnage ou I’aplatissage des graines. Un depelliculage des graines est parfois utilisé
pour faciliter le pressage des graines (Dijkstra et Segers, 2007), ou dans une optique
nutritionnelle (Matth&us, 2012). Le pressage est un procédé physique permettant 1’exsudation
de I’huile d’une matiére poreuse sous 1’effet d’une force de compression (Dijkstra et Segers,
2007). A I’issue de cette étape, le tourteau obtenu est qualifié de « gras », et sa teneur en huile
résiduelle de I’ordre de 10 a 20% (Matthaus, 2012).

Pour le procédé d’extraction par solvant, I’hexane est préférentiellement utilisé. Cependant,
I’inflammabilité de ce composé, sa toXicité et son prix indexé a celui du pétrole sont des
inconvénients majeurs de son utilisation (Johnson, 2002). L’extraction de I’huile se fait aussi
soit par des solvants alternatifs tels que 1’éthanol (Ferreira-Dias et al., 2003), I’iso- propanol
(Zhang et al., 2002), I’isohexane (Wan et al., 1995), ou I’heptane (Gandhi et al., 2003). Le
tableau 02 synthétise les avantages qualitatifs et quantitatifs des différentes techniques

d’extraction des huiles.

Tableau 2. Comparaison des techniques d’extraction d’huile en terme de qualité, de
rendement en huile et de consommation de solvant (Bouzrara, 2001 ; Willems, 2007; Latif,
2009 ; Muniglia et al., 2010)

Procédé Rendement Qualité de Séparation Consommation
d’extraction d’extraction ’huile” solvant/huile de solvant (Kg
solvant/Kg
d’huile
Enzymatique - + - 1a25
Solvants + - +/- 2
organiques
Pressage + + + 0
mécanique
continu
Pressage - + + 0
Hydraulique
CO, + + + 100
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1.3.4.4. Avantages de I’huile de pépins de raisin pour I’alimentation

L’huile de pépins est trés appréciée pour conserver la saveur des aliments et pour sa
polyvalence. Elle posséde un point de fumée plus élevée que les autres huiles végétales

notamment 1’huile d’olive, de mais, ou de sésame. La composition chimique de I’huile de

pépin de raisin est portée sur le tableau 3.

Tableau 3. Composition biochimique des pépins en pourcentage de poids frais
(Cabanis et al., 1998).

Composées Pourcentag e (%)
Eau 25-45
Composés Glucidiques 34-36
Lipides 8-13
Polyphénoles 4-10
Composées Azotés 4-6.5
Minéraux 2-4
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I1.1. Matériel
11.1.1. Matériel végétal

Ahmar Bouamar, cépage rouge, local (Algeérien), autochtone et tardif. C’est une variété
aromatique a baie colorée, de raisin de table par excellence. C’est un cépage vigoureux et
productif, affectionne tout particuliérement les sols de coteaux bien exposée tels que Tlemcen,
Mascara et Médéa ou on rencontre les superficies les plus importantes.

11.1.2. Souches microbiennes testées

Les souches utilisées pour déceler ’activité antibactérienne des extraits des feuilles de la
variété Ahmar Bouamar font partie de six genres de microorganismes. Certaines sont des
souches référentielles de I'American Type Culture Collection (ATCC). D’autres sont des
souches cliniques isolées de patients hospitalisés (au centre hospitalier universitaire de Dellys
(CHU) (Tab. 4).

Tableau 4. Souches microbiennes testées

Souches microbiennes Gram Références
Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC27853
Bactéries Escherichia coli Négatif ATCC25922
Staphylococcus aureus Positif ATCC25923
Levure Candida albicans Souche pathogéne isolé a partir d’urine
Moisissure Saccharomyces cereviceae /

Aspergilus niger

11.2. Méthodes
11.2.1. Récolte, séchage et broyage

Les feuilles et les grappes de la variété Ahmar Bouamar, cépage rouge local (Algérien) et
tardif ont été cueillie a la fin de mois de Novembre, dans la région de Benchécao de la wilaya
de Médéa (Fig. 14 et 15). Une fois récoltes, les feuilles sont sechées a 1’abri de la lumiére
pendant 15 jours puis broyées et tamises pour récupérer la poudre qui servira pour les
différentes analyses. Quant aux baies, elles ont été nettoyées de leurs pépins et foulées
manuellement pour récupérer le moQt. Les pépins ont été lavés, séchés a I’abri de la lumiére

pendant 15 jours puis broyes et tamises pour récupérer la poudre qui servira pour 1’extraction

N]
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de I’huile. Les poudres obtenues ont été conservé dans des flacons hermétiques a I’abri de

I’humidité.

X Dra& Essamar
s Josll £b> Médéa o
/ xao) OO ¥
g - L Ouzera
<P ; Ouled Brahim
s pal] 5V
ued Harbil
w1y Saly m
| W14 |
Si Mahdjoub
el
BT oune R T £
L eiearn) | N62| e Berrouaghia
W62 gl
[ Quled Ech :1/100 Ouled Delfe
8, uiices Vsl Données cartographiques © 2020

Figure 15. Localisation géographique de la zone de récolte des feuilles et des baies de raisin

Ahmar Bouamar

11.2.2. Caractérisation phytochimique

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence
des groupes de familles chimiques présentes dans un échantillon donné. Les tests
phytochimiques réalisés sur le cépage Ahmar Bouamar, ont pour objectif de rechercher les
substances bioactives (métabolites primaires ou secondaires) synthétisées par cette plante. Ils

sont effectués soit sur la poudre, soit sur I’infusé a 5 %, ou bien sur le jus. Les méthodes de

26

N
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caractérisation utilisees dérivent de celles décrites par Wong et al., (2006) et Raaman et al.,
(2006). Les métabolites recherchés sont les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tanins
totaux, les tanins galliques, les irridoides, les alcaloides, les flavonoides, les sénosides, les

quinones, les coumarines, les mucilages, et les saponosides. Le tableau 5 montre la méthode
appliqueée a la recherche de chacun de ces métabolites secondaires.
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Tableau 5. Tests de screening phytochimique

Métabolites

Méthodes

Résultat attendu

Anthocyanes

Leuco-anthocyanes

Tanins totaux

Irridoides

Tanins galliques

Alcaloides

Flavonoides

Sénosides

Quinones

Coumarines

Mucilages

Saponosides

Quelques gouttes d’HCI sont additionnées abml de
I’infusé

A 2 g de poudre végétale est ajouté 20 ml de propanol /
acide chlorhydrique (1/1). L’ensemble est porté a
ébullition au bain Marie.

Rajouter a 5ml de I’infusé quelques gouttes de FeCl;
d’acide

mélangées a 2 ml de I’infusé. L’ensemble est chauffé

Quelques  gouttes chlorhydrique  sont
un peu.

Iml d’infusé est additionné a 2g d’acétate de sodium et
quelques gouttes de FeCls.

Meélanger 5g de poudre et 50 ml d’éther : chloroforme
3/1. Filtrer apres 24h puis épuiser avec du HCI.
Rajouter a 5 ml d’infusé 5 ml d’acide chlorhydrique,
un coupon de Zinc et 1 ml d’alcool iso-amylique.

2,5 g de poudre est additionnée a 50 ml d’eau distillée
et 2 ml d’acide chlorhydrique concentré, puis chauffer
pendant 15min. Aprés avoir rajouté 40 ml d’éther, la
couche éthérée est séparée, séchée avec le sulfate de
sodium anhydre. Le résidu refroidi, est additionné a 5
ml d’ammoniaque diluée (1/2)

2 ml d’acide

chlorhydrique et 20 ml de chloroforme. Aprés 3heures,

Humecter 2 g de poudre par

le filtrat est agité avec 5 ml.

Faire bouillir a reflux 2 g de poudre dans 20 ml
d’éthanol pendant 15 minutes. 5 ml du filtrat sont
mélangés avec 10 gouttes d’hydroxyde de potassium a
10 % et quelques gouttes d’acide chlorhydrique a 10
%.

5 ml d’éthanol absolu sont ajoutés a 1 ml d’infusé. Le
mélange est incubé pendant 15minutes

A 2 ml d de P’infusé, on ajoute quelques gouttes

d’acétate de plomb.

Coloration rouge

Coloration rouge

Coloration bleue noire

Coloration bleue

Coloration bleue
foncée
Précipité rouge

Coloration rouge
orangée

Coloration violette

rouge

Coloration rouge

Formation d’un

trouble

Précipité floconneux

Formation d’un

précipité blanc.
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11.2.3. Extraction et caractérisation des métabolites secondaires
11.2.3.1. Les polyphénols
11.2.3.1.1. Extraction et stockage

Les composes phénoliques des feuilles sont obtenus en utilisant la méthode décrite par
Revilla et al., (2001). Pour cela, 30g de la poudre végétale sont macérés dans 100 ml d’un
mélange méthanol - eau distillée (v : v 80 /20), pendant 3 jours a 4°C. Une fois filtrée, la
solution méthanolique est évaporée a sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif de
type BUCHI R-210 a 60°C. Le résidu sec pesé est conservé a 4°C jusqu’a utilisation. Pour les
baies, I’extrait utilisé¢ est le jus brut. Le rendement est calculé par le rapport de la masse des

polyphénols sur la masse de la matiére végétale seche, selon la formule suivante :

R (%) = [P1—-P2 /P3]x100
Tel que :
e P1: poids du ballon aprées évaporation ;
e P2 : poids du ballon avant évaporation ;

e P3: poids de la matiere végétale de départ.

11.2.3.1.2. Dosage des composés phénoliques totaux par la méthode Folin-Ciocalteau

Le dosage est fait selon la méthode décrite par Hogan et al., (2009). Le test consiste a mettre
200 pl de chaque extrait dans des tubes a essais, additionné a un mélange de 1 ml de Folin
ciocalteu 10 fois dilué et 0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5%. Les tubes sont agités et
conservés durant 30 minutes. L’absorbance est mesurée a 765 nm. Une courbe d’étalonnage a
différentes concentrations d’acide gallique a été préparée. Les teneurs en phénols totaux dans
les extraits sont exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g)

du poids de la matiére seche (mg EAG/g ms).

11.2.3.1.3. Caractérisation des extraits par CLHP (chromatographie liquide a haute
performance)

La séparation chromatographique des composees phénoliques a éte effectuée avec une
colonne Ascentis C18 HPLC (250 mm X 4,6 mm, 5 ml, 5microns), chauffée a 40 °C. La
premiere phase mobile (A) utilisée pour la séparation est composée d’eau, du méthanol, et
d’acide acétique avec les proportions 89/10/1(v/v/v). La deuxiéme phase mobile (B) est
formée d’eau, du méthanol et d’acide acétique avec les portions 9, 90,1 (v/v/v). En mode

gradient, la détection a été réalisée a 254 nm. Le détecteur uv /visible est de type WATERS

-
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2996 (PDA). Le volume d’extrait injecté est de 20 ul. Aprés chaque cycle, le systéme est
reconditionné pendant 60 minutes. L'identification et la quantification des composés
phénoliques contenu dans les extraits se fait par comparaison du temps de rétention, des
surfaces des standards utilisés par rapport a ceux obtenus en analysant les extraits. Les

analyses ont été répetées 3 fois.

11.2.3.1.4. Caractérisation des extrais par infrarouge

La caractérisation par infrarouge permet d’avoir une idée sur les groupements fonctionnels
d’un extrait. L appareil utilisé est de type Perkin Elmer qui dispose d’une source lumineuse,
d’un filtrage numérique destiné a compenser les émissions de CO; et 1’absorption de H,O en
temps réel, d’un interféromeétre, d’un dispositif permettant de générer les interférences, d’un
compartiment échantillon qui permet d’accueillir plusieurs types d’accessoires (porte-
échantillon) dépendant du mode de mesures utilisé (réflexion ou transmission), d’un détecteur
ou capteur photosensible et d’un convertisseur analogique numérique qui transforme le signal

analogique en un signal numérique manipulable par le systéme informatique.

11.2.3.1.5. Caracteérisation des extrais par GCMS

L’analyse de la composition chimique des extraits par chromatographie en phase gazeuse
couplée de spectrométrie de masse de marque Perkin Elmer 600 a été faite dans les conditions
opératoires suivantes :

e Une colonne Rtx-VMS (60m de long, 250pum de diametre) ;

e Le gaz vecteur est I’Hélium. ;

e Un débit de 1ml/ min;

e Une température de 70°C pendant 1 min, rampe de 3°C jusqu’a 160°C, pendant 1 min,
rampe 2°C/min jusqu’a 230°C pendant 5 min.

e Latempérature de I’injecteur est de 230°C. ;

e 0,2 pl de I’huile a analyser est injectée a I’aide d’une seringue spéciale ;

e L’identification des composants a été basée sur la comparaison de leurs indices de
rétention par rapport au temps de rétention d'une série de n-alcanes avec une
interpolation linéaire, avec les COMpPOses authentiques ou
des données de la littérature ;

e L'ordinateur correspond a des bibliotheques spectrales de masses commerciales
(Adams 1995; Koning et al., 2001; Mc Lafferty et Stauffer, 1994; NIST, 1999)

Nl
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11.2.3.2. Préparation et caractérisation des extraits flavonoidiques

L’extraction des flavonoides est réalisée selon la méthode de Hogan et al., (2009) avec des
modifications. Une masse de 30 gramme de poudre des feuilles sont macérés dans 100 ml
d’un mélange méthanol - eau distillée (v : v; 70/30), pendant 72 heures. L’extrait
méthanolique récupéré est ensuite évaporé a sec (T=60°C) a 1’aide d’un rotavapeur de type
Buchi R-200. Le résidu sec obtenu est partagé avec 10 millilitres d’acétate d’éthyle et 10
millilitres d’eau distillée chaude dans une ampoule a décanter. Aprés agitation et décantation
des deux phases, la phase d’acétate d’éthyle est récupérée puis sécheée par un évaporateur
rotatif. Le résidu sec est repris par 3 ml de méthanol. La phase aqueuse issue de 1’extraction
avec ’acétate d’éthyle est partagée avec 10 millilitres de n-butanol. La phase butanolique est
séchée au rotavapeur a 60°C. Le résidu sec pesé, est repris par 3 millilitres de méthanol
(Fig. 16). Le rendement en flavonoides est le rapport de la masse des flavonoides sur la masse
de la matiére végétale seche. Pour le dosage des flavonoides contenus dans I’extrait, la
méthode adoptée est celle de trichlorure d’aluminium (AICl3) citée par Bahorun et al.,
(1966). Pour ce teste, un mélange composé de 1ml de l'extrait flavonoique et de 1 ml de
solution de trichlorure d’aluminium (AICl3) a 2% est incubé a température ambiante pendant
30 min, puis I’absorbance est mesurée a 420 nm. La concentration des flavonoides est
exprimée en mg d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g). Les composés
sont analysés par Chromatographie liquide a haute performance et par chromatographie en

phase gazeuse.
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heures

A

Filtration (papier filtre)

Sédiment

Evapordtion sous vide

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

Macération méthanol/eau (v : v 70/30) pendant 72

{

Extraction deux fois par le butanol (10mlx2)

Evaporation sous vide

¥

~ Phaseacétate |-

Evaporation a basse pression

Figure 16. Protocole d’extraction des flavonoides Hogan et al. (2009)
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11.2.3.3. Extraction et caractérisation de I’huile des pépins

La technique optée pour 1’obtention de I’huile des pépins est 1’extraction par Soxhlet.
Environ 43g de 1’échantillon broyé (poudre de pépin de raisin) d’une granulométrie inférieure
a 0,5 mm est humectée avec 600 ml d’éther de pétrole, le mélange a été chauffé a 70 C°
pendant 1 h. Le résultant a été lavé avec de I’eau distille préalablement chauffée dans un bain
Marie a 70C° jusqu’a I’élimination total d’acide & I’aide d’un papier pH. Ensuite placé dans la
cartouche en cellulose fermé par du coton cardé de soxhlet.
Un extracteur Soxhlet est une piece de verrerie utilisée en chimie analytique et en chimie
organique qui permet de faire I’extraction continue par solvant d’un solide (Fig. 17). Il se
compose d’un corps en verre (4) dans lequel est placé une cartouche en papier filtre épais (5),
d’un tube siphon (6/7) et d’un tube d’adduction (3). Le corps de I’extracteur est placé sur un
ballon (2) contenant le solvant d’extraction. Les résidus a extraire sont placés dans
I’extracteur surmonté d’un réfrigérant (9). Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de solvants
passent par le tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps de
I’adducteur, faisant ainsi macérer les résidus dans le solvant. Le solvant condensé s’accumule
dans I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube siphon, qui provoque alors le retour du
liquide dans le ballon, accompagné des substances extraites. Le solvant contenu dans le ballon
s’enrichit progressivement en composés solubles. La taille du corps en verre étant limitée, il
peut étre nécessaire de réaliser plusieurs extractions successives pour récupérer une quantité
suffisante d’extraits. La caractérisation des composants est faite par chromatographie gazeuse

couplée a une spectroscopie de masse.

X
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Figue 17. Montage d’un soxhlet

Le rendement en huile grasse est défini comme étant le rapport de la masse de 1’huile grasse
sur la masse de la matiére végétale séche, exprime dans les mémes unités de masse. La
formule appliquée est la suivante :
R(%) = (mHG/mMV) x 100
Tel que :
e R : Rendement de I’extraction ;
e M g : Masse de I’huile grasse en (g) ;

e M v : Masse de matiére végétale séche en (g).

11.2.4. Activités biologiques
11.2.4.1. Activités antioxydante
11.2.4.1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picryl hydrazyle) est généralement le substrat le plus utilisé
pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité¢ en forme
radicale libre et la simplicité de I’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520 nm (Bozin et al.,2008). La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait
qu’elle est indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de

couleur violette) en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur
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capacité a réduire le radical DPPH. La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui

se traduit par une diminution de 1’absorbance a cette longueur d’onde (Fig. 18).

L0 L
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. // .h \r \J/

HOR - ‘/
NO: NO«
1.1-Daphénvl-2-picrylhydrazyl (DPIPH) (DPPH)-H
violet jaune

Figure 18. Réduction du radical libre DPPH en DPPHH

L’évaluation de I’effet antioxydant par le test de pi¢geage du radical libre DPPH est faite en
se référant a la méthode décrite par Bozin et al., (2008) qui consiste a mélanger 975ul de la
solution méthanolique de DPPH (Sigma Chemical Co., Etats-Unis) (0,0024¢g/1) a 25ul de
chaque extrait a différentes concentrations (de 0,2 a 1mg/ml). A titre comparatif un test
négatif est réalis€¢ avec 25ul de méthanol et 975ul de la solution méthanolique de DPPH.
Apres incubation de 30 min a ’obscurité et a température ambiante, les absorbances sont
mesurées a 517 nm. Parallélement et afin d’estimer I’intensité de I’activité antioxydante, un
contréle positif est préparé par un antioxydant standard, le BHT , tout en mesurant
I’absorbance dans les mémes conditions que les échantillons. Le test est répété trois fois pour
chaque concentration, et le pouvoir d’inhibition est exprimé en % et en appliquant la formule

suivante :

o Abs controéle — Abs test
% d’inhibition = (1 - — >x 0
Abs controle
Tel que :
e Abs contrdle : absorbance moyenne du radical seul ;
e Abs test : absorbance du radical libre en présence d’antioxydant apres trente minutes

de contact.
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11.2.4.1.2. Réduction de fer (test FRAP)

La réduction du fer est un bon indicateur de I’activité de donneur d'électrons, mecanisme
important de l'action antioxydante des composés phénoliques. Le pouvoir réducteur est
détecté par le changement de couleur de la solution d'essai, passant ainsi du jaune au bleu, en
fonction de la concentration de I'extrait vegétal. Pour évaluer la réduction du fer par les
extraits de la variété Ahmar Bouamar, nous avons adopte la technique d’Oyaizu (1986). Le
test consiste a mélanger 1ml des différentes concentrations des extraits de la vigne rouge (0,1
a Ilmg/ml) avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)g a 1%. L’ensemble est incubé au bain Marie
a 50°C pendant 20 min. Pour stopper la réaction, 2,5ml d’acide trichloroacétique a 10% est
ajouté au mélange. Apres avoir centrifugés les tubes a 3000 rpm pendant 10 minutes, 2,5ml
du surnageant sont mélangés a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution de chlorure
ferrique a 0,1%. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700 nm contre un
blanc semblablement préparé. Le controle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard, I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons (Fig. 19).
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Figure 19. Réduction du fer trivalent (Fe3+) en fer divalent (Fe2+) (Oyaizu, 1986)

11.2.4.1.3. Test de blanchissement par la p§ caroténe

L’activité antioxydante des extraits de cépage Ahmar Bouamar est mesurée selon la
méthode de Tepe et al., (2005) et Sun et al., (2007). Dans ce test, la capacité antioxydante
est déterminée en mesurant ’inhibition de la dégradation oxydative de [-caroténe
(décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique. L’émulsion de 1’antioxydant
est préparée en faisant dissoudre 2 mg de B caroténe (Fluka, Allemagne) dans 10 ml de

chloroforme. 1 ml de cette solution est mélangé avec 20 mg d’acide linoléique purifié (Sigma
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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’hydrogeéne. Un
volume de 200 pl d’extrait brut méthanolique ou d’antioxydant de référence (acide
ascorbique) a une concentration de 2,5 mg/ml sont ajoutés a 5 ml de 1I’émulsion. Un contréle
négatif est réalisé en parall¢le, comprenant 5 millilitres de I’émulsion de S-caroténe et 200ul
de méthanol. Le mélange est bien agité et la lecture de 1’absorbance a 470 nm se fait
immédiatement a to contre un blanc qui contient 1’émulsion sans S-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. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la

décoloration du g-carotene en employant la formule suivante :

% d’inhibition = [1- (A,- At/ A°-A°t)] X 100
Tel que :
e A°: absorbance de I’échantillon a tg ;
e At : absorbance de I’échantillon [aprés incubation de 60 minutes] ;
e A°: absorbance du contrdle négatif ato ;
e Ac°t:absorbance du contrdle négatif [apres incubation de 60 minutes].
11.2.4.2. Activité antimicrobienne
La technique que nous avons utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne de 1’extrait
flavonoidique des feuilles et de I’huile grasse des pépins est I’antibiogramme. Ce dernier est
une méthode de diffusion en milieu gélosé standardisée par NCCLS (National Comite for
Clinical Laboratory Standards) cité par Celiktas et al., (2007). Elle permet de déterminer
I’activité inhibitrice de la croissance des agents microbiens par la mesure du diamétre
d’inhibition autour du disque imprégné de nos extraits. Toutes les souches utilisées sont

obtenues du laboratoire de microbiologie de I’hopital de Dellys wilaya de Boumerdes.

11.2.4.2.1. Revivification des souches microbiennes

La revivification des souches microbiennes a pour objectif 1’obtention d’une culture pure et
jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries (quatre cadrans). Les souches sont alors
revivifiées a partir des tubes de conservation sur milieu GN. Les cultures sont incubées a

I’étuve a 37°C pendant 24 pour les bactéries et a 27°C pendant 72 h pour les moisissures.

S




CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

11.2.4.2.2. Préparation des suspensions bactériennes

Aprés incubation, 4 & 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 0,5 Mc Farland (10° UFC/mI). Cette charge

microbienne est mesurée a I’aide d’un densitomeétre (DENSIMAT).

11.2.4.2.3. Repiquage des souches microbiennes et mesure du diamétre d’inhibition

L’ensemencement des souches sur milicu gélosé est fait par écouvillonnage en stries
serrées. Ensuite, des disques en papier Wattman de 6 mm de diamétre renfermant 10 pl
d'extrait ont été déposés a la surface des milieux de culture. L’incubation a été faite a 37 °C
pendant 24 h pour les bactéries et a 28 °C pendant 48 h pour les souches fongiques. L'activité
antimicrobienne des trois extraits est déterminée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition. Parallélement, des boites témoins dotées de disques imprégnés de méthanol ont
été préparées, afin de tester I’effet du solvant d’extraction sur les souches microbiennes. De
plus, et & titre comparatif, des antibiogrammes réalises avec des disques contenants des
antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés. Trois répétitions sont
réalisées pour chaque souche microbienne (Fig. 20). La lecture de I’activité antimicrobienne
est déterminée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse de
type Holex (Tab. 6).

11.2.5. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + I’Erreur Standard a la Moyenne.
L’analyse statistique est effectuée en utilisant le logiciel Statistica (version 6, Genistat
Conseils Inc, Montréal). Apres analyse de variance, la comparaison des moyennes

est effectuée par le test de student.

<
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Tube de conservation

/ Pipette Pasteur

Revivification
des souches
microbienne

A

—

Mueller Hinton

Incubation a 37°C pendant
24h en atmosphére normale

/

Eau
physiologique
9%

0.2<Absorbance <(0.3

Anse en platine

——

Muller Hinton

Sabouraud

Incubation a 28°C pendant 72h
en atmosphére normale

l/ Préparation des

suspensions
microbiennes

2<Absorbance <3

Préparation des
boites

s d’antibiogramme

Sabouraud

Figure 20. Revivification des souches microbiennes et préparation des boites

d’antibiogramme

Tableau 6. Estimation de la sensibilité des souches (Moreira et al., 2005)

Diametre de la zone

d’inhibition (mm)

Sensibilité des souches

d<7
d[7-14]
d>20

Non sensible / résistante (-)
Treés sensible (+ +)

Extrémement sensible (+++)




Chapitre 111 Résultats et discussion

I11. Etude phytochimique des extraits de la variété Ahmar Bouamar et évaluation des
activités biologiques.
I11.1. Tests phytochimiques

Les plantes médicinales renferment une variété de composés secondaires qui peuvent étre
bénéfiques ou néfastes. Toutefois, il ne s'ensuit pas nécessairement que les mémes composes
soient aussi toxiques ou bénéefiques lorsqu'ils se trouvent dans la plante que lorsqu'ils en sont
extraits.
Le screening phytochimique a permis de nous renseigner sur les familles chimiques des
composants des feuilles et de modat de Ahmar Bouamar. Ceci facilitera le choix des
substances bioactives a étudier. L’ensemble des résultats du screening phytochimique effectué
sont résumés dans le tableau 9.
Il est a constater que la plante étudiée est trés riche en métabolites secondaires dotées de
plusieurs activités biologiques, représentés principalement par des flavonoides, des tanins
condenses, des anthocyanes, des stéroides et des saponines. Elles ont une faible richesse en
anthocyanes, amidon et glucosides. Il est a signaler une absence totale des tanins galligues,
des irridoides, des quinones libres et des sénosides. Cependant, il ressort que les feuilles sont
plus riches en ces métabolites secondaires. Le jus se distingue par sa richesse en métabolites
primaires (protéines et sucres réducteurs). La richesse en métabolites secondaires a été
signalée par Kappel (2010).
Les résultats de la présente étude sont en accord avec ceux trouvés par Amara et Melouk
(2016) ayant travaillé sur I’activité antimicrobienne des extraits des feuilles de la vigne
sauvage (Vitis vinifera sylvestris). En effet, ces auteurs signalent la présence des tannins
galliques, flavonoides, saponosides et alcaloides et 1’absence des tannins catéchiques,
anthocyanes, leuco anthocyanes, quinones, sénosides et coumarines. Il est a signaler que la
présence ou I’absence d’un métabolite secondaire n’est que le résultat de ’influence des
conditions abiotiques sur le développement de la plante. Selon Reynier (2007) et Baustita et
al., (2007),

L’exposition d’une variété de vigne a des environnements différents a influencé la production
des métabolites secondaires tant en quantit¢ qu’en qualité. Cette étude a également montré
I’existence d’une réelle biodiversité moléculaire, qui confére a la vigne rouge des vertus
médicinales importantes a valoriser. Parmi les métabolites secondaires mis en évidence, on

peut citer :
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e Les flavonoides avec leur nombreux vertus médicinale : antioxydantes (Iserin, 2001),
antiinflammatoires, inhibiteurs d’enzymes, antiallergiques, antiulcérogénes, et effets
protecteurs vasculaires (Ghedira, 2005), et antimicrobiens (Cushnie et al., 2005) ;

e Les tanins avec leurs propriétés anti diarrhétiques, antibactériennes et antifongiques
(Maugé, 2010) ;

e Les anthocyanes dotés de puissants effets antioxydants (Iserin, 2001).

Cette répartition inégale des plyphénols totaux entre les organes de la méme plante a été
rapportée par plusieurs auteurs (Maugé, 2010 ; El-Haci, 2012). Elle est étroitement liée selon
Champagnol (1984) aux besoins de la plante et au réle joué par les métabolites dans la

reproduction et dans la protection.

Tableau 9. Résultats de screening phytochimique

Métabolites jus Infusé (5%) Métabolites Jus Infusé
(5%)
Tanins totaux ++ +++ Musilages +++ +++
Leuco-anthocyanes ++ +++ Saponosides +++ +++
Anthocyanes ++ +++ Caroténoides + ++
Amidon - - Tanins galliques - +
Glucosides + + Protéines ++ +
Sucres réducteurs +++ + Flavonoides ++ +++
Sénosides - - Quinones libres - -
Alcaloides - - Lipides - -
Iridoides - - Sénosides - -

(-) : absence de substance ; (+) : faible présence de substance ; (++) : Moyenne présence de

substance ; (+++) : Forte présence de substance.

I11.2. Rendement d’extraction et dosage des polyphénols
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode de Folin- Ciocalteu. Cette
derniére nécessite préalablement 1’établissement d’une courbe d’étalonnage avec de 1’acide
gallique comme étalon (Annexe). Le rendement de I’extrait méthanolique obtenu des feuilles
est de 33,13%. Amara et al., (2016) ont obtenu un rendement de 16,76 % dans une étude

meneée a El Mefteh (wilaya de Blida) sur la vigne sauvage (Vitis vinifera sylvestris).
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Les teneurs en polyphénols totaux obtenus sont de I’ordre de 334,18 +2,306 mg EAG/ g MS
pour les feuilles et de I’ordre de 98,9+£3,23 mg EAG/ g MS pour le modt. Ces valeurs sont en
accord avec celles données par Dani et al,. (2007) qui ont rapporté un taux en PPT de 982,0 £
58,97 mg/kg de poids frais dans les jus de raisin rouge de Vitis labrusca. Marinova et al.,
(2005) ont trouve des teneurs respectives de 184,1 et 213,3 mg/100g du poids frais de raisin
blanc et noir (Vitis Vinifera). Il ressort de cette comparaison que les cépages rouges sont plus
riches en métabolites secondaires. La richesse des cépages rouges telle que le Merlot,
Cabernet Sauvignon et Syrah en polyphénols totaux est signalée par Flanzy et al., (1998).
Cette constatation est en parfait accord avec le résultat obtenu pour le cépage Ahmar
Bouamar. La teneur phénolique d'une plante dépend également d'un certain nombre de
facteurs intrinséques et extrinseques, en particulier les conditions climatiques, la maturité a la
récolte et les conditions de stockage (Podsedek, 2007 ; Falleh , 2008).

Il a été rapporté par Waterhouse et al., (1997) que les vins rouges californiens contenaient
entre 1 850 et 2 200 mg/l de composés phénoliques totaux, alors que les vins blancs
présentaient des concentrations allant de 220 a 250 mg/l pour ces mémes composés

Les vignes rouges sont de loin les plus riches en polyphénols, ils contiennent dix fois plus de

composés phénoligues totaux que les vignes blanches (Vigor, 2013).

111.3. Rendements et dosages des flavonoides des feuilles de cépage Ahmar Bouamar
L’extraction des flavonoides a partir de la poudre des feuilles de Ahmar Bouamar a permis

d’obtenir trois extraits : Extrait d’Acétate d’Ethyle (EAE), Extrait Butanolique (EB) et

I’Extrait Aqueux (EA).

Dans la présente étude, un rendement élevé est obtenu avec I’EA (6,7+ 0,78 %) d’un aspect

liquide et d’une couleur marron, contenant les flavonoides les plus hydrosolubles.

Le rendement de I’EB, renfermant surtout les di et tri glycosides est relativement élevé

(5,93£0,23%). En revanche, le rendement de I’EAE contenant les monoglycosides est le plus

faible que celui de I’EA et I’EB (2,81+ 0,04).

Le rendement, les concentrations en mg EQ /g et la couleur des différentes fractions obtenus

sont mentionnées dans le tableau suivant :
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Tableau 10. Rendements et teneurs en flavonoides des différentes fractions de 1’extrait des

feuilles de la variété Ahmar Bouamar

Fractions Rendement (%) Teneur (MEQ/gMs) couleurs
Acétated’éthyle (EAE) 2,81+ 0,04c 19,73 +0,11c vertfonce
Butanolique (EB) 5,93 £0,23b 24,38+ 0,05b Rouge foncé
Aqueux (EAQ) 6,7+ 0,78 a 26,41 +0,24a Marron foncé

Les résultats sont représentés par des valeurs portants des lettres différentes a, b, ¢ et d tel que
(a > b > ¢). Les concentrations portantes des lettres différentes présentent une différence
significative (p<0.05).

La Queércetine prise comme contrble positif, nous a permis de réaliser une courbe
d’étalonnage avec R? égal a 0,997 ; résultat qui a permis de calculer la teneur en flavonoides
pour les différentes fractions qui est exprimée en mg équivalent de Quércetine (EQ) par
gramme de matiére végétale séche.

Il ressort des résultats, que le rendement en flavonoides varie de 2,81+ 0,04% (EAE) a 6,7+
0,78% (EA) avec des concentrations respectives de 19,73+0,11 MEQ/gMs et 26,41
+0,24MEQ/gMs. Amara et al., (2016) ont travaillé sur les feuilles de la Vigne Sauvage (Vitis
vinifera sylvestris) récoltées pendant la période de floraison a EI Kharoub dans la région de
Mefteh (Blida) ont noté un rendement en flavonoides de 16,76%. Ces résultats sont proches
de ceux de Du et al., (2012) (228,7 mg équivalent rutine/100g du poids frais de 8 différentes
variétés de raisins) et ceux trouvées par Yang et al., (2009). Guerrero et al. (2009) ont montré
sur 5 variétés de raisin rouge cultivées en Andalousie des teneurs en flavonoides comprises
entre 221 et 538 mg/kg de baies. Dans une autre étude rapportée par Waterhouse et al,.
(1997), il a été démontré que les vins rouges californiens contenaient entre 1850 et 2200 mg/I
de composé phenoligue totaux, alors que les vins blancs présentaient des concentrations allant
de 220 a 250 mg/l pour ces mémes composées, ce qui confirme encore la richesse des cépages
rouges en principes actifs.

La teneur en flavonoides dépend selon Kappel (2010) des saisons et des variétés prises en
compte. Par ailleurs, il est important de signaler que la richesse des variétés rouges de raisins
en composés phénoliques a été déja décrite par Flanzy (1989) et Dani et al., (2007).

Cependant, la synthese de ces métabolites secondaires par la vigne rouge est liée aux facteurs
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climatiques et a la méthode d’extraction utilisée, les conditions du développement et de

croissance, le génotype, la maturité, et les conditions de stockage (Sun et al., 2007).

I11.4. Rendement et dosage des flavonoides de I’huile des pépins de la variété Ahmar
Bouamar

L’huile a été extraite des pépins de raisin par la méthode soxhlet, en utilisant I’éther de
pétrole (30-60°) comme solvant. C’est une huile fluide, relativement inodore et avec une
couleur allant du jaune foncé au verdatre. Cela est expliqué par la présence d’éléments

chimiques comme les chlorophylles et les caroténoides (pigments).

Figure 21. Aspect de I’huile obtenue des pépins
L’huile extraite est stockée au réfrigérateur a 1’abri de la lumiere et de ’humidité dans des
tubes a essais en verre (couverts par du papier aluminium). Le rendement en huile des pépins

du cépage étudié et la teneur en flavonoides sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11. Rendement en huile des pépins et sa teneur en flavonoides

Masse de poudre Masse de Rendement Teneur en

de pépin utilisée I’huile obtenue flavonoides

43¢ 6,0565 g 14,08 % + 5 215 mg =1
EQE/gMS

44
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Le rendement en huile obtenu dans la présente étude est de 14,08% avec une teneur en
flavonoides de 21,5 mg +1 EQE/gMS, valeurs proches de celles obtenues par Rombaut (2013)
et qui varient de 7 & 16,4% avec de concentrations en polphénoles totaux de 316 + 10 4 399 +
12 mg EAG/kg d’huile.

Nos résultats sont beaucoup supérieurs a ceux obtenus dans une étude menée sur deux
variétés algériennes provenant de la région de Sidi Belabes et Mascara ou le rendement en
huile est respectivement 6,05% et 12,50% avec des teneurs en polyphénoles totaux de 78,58 +
0,07 241,36 + 1,50mg EAG/g d’huile (Belmiloud, 2018).

Selon Garcia-Jares et al., (2015), les flavanols sont les polyphénols les plus abondants dans
les extraits de graines de raisins et représentent 98-99% de la composition totale en
polyphénols. La teneur rapportée par cet auteur et ses collaborateurs était de 3,190 mg/g de
MS.

Selon Garcia-Jares et al.,(2016) et Pantelic et al.,(2016) environ 60- 70% de composés
phénoliques totaux sont trouvés principalement dans les graines de raisin. Ou ils ont trouvé
des teneurs en polyphénols variant de 79,5 + 0,5 & 168 + 6 mg EAG/g de MS dans les pépins
de raisin de quelques variétés de raisin Rombaut (2013) a trouvé des teneurs en polyphénols
qui varient de 58 a 960 mg/g de matiére séche. En outre, les études menées par Pantelic et al.,
(2016) sur quelques variétés de raisins ont trouvé des teneurs en polyphénols dans les pépins
qui varient de 38,02 a 101,25 mg EAG/g de MS. Ces concentrations varient selon les variétés.
Une autre étude menée par Zhou et al., (2016) a révélé une concentration en polyphénols
totaux qui est de ’ordre de 22,97 + 0,14 mg EAG/g de matiere seche dans les graines de
raisin.

Dans une étude menée par Ghouila et al., (2016), la teneur en polyphénoles totaux de la
poudre des pépins varie de 29.86+0.36 mg EAG/g MS a 70.50 + 0.81mg EAG/gMS selon la

méthode d’extraction.

I11.5. Caractérisation chromatographique des extraits

111.5.1. Caractérisation par infrarouge

111.3.1.1. L’extrait méthanolique des feuilles

Dans I'extrait methanolique de feuilles de la variété Ahmar Bouamar , la large bande autour
de 3306,30cm: est associée a la vibration d’élongation de la liaison O-H, la bande a 1636,52
cm. correspond a la vibration de valence de la liaison C=C des cycles aromatiques et
I’élongation (C=0) de la liaison carboxilique de I’acide galactonique. La richesse que posséde
cet extrait en double liaisons lui confere une activité antioxydante importante. a constaté la
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présence de cing groupements
fonctionnels : 3400 (OH), 2940 (OCH), 2840-2805 (O-CH-), 1630-1520 (aromatique), 1253
(furane), 1280, 1235, 1035 (lignane). Selon les groupements fonctionnels
présents dans 1’extrait aqueux la Grande ortie sont des aldéhydes, des alcénes, des amines, des
amides, des alcools, des phénols, des acides carboxyliques et des anhydrides, des esters et des

lactones, d’éthers, des nitriles, des isonitriles, des quinones et des glucides.

111.3.1.2. Le jus des baies

L’¢étude de spectre IR du jus de la variété Ahmar Bouamar (figure 22) révele le presence
d’une bande d’élongation située entre 3200-3500 cm-1 qui est attribuée a la vibration
d’¢élongation des groupements hydroxyles (-OH) ; Les bandes situées entre 1000 et 1200 cm-1

correspondent aux vibrations d'élongation de la liaison C-O.
La bande située vers 2900 cm-1 est attribuée aux vibrations d’¢longation de la liaison C-H.

La bande intense située vers 1800 cm-1 est attribuée aux vibrations d’élongation de la liaison
C=0 de la famille des carbonyles (cétones, acides carboxyliques, esters...). Les pics
d’intensité moyenne a faible situés entre 2000 et 1500 cm-1 peuvent étre attribués aux
vibrations d'élongation de la liaison C=C. Les bandes situées entre 1000 et 1500 cm-1
correspondent aux vibrations d'élongation de la liaison C-O. De méme, les absorptions
observées aux alentours des 1613cm-1 et 1418cm-1, sont attribuées aux groupements
carboxylates (-COO-) . Dans cette zone.la bande située a 1619cm-1 correspond a la vibration

d’élongation de la fonction C=0O du groupement carboxylique (COOH).

111.3.1.2. L’extrait flavonoidique des feuilles

a. L’acétate d’éthyle

D’apres le spectre (IR) enregistré dans la figure 22, la large bande autour de 3306,30
cmz est associée a la vibration d’élongation de la liaison O-H la vibration d’¢élongation du
groupement (N-H) apparaissent a 3330 cm-1, une bande de vibration située a 2380cm -1
indique les (C N), L’absorption enregistrée a 1650 cm - 1 est attribuée & la vibration
d’élongation du groupement (C=C). L’absorption enregistrée a 1220cm - 1 est attribuee a la

vibration du groupement C-N.
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Tableau 12. Résultats de ’analyse par infrarouge de 1’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles

Fractions Longueur Liassons Nature de la Fonction
falvonoidique D’onde (cm-1) liaison
1100 O-H Bande Faible  Alcool
1220 C-N Bande Faible ~ Amine
Phase 1650 c=C Bande Alcéne
d’acétate Moyenne
d"éthyle 2380 C-N Bande Faible a Nitrile
Moyenne
3330 N-H Bande Amide
moyenne

b- L’extrait butanolique

Tableau 13. Résultats de I’analyse par infrarouge de 1’extrait butanolique des feuilles

Fractions Longueur Laissons Nature de la Fonction
Falvonoidique D’onde (cm-1) liaison
1200 Ctet-OH Faible Alcool
élongation
1683 C=0 Elongation Acide ascorbique
Moyenne
2390 C-N Bande Faible a Nitrile
Moyenne
Phase . 2900 CH; Forte Alcane
butanolique élongation
3440 NH, Elongation Amine
Moyenne
3600 OH Forte bande Alcool

Le spectre montre une bande d’absorption a une faible élongation a 1200 cm-1 attribuée a la

vibration (Ctet-OH) du groupe Alcool et une ¢longation Moyenne de pour la fonction d’acide
ascorbique (C=0) a 1683 cm-1, et une bandes d’absorption a 2390 de (C-N) et 2900 cm-1 de
la fonction (CH,) Alcane avec 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).




Chapitre 111 Résultats et discussion

C . Extrait aqueux :

Tableau 14. Résultats de 1’analyse par infrarouge de 1’extrait aqueux des feuilles

Fractions Longueur lisaisons Nature de la fonction
Falvonoidique D’onde (cm-1) liaison
1650 C=0 Bande forte Amide
2130 Cc°C Bande forte Alcyne
élongation
2420 OH Faible a Acide
Phase aqueuse moyenne carboxylique
bande
3300 C-H Forte bande AlLcyne

Les spectres (IR) enregistrés dans les bandes de vibrations illustrés dans les figures (22) et le
tableau 8 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 & moyenne bande apparaissent 2420 cm — 1 et une forte bande de (C-H)

se situe a 3300 cm — 1.

d. L’huile des pépins
Les bandes de vibrations illustrés dans les figures (22) et le tableau suivant : 1’absorption
située a 1250 cm - 1 est attribuée a (C-O) fonction élongation Acide carboxylique par une
forte bande.et celle de 1600 cm — 1 correspondent a une liaison variable de la fonction
Aromatique et la vibration d’élongation (CH 3) de la fonction Alcane et une forte bande

apparaissent 2980 cm — 1 et (OH) une fonction Alcool se situe a 3600 cm — 1.
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Tableau 15. Résultats de ’analyse Infrarouge de 1’huile des pépins

Fractions Longueur Laissons Nature de la fonction
flavonoidique D’onde (cm-1) liaison

1250 C-O0 Forte bande Acide

carboxylique

L’extrait : _
d’huile 1600 Cc=C Variable Aromatique

2980 CH Forte bande Alcane

3600 OH Forte bande Alcool
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Figure 22. Spectre infrarouge des différents extraits de la variété Ahmar Bouemar
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111.3.2. Caractérisation des polyphénols totaux par HPLC quantitative
Les composés ont été identifiés en fonction de leur temps de rétention et leurs spectres
UV-vis par comparaison avec des chromatogrammes de références dans les mémes conditions

de travail.

111.3.2.1. Extrait métanolique des feuilles

L’analyse par HPLC de I’extrait méthanolique des feuilles a fait ressortir 24 pics de
polyphénols totaux, dont 12 ont été identifiés. Les métabolites majoritaires sont les
coumarines (24,31%), acide gallique avec 13,31% et 1’acide syringique avec un pourcentage
de 10,19%. Les minoritaires sont I’acide férulique, I’acide fumarique, la catéchines, I’acide
vanilique, 1’acide caféique, le dehydrophenyl-acetique, 1’acide chlorogénique, 1’acide
syringique, et I’acide p-coumarique avec un taux inférieur ou égal a 7,72%.

L’acide chlorogénique, ’acide caféique et 1’acide ferrulique ont été identifié dans la
vigne rouge (Syrah et le Merlot) de la région Békaa au Liban dans une étude faite par Ojeuil
et al., (2010). Selon Cadot et al., (2011), le principale représentant des acides

hydroxybenzoiques dans le raisin est I’acide gallique.
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Figure 23. Profil chromatographique HPLC des polyphénols totaux de 1’extrait méthanolique

des feuilles
1 : acide fumarique ; 2 : acide gallique ; 3 : catéchines ; 4 : acide vanilique ; 5 : acide caféique ;
6 : Dehydrophenylacetique ; 7 : acide chlorogénique; 8 : acide syringique ; 9 : acide p-coumarique ;10 : acide

férulique ; 11 : /’acide naringique ; 12 : coumarines

111.3.2.2. Jus des baies

Par ailleurs, la caractérisation des anthocyanes du jus des baies a 518 nm a fait ressortir
18 pics d’anthocyanes dont 5 ont été identifiés. Il s’agit du Malvidol-3-glucoside (52,24%),
Cyanidol-3-glucoside (12,12%), Petunidol-3-glucoside (10,61%) Malvidol- Peonidol-3-
glucoside (9,87%), et 3-coumarylglucoside (4,27%). Dans une étude faite par Benmeziane
(2015), le Malvidol-3-glucoside a été identifié aussi comme anthocyane majoritaire dans le
Gros noir et le Muscat avec un taux de 72,73%.
Ces mémes anthocyanes ont été aussi identifiés dans un cépage de la méme région d'étude
(Médea) dans une étude menée par Ferhi et al., (2016). Dans le genre Vitis, on distingue cing

anthocyanidines: la cyanidine, la pionidine, la delphinidine, la pétunidines et la malvidine. La
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malvidine-3-O-glocosideest la plus abondante des anthocyanes des de raisin, ce qui confirme

les résultats de la présente étude.
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Figure 24. Profil chromatographique HPLC des anthocyanes de 1’extrait méthanolique des

baies

111.3.2.3. Les flavonoides

Les composés ont été identifiés en fonction de leur temps de rétention et leurs
spectres UV vis par comparaison avec des chromatogrammes de références dans les mémes
conditions opératoires. L’analyse quantitative par HPLC des flavonoides des extraits a permet
d’identifier cing composes, représentés dans les figures 25, 26 et 27. Ces flavonoides ont été
détectés par Jean-Denis (2005) dans I’extrait méthanolique de deux variétés de raisin
(Chasselas et Solaris). La catéchine et 1’épicatéchine ont été aussi identifiés dans les pépins
issus de marc de raisins (Waterhouse et al., 1997 ; Podsedek, 2007 ; Faleh et al., 2008). Une
autre recherche réalisée par Guebailia (2007), a apporté un nombre plus important de
molécules autre que celle détectée lors de notre étude concernant 1’extrait phénoliques des
sarments et des rafles de la vigne (Vitis vinifera L.). En plus de catéchine, épicatéchine, cis-
picéide, transpicéide et le 6- viniférinol, I’extrait renferme le pallidol, le picéide et 1’astilbin,
le (+) — hopéaphénol, (-) Trans e-viniferin, la trans scirpusin A et le nepalensinol B. La

structure chimique de ces composés a été déterminée en utilisant les méthodes
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spectroscopiques classiques RMN du proton : trans resvératrol (C14H1203), trans picéide, trans
picéatannol (Cy14H1204), Picéide (CaoH220s). Il est a signaler que le picéide, glucoside du
resvératrol a été trouvé dans les suspensions cellulaires de vigne par Waffo-Teguo et
al.,(2001). Concernant les activités biologiques du picéide, il a été décrit comme
antiinflammatoire (Ulrich et al., 2005), anticancereux (Kimura et Okuda, 2000), et pourraient
étre liés a l'inhibition de la synthese d’ADN dans les 50 cellules cancéreuses et a I'inhibition
de l'angiogénése des lignées HUVECs (Kimura, 2005). ¢ -viniférine (C,sH2206) est pour la
premiére fois été isolé de Vitis vinifera en 1977 par Langcake et Pryce. Il a ensuite a nouveau
été isolé de la vigne par Li et al., (1996). On le trouve dans la séve des sarments, et posséde
des propriétés anti-taches. La viniférine est un composé appartenant au groupe des stilbénes.
Ce dernier dimérique est produit par les processus d’oxydation du resveratrol. La viniférine
est aussi produite par la vigne en réponse a l'attaque fongique (Baderschneider et
Winterhalter, 2000).

Cette molécule a non seulement une meilleure activité antifongique mais également de
meilleurs pouvoirs antioxydants que le resveratrol (Langcake, 1981 ; Baderschneider et
Winterhalter, 2000). Selon Piver et al., (2003), la trans e-viniférine a montré des effets
inhibiteurs des enzymes des cytochromes P450 humains impliquées dans la bioactivation de
nombreux carcinogénes. La trans-e-viniférine, posséde une activité antioxydante (Privat et al.,
1976) et antihépatotoxique (Langcake, 1981).

En effet, les composées majoritaires détectés dans les différentes fractions sont des stilbénes,
qui sont assimilés a des phytoalexines, molécules dont les propriétés biocides (antifongiques,
antibactériennes ...) ont été démontrées in vitro dans plusieurs études. La synthese de ces
composés est induite en réponse a des  éliciteurs  biotiques  dans
les feuilles de Vigne, tel que, Botrytis cinerea, Plasmopora viticola, agent du mildiou qui sont
trés répandu dans les vignobles algériens.

Le resvératrol se trouve sous forme cis et trans, et est présent dans
les tissus vegétaux principalement sous forme de trans-resveratrol-3-O-glucosides (trans-

picéide et trans astringine) (Baderschneider et Winterhalter, 2000) .
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Figure 25. Profil chromatogramme HPLC de la fraction butanolique

1 : catéchine ; 2 : viniférinol ; 3 : trans-picéide.
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Figure 26. Profil chromatogramme HPLC de la fraction acétate d’éthyle
1 : catéchine ; 2 : épicatéchine ; 3 : s-viniférol ; 4 : cis-piciéde
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Figure 27. Profil chromatographioque de la fraction Ageuse
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Figure 28. Profil chromatographioque HPLC de 1’huile des pépins

1 : catéchine ; 2 : épicatechine-3-O-gallate ;3 : ¢ —viniférinol

Dans les raisins de table, les teneurs en ces composées sont comprises entre 243 et 1 108
mg/kg, dont plus de 89 % sont généralement localisées dans les pépins (Gabaston, 2018).
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Tableau 16. Principaux composés flavonoidiques des fractions de 1’extrait flavonoidique de

la variété Ahmar Bouamar

Fraction Composée Xr(min) Max (nm)
EB Catéchine 6,2 278
Viniférinol 68 283
Trans-piciéde 7,3 320
E AE Catéchine 0,2 280
Epicatechine 0,7 285
d-viniférinol 29 286
cis-piciéde 3,5 341
E AQ Catéchine 3,1 269
Trans-piciéde 3,6 306
Huile des pépins Catéchine 3.49 291
Epicatechine-3-O- 3.62 296
gallate
d -viniférinol 6.41 331

Les aires des pics obtenus montrent que les quantités différent d’une fraction a une autre
au sein de la méme variété.

Nous remarquons que la catéchine et le 8-viniférinol ont été identifiés dans toutes les
fractions.

Le cis-picéide est le flavonoide majoritaire de la fraction acétate d’éthyle, le 5-viniférinol
est le majoritaire pour la fraction butanolique et aqueuse, et I'épicatéchin-3-O-gallate pour
I’huile.
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111.3.3. Caracterisation des extrais par la GCMS
Les résultats de la caractérisation par CG-SM de chaque extrait de cépage étudié sont
représentés dans les profils chromatographiques CG-SM (voir annexes) et les tableaux

suivant.

1.3.3.1. L’extrait méthanolique

Tableau 17. CG-SM de I’extrait méthanolique de la variété Ahmar Bouemar

N° Rt(min) Nom de composant M/zZ
1 3.05 Glycérine 61
2 5.34 Methyl2-hydroxybutyrate 96
3 5.39 Furfural 73
4 7.81 Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester 73
5 8.78 Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl 73

10.32 hexenoic acid, ethyl ester 96
6
7 10.98 1,6,10-dodecatrien-3-ol

73

8 11.59 Cyclohexasiloxane, dodecamethyl 227

RT(min) : temps de rétention, M/Z :la masse sur la charge (g/masse)

L’analyse des composés volatils de I’extrait méthanolique des feuilles de la variét¢é Ahmar
Bouamar (tab.17) a permis de quantifier 8 composés, y cmopris des terpenes (1,6,10-
dodecatrien-3-ol), des esters aliphatiques et aromatiques (furfural , Methyl2-hydroxybutyrate,
Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester). Le Methyl2-hydroxybutyrate a é€té aussi identifié dans les

vins rouges par Gabaston (2018).
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111.3.3.2. La caractérisation du jus

Tableau 18. CG-SM du jus de la variété Ahmar Bouamar

N° Rt(min) Nom de composant M/zZ

1 5.23 Furfural 76

2 6.67 2(5H)-Furanone 55

3 7.63 Methyl 3-furoate 75

4 7.99 Pyranone 144

5 8.38 DL-Arabinose 61

6 9.10 5- 87
Hydroxymethylfurfural

7 9.74 Furan, 3-phenyl 115

8 10.37 Acetoxyacetic acid, 3- 71
methylbuthyl

9 11.11 D-Glucopyranose, 1,6- 60
anhydro

10 13.80 octanoic  acid, 3- 81

methylbutyl ester (iso-

amyl octanoate)

L'étude par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse du jus de cépage
Ahmar Bouamar permet d'identifier plusieurs substances volatiles appartenant a la fraction
phénolique des arébmes tels que le furfural, Furan, 3-phenyl, 5-Hydroxymethyl furfural, des
esters comme 1’acide octanoic , 3-methylbutyl ester (iso-amyl octanoate) et des exoses qui

sont essentiellement, le Pyranone, DL-Arabinose et le D-Glucopyranose, 1,6-anhydro .
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Le 5-Hydroxymethyl furfural est le composé aromatique majoritaire de 1’extrait étudié.

111.3.3.3. L’extrait flavonoique
Tableau 19. CG-SM de la fraction butanolique

Le profil chromatographique de la GCMS de la fraction butanolique (tab.19) nous a
permet d’identifier cinq composés (tab.19): acide Formique,acide resorcylique, acide
Pentadecanoic, 3-methylbutyl et le 5-Hydroxymethylfurfural .
L’aldéhyde furaniques; 5-Hydroxymethylfurfural est le majoritaire de 1’extrait butanolique
(EB). Cette molécule est présente a des teneurs élevées dans la vigne rouge, souvent au-

dessus de leur seuil de perception (Slaghenaufi,2012).

N° Rt(%) Nom de composant M/Z

1 3.03 Formic acid 45

2 3.49 Resorcylic acid 40

3 3.64 Glycidyl butyl ether 40

4 11.13 Pentadecanoic acid, 3- 60
methylbutyl

5 11.80 5- 144
Hydroxymethylfurfural
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111.3.3.4. L’extrait acétate d’éthyle
Tableau 20. CG-SM de I’extrait acétate d’éthyle

L’analyse GC-MS de la fraction acétate d’éthyl (ADE) a révelé la présence de 5
dérivées volatiles : Formic acid ; 2-Butene, (Z) ; Cyclononasiloxane, octadecamet ; Resorcylic

acid (TMS) Pentadecanoic acid, ethyl ester , ethyl pentadecanoate).

N° Rt (min) Nom de composant M/Z

1 3.03 Formic acid 46

2 3.58 2-Butene, (2) 56

3 9.55 Cyclononasiloxane, 73
octadecamet

4 10.29 Pentadecanoic  acid, ethyl 73

ester (ethyl pentadecanoate)
5 10.98 Resorcylic acid (TMS) 73

111.3.3.5. L’extrait aqueux
Tableau 21: CG-SM de I’extrait aqueux
L’analyse par CG-SM de I’extrait aqueux montre que les terpénes sont dominants dont

I’acide formique qui est le composé majoritaire et 1’acide resorcylique (tab.21).

N° Rt(min) Nomde composant M/Z

1 3.06 Formic acid 46

2 3.59 Aminocyano acetic 56
acid

4 7.80 Cycloheptasiloxane, 80
Tetradecam

5 8.75 Resorcylic acid 73
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(TMS)

6 9.58 Benzoic acid 370

111.3.3.6. Caractérisation de I’huile
Tableau 22: CG-SM de I’huile des pépins

A travers les résultats (tab.22), I’huile de cépage Ahmar Bouamar semble renfermer 8
composés volatils. Pour cette plante, les acides sont présents (I’acid formique ; 1’acide
propanoique ; ’acid decanoique et les triterpénoide sont dominats : I’acide oléanolique. Qui
est le majoritaire de cet extrait. Selon Braz et al., (2020), 1’acide oléanolique est le triterpéne

dominant des vignes noires, ce qui confirme nos résultats.

N° Rt(min) Nom de M/zZ
composant

1 2.90 Formic acid 46

2 4.48 Hexanal 56

3 5.78 succinic acid 90

4 591 2-Propenoic 55
acid, octyl ester

5 6.06 Octanal 56

6 8.50 Oleanolic acid 81

7 8.72 Benzeneacetic 81
acid, ethyl ester

8 8.75 decanoic acid 81
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I11.4. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour estimer ’activité antioxydante in vitro.
Certaines d’entre elles reposent sur la capacité réductrice d’un composé comme étant un
indicateur significatif de son potentiel antioxydant, d’autres reposent sur la mesure d’une
molécule a piéger les composés radicalaires (Javanmardi, 2003). Les méthodes appliquées
dans notre étude sont la méthode de piégeage du radical libre DPPH, la méthode de la

réduction du fer FRAP et la méthode de décoloration du béta-caroténe.

111.4.1. Piégeage du radical libre DPPH
La méthode DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité, mais aussi parce que les mesures de I’'IC50 exprimées en mg/ml sont

comparables entre elles et non pas seulement a celle d’une référence.

111.4.1.1. Pouvoir antioxydant de I’extrait polyphénolique et le jus de la variété Ahmar
Bouamar

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition (Pl %) du
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) pour I'extrait polyphénolique des feuilles et de jus des
baies de cépage Ahmar Bouamar sont enregistrés dans la figure 29. Nous constatons que
I’extrait polyphénolique des feuilles présente une activité de piégeage du radical libre DPPH
plus importante que celle de jus, avec respectivement un pourcentage d’inhibition de 1’ordre
de 98,5 % contre 51,59%. Les IC 50 sont de I'ordre de 0,14 + 0,01 mg/ml pour I'EM et 0,03 £
0,05mg/ml pour le jus. Il est a constater egalement que l'activité antiradicalaire du jus est
supérieure a celle de I'EM des feuilles de la plante étudiée et du standards BHT (IC50 =
0,077mg/ml + 0,3 pg / ml). Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Ojeil et al.,
(2010) pour les cépages rouges Cabernet, Sauvignon et Syrah dans la région Békaa au Liban.
Ces auteurs ont signalé un pourcentage de piégeage du radical libre supérieur a 70%.
Gongcalves et al,. (2001), Barros et al., (2007) et Saeed et al., (2012) décrivent le mecanisme

de cette réaction comme étant un indicateur de 1’activité donatrice d’électrons, caractéristique
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de DP’action antioxydante des polyphénols. En effet ces auteurs ont signalé que 1’activité

antioxydante des matiéres végétales est bien corrélée avec la teneur en composés phénoliques.
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Figure 29. Pourcentage d’inhibition du radical DPPH de 1’extrait polyphénolique et le jus

111.4.1.2. Pouvoir antioxydant des flavonoides

Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres de DPPH en présence des échantillons de
raisin est représenté dans la Figure 30. Ce test nous a permis de déterminer la concentration
inhibitrice piégeant 50 % du radical DPPH (IC50 %). Cette derniére est inversement liée a la
capacité antioxydante d'un composé, car elle exprime la quantité d'antioxydants requise pour
diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est grande. Les IC50 calculées des différents extraits de

flavonoides sont résumés dans le tableau 23.

Tableau 23. Valeurs des IC50 notés pour les différentes fractions de I'extrait flavonoidique.

Extraits Acétate Butanolique Aqgueuse Acide

d’éthyle ascorbique
IC50 11,06 11,20 27,19 4,72
(mg/ml)

EAE : extrait d’acétate d’éthyle ; EB : extrait butanolique ; EAQ : extrait aqueux ; As A : acide ascorbique
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Figure 30. Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les flavonoides

D’apreés les résultats, on remarque que les fractions butanolique et d’acétate d’éthyle
sont des antiradicalaires puissantes, avec un pourcentage d’inhibition supérieur & 70% et des
IC50 respectives de 11,06 £ 0,1 et 11.20+ 0,4 mg/ml. La différence des pourcentages
d’inhibitions obtenu entre ces deux extraits et 1’acide ascorbique est non significative
(p>0,05). En tenant compte de ce paramétre, les capacités du radical sont classées dans 1’ordre
suivant : acide ascorbique > Extrait d’acétate d’éthyle > extrait butanolique> extrait aqueux. Il
apparait ainsi que les résultats obtenus lors de cette étude concordent avec ceux notés par
Jean-Dennis (2005), sur le pouvoir d’inhibition de 1’oxydation de la catéchine et de
I’épicatéchine des LDL, soit 80%. La méme constatation a été faite avec les observations d’El
Darra et al., (2012) ou le pourcentage d’inhibition de DPPH par les flavonoides et non
flavonoides extraits de cépage Merlot était de 71%. Par ailleurs, Katalinic et al., (2010), ont
montré que 1’extrait méthanolique de différentes variétés du raisin piegent 50% du radical
DPPH a des concentrations comprises entre 52,8 + 3,33mg/ml et 291 + 4,51mg/ml. 1l est
connu que la réduction des molécules de DPPH est bien corrélée avec la teneur en composés
phénoliques (Vivas et al.,2003). Selon Balasundram et al., (206), I’effet antiradicalaire des

flavonoides sur les radicaux libres dépend de la présence des groupements OH libre, avec la
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présence de la double liaison C2-C3. Lee et Lee (2003), signalent que la méthode
d’extraction affecte les capacités antioxydantes. Ceci peut expliquer en partie la différence des
résultats. De par leur effet antioxydant puissant, les polyphénols trouvent depuis une dizaine
d'année un intérét croissant de la part des nutritionnistes, des industriels de I'agroalimentaire et
des consommateurs. Ils sont aussi impliqués dans la prévention des diverses pathologies
associées au stress oxydant, telles que le cancer, les maladies cardio-vasculaires,

I’ostéoporose ou les maladies inflammatoires (Rock, 2003).

111.4.1.3. Pouvoir antiradicalaire de I’huile des pépins

Selon les résultats présentés ci-dessous, on constate que I’huile des pépins inhibe le
DPPH d’une maniére croissante au fur et a mesure que la concentration augmente. Le
pourcentage d’inhibition est égal & 82,3% supérieur a celui de I’antioxydant de référence, a
une concentration égale a 0,17 mg/ml. Une étude menée par Fernandes et al., (2012) sur dix
variétés portugaises a fait ressortir des pourcentages d’inhibition de DPPH par I’huile allant
de 50,65% a 69,89%. Ces valeurs sont nettement inférieures a celles trouvées dans notre
étude. Belmiloud (2018), en testant I’huile de deux variétés algériennes issues de deux
régions différentes, a obtenu par la méme méthode (DPPH) une activité antioxydante
comprise entre 61% et 71%. Nos résultats sont aussi supérieurs a ceux de Fernandes et al,.
(2012), ou le pourcentage maximal d’inhibition de radical DPPH par 1’huile de dix variétés est
de 65,39 + 0,14%.
Selon Burns et al.,(2000) , une activité antioxydante corrélée au contenu phénolique de vin a

été obtenue et est associée a I’acide gallique et aux catéchines totales.
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Figue 31. Pouvoir antiradicallaire de I’huile

111.4.2. Méthode de réduction du fer (FRAP)
111.4.2.1. Pouvoir réducteur de I’extrait polyphénolique des feuilles et le jus

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits de la plante étudiée.
Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les résultats
représentes dans la figure 32 nous a montré une proportionnalité entre la capacité de réduction
et ’augmentation de la concentration des extraits. Nous remarquons aussi, que ’extrait des
feuilles posséde un pouvoir de réduction du fer plus important comparé a celui de jus. La
densité optique relevée est méme plus importante que celle des antioxydants de référence a
savoir I’acide ascorbique (DO =0,603) et le BHT (DO=0,573).

68
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Figure 32. Activité de réduction ferrique de 1’extrait polyphénolique des feuilles et de jus de

la variété Ahmar Bouamar

111.4.2.2. Pouvoir réducteur des extraits flavonoidiques des feuilles

Les concentrations des extraits flavonoiques des feuilles et des pépins sont déterminées a
partir d’une courbe étalon de exprimées en mg/ml (hydroxytoluéne butyl). Les résultats
relevés, d’apres la courbe étalon de 1’acide ascorbique, sont 0,072 mg EAAS/g pour I’extrait
butanolique et 0,073 mg E AAs /g pour I’extrait d’acétate d’éthyle. Le potentiel antioxydant
des différentes fractions est représenté dans la figure 33. Le potentiel antioxydant des
différentes fractions augmente au fur et a mesure que la concentration en extrait s’éleve. Ces
résultats confirment ceux trouvés par Benmeziane (2015) pour les extraits méthanolique du
Gros noir et du Muscat noir exprimé en quantit¢ d’antioxydants équivalents en acide
ascorbique (EAA), soit respectivement 16,58 + 0,07mg et 11,85 + 0,36mg. Barros et al.,
(2007), ont rapporté que les propriétés réductrices sont généralement associées a la présence
de réductones, qui exercent une action antioxydante en donnant un atome d'hydrogeéne,
déstabilisant ainsi la chaine des radicaux libres. En conséquence, les cépages avec un pouvoir
réducteur élevé peuvent renfermer des quantités plus élevees en réductones, qui pourraient
réagir avec les radicaux libres pour stabiliser et bloquer les réactions radicalaires en chaines.
Ce pouvoir réducteur élevé des polyphénols est signalé par plusieurs auteurs. En effet, Saeed
et al., (2012) et Gongalves et al., (2001), ont révélés que 1’activité antioxydante des matiéres

végétales est bien corrélée avec la teneur en composes phénoliques. La capacité des
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flavonoides a réduire le fer a été décrite par Keevil et al., (2000). En effet, ces auteurs ont
signalé que ces métabolites secondaires jouent un réle important dans la diminution du risque
de thrombose coronaire et d’infarctus du myocarde en exergant un effet inhibiteur

plaquettaire.
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Figure 33. Activité de réduction ferrique des fractions de 1’extrait flavonoidique de la variété

Ahmar Bouamar

111.4.2.3. Pouvoir réducteur de I’huile des pépins
Les valeurs du pouvoir réducteur du fer obtenus ont permis de tracer des courbes pour

chaque extrait. Les résultats sont représentés dans la figure 34.
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Figure 34. Activité de réduction ferrique de I’huile des pépins

D’apres les graphes de la figure 34, nous constatons que la capacité de I’huile a réduire le
fer est tres hautement significative (p>0,05). En plus d’avoir un effet « scavenger » direct,
c’est-a-dire piégeur de radicaux libres, 1’épicatechine-3-O-gallate qui est un procyanidine
estérifié identifié dans les pépins, peut agir de maniere indirecte, soit en stimulant les
mécanismes antioxydants endogénes, soit en inhibant les systémes enzymatiques qui
aboutissent a la formation d’espéces réactives de 1’oxygene, comme chélateurs de certains
métaux catalyseurs de réactions oxydatives, par exemple le fer et le cuivre. D’aprés Cheng et
al., (2018), un agent antioxydant est un agent plus reducteur que les molécules qu’il peut
protéger, et il cédera un électron plus facilement a 1’agent oxydant afin de le stabiliser. Ce qui

explique clairement les résultats obtenus.
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111.4.3. Méthode de décoloration du f-caroténe
111.4.3.1. Les extraits polyphénoliques

Le taux de dégradation ou de décoloration du B-caroténe reflete la capacité antioxydante
de nos extraits. Les cinétiques du blanchissement du B-carotene des extraits de la variété

Ahmar Bouamar et de 1’acide ascorbique enregistrées aprés 1 heure sont représentées dans la

figure 35.
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Figure35.  Cinétique de la décoloration du [-carotene induite par les extraits

polyphénoliques de la variété Ahmar Bouamar, I’acide ascorbique et le contréle négatif.

On remarque clairement que le jus et ’extrait des feuilles exercent un effet protecteur
puissant vis-a-vis de la décoloration de la B-caroténe par rapport a ’antioxydant de référence
(’acide ascorbique). D’aprés Kubola et Siriamornpun (2008), la diminution de la coloration
correspond a une diminution de 1’absorbance suivie spectrophotométriquement. Les effets
thérapeutiques des anthocyanidines sont principalement dus a 1’activité antioxydante contre
les radicaux libres.

La delphinidine et la delphinidine - 3 - glucoside sont de puissants inhibiteurs de la

lipoperoxydation et suppresseur de I'ion superoxyde (Kammerer et al., 2004). L’histogramme
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suivant présente le pourcentage d’inhibition de la décoloration du B-caroténe induit par le jus,

I’extrait de feuilles et I’acide ascorbique pris comme standards a la méme concentration.
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Figure 36. Pourcentage d’inhibition de la décoloration de la B-carotene.

Il ressort des résultats que 1’extrait des feuilles (75,1 %) inhibe la décoloration du B-carotene
plus que le jus (25%). La capacité d’inhibition est comme Suivie : acide ascorbique> extrait

des feuilles >jus.

111.4.3.2. Le pouvoir réducteur des flavonoides

Afin d’évaluer Dlactivité antioxydante des flavonoides, un suivie de la réaction de
I’oxydation du B-caroténe en présence des extraits et ou des témoins (négatif et positif), a été
effectué¢ en mesurant I’intensité de la couleur de B-caroténe a une longueur d’onde de 470 nm.
Les résultats sont présentés par la figure 37. Il est a signaler que I’absorbance du mélange
diminue vers une valeur plus basse, mais reste moins rapide par rapport a celle de la solution
témoin (-) et D’extrait butanolique, suivi par la fraction d’acétate d’éthyle. L’activité
antioxydante obtenue par ce test est étroitement corrélé avec la teneur élevée en procyanidine
monomeres (flavan-3-ols) dans les extraits. En effet, Cao et al., (1997), ont rapportés que les
flavan-3-ols étaient dotés de cette activité antioxydante substantielle. De plus, les résultats
obtenus lors de cette étude peuvent étre expliqués par la richesse de 1’extrait butanolique et de

celui d’acétate d’¢éthyle en antioxydants apolaires. La faible activité rencontrée avec I’extrait
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aqueux est probablement due a la présence en taux élevé des antioxydants polaires. Ce fait a
été signalé par Frankel et Meyer (2000). Selon ces auteurs, les antioxydants apolaires
exposent des propriétés antioxydantes plus importantes, du fait qu’ils sont concentrés au sein
de l'interface lipide-eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et
I’oxydation du B-carotene. Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase
aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

Dans une étude récente, Parker et al., (2007) en étudiant la capacité antioxydante et la
teneur en polyphénols des raisins (frais, secs ou golden) de la variété Thompson seedless par
un suivi de I’effet de leur consommation pendant quatre semaines chez 15 sujets humains
sains, ont remarqué que la capacité d’absorbance du radical oxygéne (Orac) est
significativement positive aprés deux semaines de consommation de raisins (250 g/jour) et
trois semaines pour les raisins secs ou Golden (50 g/jour). De méme, I’oxydation du sérum
(temps de latence) est significativement améliorée pour la consommation des raisins Golden
apres quatre semaines. Ces mémes auteurs, ont montré aussi que le vin rouge contient

naturellement des polyphénols susceptibles de limiter I'oxydation des lipoprotéines.
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Figure 37. Cinétique de la décoloration du B-carotene induite par les différentes fractions de

I’extrait flavonoique

111.4.3.3. Pouvoir réducteur de I’huile des pépins

Le taux de dégradation ou de décoloration du P-carotene dépend de la capacité
antioxydante de nos extraits. En présence des hydro-peroxydes de 1’acide linoléique, la
molécule de B-caroténe subit une décoloration rapide en I’absence d’antioxydants. La
diminution de la coloration en présence des antioxydants est mesurée par un
spectrophotomeétre. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 38. Ou on remarque
que I’huile des pépins exerce un effet puissant vis-a-vis de la décoloration du B-caroténe avec
un pourcentage de 55.79%.
Selon Maier et al., (2009), une activité antioxydante corrélée au contenu phénolique de vin

rouge, associée a I’acide gallique et aux catéchines totales, a été obtenue.
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Figure 38. Cinétique de la décoloration du B-caroténe induite par I’huile des pépins

IV. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des différents extraits de la variété
Ahmar Bouamar par la méthode de diffusion sur un milieu gélosés solides, Mueller-Hinton
pour les bactéries et Sabouraud pour les champignons et levures.

IV.1. Tests de sensibilité aux antibiotiques (L’antibiogramme)

Les souches de bactéries a Gram + et a Gram - (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus) ont montré des sensibilités différentes aux antibiotiques
standards testés : Ciprofloxacine, Fosfomycine ,Titracycline , Tobramycin ,Piperacilline et
Gentamicine et , amoxilline + Ac. clavulanique (AMC), norfloxacine (NO), imipénéme
(IPM), céfotaxime (CTX), céfoxitine (FOX), acide nalidixique (NA), ciprofloxacine
(CIP),fosfomycine (FOS), gentamicine (G), colistine (CS), ticarcilline (TIC), aztréonam
(ATM), pipéracilline (PIP), erythromycine (E), chloramphénicol (C), rifampicine (RA),
vancomycine, (VA), pristinamycine (PT), acide fusidiqgue (FA), kanamycine (K),
benzylpénicilline (P), oxacilline (OX), Acide Clavulanique,(Sigma-aldrich).

Par ailleurs, Pseudomonas aeruginosa (bactérie a Gram -) est sensible a Ciprofloxacine,
Fosfomycine, Titracycline, Tobramycin, Piperacilline, Gentamicine et Titracycline, elle s’est

montrée en revanche résistante au Rifampine.



https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwizw6XA5qXUAhXENxQKHYDTDm8QFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fonrochemicals.com%2FTobramycinTOB-10-g&usg=AFQjCNFSBdG5mR8e9CnpuA8wy6g7kLWoyg
https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwizw6XA5qXUAhXENxQKHYDTDm8QFgggMAA&url=http%3A%2F%2Fonrochemicals.com%2FTobramycinTOB-10-g&usg=AFQjCNFSBdG5mR8e9CnpuA8wy6g7kLWoyg
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Concernant Staphylococcus aureus, il est a noter que cette bactérie Gram + soit
relativement sensible au FOX2, P 19, CN120, CNyg, IF, OFXs TE3zp C30 et FOX, et plus ou
moins résistante au SXT,s, OF X5 et OX;.

Enfin, E-coli s’est montrée sensible a la plupart des antibiotique testés (CTXzo, AMLys
TIC75 KZ30 NA3p,CNyg OFX5 ,F30G,SXT2s  Cao et FOX3 ) avec une zone d’inhibition
comprise entre 30 et 46mm.

Les résultats de I’antibiogramme appliqué aux différentes souches microbiennes isolées

sont présentés dans les tableaux suivants.

Tableau 24. Résistance et sensibilité de Pseudomonas aeruginosa aux antibiotiques

Antibiotique ~ FOT  CIT RIF CIP CNyy, TOBy PRLi  TICs

Zone
d’inhibition 30 17 0 32 20 24 21 25

(mm)

Tableau 25. Résistance et sensibilité de Staphylococcus aueus aux antibiotiques

Antibiotique
Cso RIF  FOT,, TEyp SXTp FOX, Py FOXs OX CNyy CNp FOXs
Zone d’inhibition 15 25 14 18 12 32 32 9 9 25 21 18
En mm
Tableau 26. Résistance et sensibilité d’E.coli aux antibiotiques

Antibiotique

AMC; CTXz AMy  TIC;  KZyp NAgp CN  FOXs FypG  SXT, Cyp CTs  FOX30

0 10
Zone 27 35 28 32 32 31 30 46 30 30 30 21 32

d’inhibition

(mm)
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IV.2. Pouvoir antimicrobien des extraits des feuilles, graines et du jus
L’étude du pouvoir antimicrobien des différents extraits bruts de la variété Ahmar

Bouamar est évaluée en mesurant le diamétre de la zone d’inhibition.

1V.2.1. Effet antimicrobien des polyphénoles des feuilles et du jus
Le test antimicrobien a fait ressortir un effet inhibiteur sur la croissance des germes plus au

moins important selon la nature de la souche testée (Fig. 39).
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Figure 39. Zone d'inhibition (mm) de la croissance des souches microbiennes sur milieu
Mueller-Hinton et Sabouraud

Les valeurs sont données en moyenne + Erreur standard. Test de Student: * p < 0,05

L’action des composés phénoliques de I’extrait des feuilles de la variété Ahmar Bouamar
semble avoir exercé un effet inhibiteur sur la majorité de souches étudiées. Le diamétre de la
zone d'inhibition varié de 13+ 0,12mm a 22,33+ 2,05 mm. Par ailleurs, la souche bactérienne
la plus sensible aux composés phénoliques du jus est Staphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition de 14+ 0,45mm. Cependant, aucun effet n’a été manifesté sur la levure et le

champignon.
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Amara et al., (2016), ont signalés que I’extrait flavonoidique de la vigne sauvage (Vitis
vinifera sylvestris) n’avait aucune action inhibitrice sur Candida albicans. Une autre étude
menée par Selka et al., (2016) sur les extraits méthanoliques des feuilles de Vitis vinifera L.
provenant des régions de Tlemcen, Aflou et Sidi Bel Abbes, a montré une activité
antibactérienne intéressante vis-a-vis d’E. coli, Proteus mirabilis et Bacillus cereus. Ces
auteurs n’ont observé aucun effet sur Candida albicans et Aspergillus brasilicus. Cette
différence est due a la richesse des extraits en composés phénoliques dotés d’une activité
antibactérienne.

Enfin, il a été démontré que le resvératrol diminue la biosynthése de 1’ergostérol, principal
stérol composant la membrane fongique de Candida albicans. 1l permet de renforcer I’action
d’un antifongique systémique indiqué dans le traitement des candidoses, le fluconazole

(Triflucan®) (Sun et al., 2005).

1V.2.2. Effet antimicrobien des extraits flavonoidiques( phénoles totaux)
Les résultats de I’étude de ’effet antimicrobien des flavonoides sont notés sur le tableau

suivant :
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Figure 40. Zones d'inhibition (mm) de la croissance des souches microbiennes vis-a-vis des

fractions de I’extrait flavonoidique.
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Les valeurs sont données en moyenne * Erreur standard. Test de Student: * p < 0,05

Il est & signaler a travers ce test, que les différentes fractions de I’extrait flavonoique
n’exercent aucun effet sur la majorité des souches testées. Les germes sensibles sont les
bactéries Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition maximal de 11,91+ 0,331mm
(extrait aqueux).

Gabastan (2018), affirme que les stilbenes tétraméres (vitisine A, vitisineB), les dimeéres tels
que la viniférine, ampélopsine A, ou bien le monomére resvératrol sont les composés les plus
toxiques contre le mildiou. De plus, certaines études (Amara et al.,2016) ont révélé une
action inhibitrice des flavonoides de la vigne possede sur les bactéries a gram neégatif,

notamment Helicobacter pylori et Chlamydia pneumoniae.

IV.2.3. Effet antimicrobien de I’huile

D’apres la figure 41, il a été remarqué que I’huile des pépins agit sur toutes les souches
bactériennes testées. Le pouvoir inhibiteur différe d’une souche a 1’autre. L’huile testée est
modérément inhibitrice sur S. aureus (13,38 + 0,14 mm), P. aeruginosa (14,25 £ 0,455 mm)
et C. albicans (15,66 £ 0,178 mm), et fortement inhibitrice sur E. coli (17,330,556 mm).
Cependant, aucun effet n’a été enregistré S. cerevisiae et A. niger (Fig. 41).
Dans les travaux de Jayaprakasha et al., (2003), portant sur 1’évaluation de [I’effet
antibactérien des extraits phénoliques de pépins de raisins, ont fait ressortir un pouvoir
inhibiteur important. Ces auteurs ont noté que les bactéries Gram + (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Bacillus coagulans et Bacillus subtilis) sont complétement inhibées a des
concentrations de 850-1000 ppm, tandis que les bactéries Gram ~ (Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) étaient inhibées pour des teneurs de 1250-1500 ppm. Selon
Dhaouadi et al., (2010), les différentes classes de polyphénols essentiellement les tanins et
les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les microorganismes. Cette
toxicite est en fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le
composé phénolique (Bala et al., 2008). En outre, il est évident que 1’augmentation de
I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de ces
phénols peut étre expliqué par I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption
sur les membranes cellulaires, I’interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation
en substrats et ions metalliques. Garavaglia et al., (2016), ont observé une importante

induction de dommage oxydatifs sur la membrane bactérienne, en particulier celle d’E. coli.
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Figure 41. Zone d’inhibition (mm) de la croissance des souches microbiennes testées vis-a-
vis de I’huile des pépins

Les valeurs sont données en moyenne * Erreur standard. Test de Student: * p < 0,05
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Conclusion et perspectives

De nos jours, il y a une volonté générale de se tourner vers une meilleure médication par une
thérapie plus douce sans effets secondaires. Plusieurs études ont démontré I’importance des
composés polyphénoliques de raisin comme une source d’anti oxydation et de chélation de
radicaux libres, ces derniers étant a I’origine de plusieurs maladies cardiovasculaires et du
développement de plusieurs cancers. Ce regain d’intérét visant la recherche des variétés de
raisin riches en ces composées, nous a poussé a s’intéresser a valoriser les vertus de la variété
algérienne locale « Ahmar Bouamar ».

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux et le dosage des
flavonoides par la méthode d’AlCl; dans les différents extraits de la plante a révelé la
présence des polyphénols en quantités importantes. Les teneurs en polyphénols totaux de
I’extrait méthanolique sont 334,18 + 2,306 mg EAG/ g MS pour les feuilles et 98,9 + 3,23 mg
EAG/ g MS pour le jus des fruits. Quant aux flavonoides, les teneurs obtenus sont de 1’ordre
de 19,731£0,11 MEQ/gMs (acétate d’éthyle), de 24,38+ 0,05 MEQ/gMs (butanolique), et de
26,41 +0,24 MEQ/gMs pour I’extrait aqueux (EAQ).

Par ailleurs, il ressort du screening phytochimique que la poudre des feuilles et du jus des
baies de la variété Ahmar Bouamar sont riches en flavonoides, tanins condensés, anthocyanes,
stéroides et saponines.

L’analyse chromatographique des polyphénols, flavonoides, anthocyanes et huiles a fait
ressortir plusieurs composés : 12 ployphenols, 5 anthocyanes et 6 flavonoides.

Le potentiel antiradicalaire des extraits a été déterminé in vitro par la méthode de DPPH, de
réduction de fer et celle de décoloration de la béta carotene. Les résultats obtenus révelent une
importante activité, relativement similaire a celui du produit standard, I’acide ascorbique.
Concernant I’effet antibactérien, I’analyse a fait ressortir un pouvoir antibactérien modéré des
extraits de Ahmar Bouamer sur les germes testés. Cependant, A. niger a manifesté une
résistance totale vis a vis de ces extraits.

Il ressort de cette étude que la variété Ahmar Bouamar est une source importante en
possibilités thérapeutiques. Néanmoins, Ce travail reste préliminaire et peu indicatif sur le
mécanisme réel par lequel agissent les métabolites étudies. Par conséquent, la purification et
I’identification de ces composés actifs ayant une activité antioxydante et antibactérienne
restent fortement recommandée afin d’approfondir d’une maniére plus spécifique les
différentes actions révélées.

Enfin, les résultats obtenus dans cette étude doivent étre répetées et élargis avec d’autres

activités biologiques in vitro et in vivo afin de confirmer I’impact médicinal des extraits de la
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variété Ahmar Bouamar et pourquoi pas sa valorisation en tant que cépage autochtone (locale)

a double fin.
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Annexe 1 :
Composition du milieu Mueller-Hinton :

Extrait de viande de beeuf : 2.0g.
Peptone de caséine : 17.5¢.
Amidon de mais : 1.5g.

Agar : 17.0g.

pH:7.4.

Composition du milieu Sabouraud :
Peptone : 10,0 g.
Glucose massé : 20,0 g.

Agar: 15,0 g.
pH =6,0.

Annexe 2 :

Figure 1.Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure 3: courbe étalon d’acide gallique

Annexes 3: Les chromatogrammes GC- MSdes extraits et fractions de la variété Ahmar
Bouemar
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Figure 1. GCMS chromatogramme de la fraction AD



jus
jusz

1004

Area

, 23-Mar-2007 + 13:17:26

L T I B B e o o LA AL A A A B e e e s e il M1 11
§33 3 10.39 I1.39 12.39 13.39

Figure 2. GCMS chromatogramme de jus




1/8 split. 16-May-2017 + 16:53:50
EXTR

1004
Area
Cyclodeca
o
g7
@ SBE
Cyclosctasicxans, hexadecamet
Ta1TIE
4 T T T T T T T T T —

T L e o L B o e e B N B e T T
7.1 7481 8.11 B 61 S 11 26! 1o

Figure 3.GCMS chromatogramme de I’extrait méthanolique des feuilles



aguex
100

split. 16-May-2017 + 15:37:10
Area

Gen
S

359
A8
21452574,

Aminasyancacetc acid

— Time

Figure 4. GCMS chromatogramme de 1’extrait aqueux

1/10 split. 17-May-2017 + 14:11:28
3141 Scan El+
100 Ziyl oty £
Area
"
Formic acic
1 T 1 T i T T i W T T T T T T T T Time
294 299 3.04 3.09 314 ERE! 324 329 334 339 344 3.49 254 359 384 36 374

Figure5. GCMS chromatogramme de la fraction butanolique



1/12 split, 17-May-2017 + 10:30:44
HUILE Scan El+

TIC
2.06e9

100

2.90
46
4142518
Formic acid

4.48
56
41525472
Hexanal

8.75
81
12396569
2,4-Octadienal, (E,E)-

8.72

4369852
2,4-Nonadienal
5.78
81
7003175
uran, 2-pentyl-

]
y \/i\m’\mn MM A\ M“MM -
3.29 3.79 429 4.7 .29 8.79 9.29

T T T T T
2.29 2.79 9 5.29 5.79 6.29 6.79 7.29 7.79 8.

Figure 6. GCMS chromatogramme de I’huile des pépins

Annexe 4

Tableau 1 : la moyenne des absorbance des trois essais en fonction des concentrations des
fraction flavonoidique et I’huile & 515 nm

concentration mg /ml | huile acetate | Butanolique | Aqueuse | Acide Ascorbique
0,0625 9,79 7,58 21,91 7,4 28,01
0,125 18,27 15,7 33,01 14,8 44,31
0,25 28,01 | 38,26 44,1 22,7 68,01
0,5 47,6 57,15 60,89 35,3 76,23

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




Tableau 2 : la moyenne des absorbance des rois essais des extraits (Ihuile , phase acétate
d’éthyle , phase butanolique et phase aqueuse ) par la méthode FRAP a 700nm

concentration mg/ml | butanolique | acétate aqueuse acid ascor 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

Tableau 3 : la moyenne des trois essais d'absorbance du -caroténe & 470 nm en présence des

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

acide

temps Acétate Butanolique | Ageuse Huile 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
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Résumé

Description du sujet : L’étude vise a valoriser le pouvoir antioxydant des flavonoides d’un cépage algérien
local.

Objectifs. Le présent travail rentre dans le cadre d’un projet de recherche sur la valorisation et la conservation de
la variété Ahmar Bouamar, de la région de Benchécao (wilaya de Médéa)

Meéthodes : Les extraits obtenus sont dosés puis caractérisés par une analyse chromatographique liquide & haute
performance. L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro a été réalisée par des methodes colorimétriques, a
savoir le test de 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), de réduction de fer et celui de décoloration de la béta-
caroténe.

Résultats : Les molécules bioactives identifiées dans les différentes fractions flavonoidiques sont la catéchine et
I’épicatéchine, a viniférinol, cis et trans-picéide. Pour une concentration de 1mg/ml, I'extrait d’acétate d’éthyle et
I’extrait butanolique ont présenté le pouvoir anti-radicalaire le plus élevé avec respectivement des valeurs de
72,9 0,45 % et 72,08+0,78 %, proches de celui du control positif utilisé : I’acide ascorbique (95,45 +1,47%)
(p<0,01). Concernant le test de réduction de fer, I’extrait aqueux et butanolique ont présenté un pouvoir
réducteur élevé supérieur a celui exercé par I’antioxydant de référence I’acide ascorbique. Pour ce qui est du test
de décoloration de la béta-carotene, les flavonoides et I’acide ascorbique ont inhibé de fagon tres significative
I’oxydation couplée de I’acide linoléique/B-carotene par rapport au contrble négatif représentant 100% de la
peroxydation (p <0,01).

Conclusion : 1l ressort ainsi que les extraits phénoliques de la vigne rouge peuvent étre valorisés dans I’industrie
pharmaceutique, afin de pouvoir traiter les pathologies liées aux stress oxydatif.

Mots clés: Vitis vinifera L., cépage local, flavonoides, HPLC, activité antioxydante.

PHYTOCHEMICAL SCREENING AND EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF FLAVONOIDS IN THE RED VINE OF THE AHMAR BOUAMAR VARIETY
Abstract

Description of the subject: This study aims to promote the antioxidant power of flavonoids of a local Algerian
grape variety.

Objective: The present work is part of a research project on the valorization and conservation of Ahmar
Bouamar variety, from the region of Benchecao (Médéa).

Methods: The extracts obtained are assayed and then characterized by a high performance liquid
chromatographic analysis. The evaluation of the in vitro antioxidant capacity was carried out by colorimetric
methods, namely the test of 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), reduction of iron and that of discoloration
of beta-carotene.

Results: The bioactive molecules identified in the different flavonoid fractions are catechin and epicatechin, o
viniferinol, cis and trans-piceid. At a concentration of 1 mg / ml, the ethyl acetate extract and the butanolic
extract had the highest anti-radical content with values of 72.9 £ 0.45% and 72.08 + 0.78%, close to that of the
positive control used: ascorbic acid (95.45 + 1.47%) (p<0.01). Concerning the iron reduction test, the aqueous
and butanolic extract showed a high reducing power superior to that exerted by the reference antioxidant
ascorbic acid. With regard to the beta-carotene discoloration test, the flavonoids and ascorbic acid significantly
inhibited the coupled oxidation of linoleic acid / B-carotene compared to the negative control representing 100%
of the peroxidation (p <0.01).

Conclusion: It thus appears that the phenolic extracts of the red vine can be valorized in the pharmaceutical
industry, in order to be able to treat pathologies related to oxidative stress.

Keywords : Vitis vinifera L., local varietal, flavonoids, HPLC, antioxidant activity.

* Auteur correspondant: AGOUAZI Ounissa , E-mail: ounissal@hotmail.fr
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AGOUAZI et al.
INTRODUCTION

En Algérie, le cépage Ahmar Bouamar est une
variété de raisin de table par excellence tres
recherchée. Une étude ethnobotanique de cette
plante a fait ressortir un usage particulier de
ses feuilles comme antalgique, vu sa richesse
en métabolites secondaires en particulier les
flavonoides. Chez la plante, ils sont impliqués
dans des fonctions essentielles telles que la
pigmentation, la reproduction, la croissance et
la protection contre les pathogénes. Ces
métabolites sont donc a I’origine d’effets
physiologiques bénéfiques pour I’organisme
humain et méritent I’intérét croissant que la
recherche leur porte. Les travaux réalisés en
Algérie se résume a I’activité antimicrobienne
des extraits flavonoidique et tanniques des
feuilles de la vigne sauvage [1], ceux traitant
I’activité antiradicalaire de différents extraits
de pépins de la vigne rouge [2] et I’étude de [3]
portant sur I’effet des extraits de feuilles de la
vigne sur les maladies cardiovasculaires. Pour
cela, nous nous sommes intéressés dans ce
travail a mieux valoriser les cépages
autochtones algériens, afin de les préserver et
d’assurer un développement durable.

MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

A maturité optimale, le prélévement des
échantillons (grappes et feuilles) est réalisé au
mois de novembre 2016 dans la région de
Benchécao de la wilaya de Médéa. Les feuilles
sont sechées a I’abri de la lumiére pendant 15
jours puis broyées et tamisées pour récupérer
la poudre qui servira pour les différentes
analyses.

2. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés sur la variété
Ahmer Bouamar, permettent de rechercher les
substances bioactives (métabolites primaires
ou secondaires) synthétisées par cette plante.
Ils sont effectués soit sur la poudre, soit sur
linfusé a 10 %. Les méthodes de
caractérisation utilisées dérivent de celles
décrites par Harborne et al. [4] et Raaman et
al. [5]. Les métabolites recherchés sont les
tanins totaux, tanins galliques, mucilage,
leuco-anthocyanes, saponosides, anthocyanes,
caroténoides, amidon, glucosides, protéines,
sucres réducteurs, flavonoides, sénosides,
quinones libres, alcaloides et lipides.
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3. Préparation des extraits flavonoidique
L’extraction des flavonoides est faite selon la
méthode décrite par Markham [6]. Ainsi, 30g
de poudre végétale sont macérés dans du
méthanol 85% (10% W/v) pendant 72 heures.
Une fois filtré et évaporé a basse pression
(Rota Vapor, Buchi 461) a 55°C, la phase
aqueuse est confrontée a plusieurs solvants
notamment I’éther de pétrole (v/v), I’éther
diéthylique (v/v), I’acétate d’éthyle (v/v) et le
butanol (v/v). La phase aqueuse finale
renfermant les flavonoides est évaporée a
55°C, puis quantifiée. Pour le dosage des
flavonoides contenus dans I’extrait, la méthode
adoptée est celle de trichlorure d’aluminium
(AICI3) citée par Bahorun et al. [7]. Pour ce
test, un mélange composé d’1ml de I'extrait
flavonoique et d’1 ml de solution de trichlorure
d’aluminium (AICIl3) a 2% est incubé a
température ambiante pendant 30 min, puis
I’absorbance est mesurée a 420 nm. La
concentration des flavonoides est exprimée en
mg équivalent de quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ/qg).

des flavonoides
liquide a

4. Caractérisation
chromatographie
performance (CLHP)
Afin d’identifier les flavonoides synthétisés
par la vigne rouge, nous avons utilisé une
colonne de type Ascentis C18 HPLC (250 mm
x 4,6 mm, 5 ml, 5 microns). La premiére phase
mobile (A) est composée d’eau, de méthanol et
d’acide acétique (89/10/1). La deuxiéme phase
mobile (B) est un mélange d’eau, de méthanol
et d’acide acétique (9/90/1). La détection des
composeés a eté réalisee a 254 nm, en utilisant
un détecteur uv/visible de type WATERS 2996
(PDA). L'identification et la quantification des
flavonoides contenu dans 20 pl d’extrait est
faite par comparaison au temps de rétention, et
des surfaces des étalons utilisés. Les analyses
ont été répétées 3 fois.

par
haute

5. Détermination des activités biologiques

5.1. Effet scavenger du radical DPPH (2,2-
diphényl-1-picryl-hydrazyl)

L’évaluation de I’effet antioxydant par le test
de DPPH est faite en se référant a la méthode
décrite par Bozin et al. [8]. Le test consiste a
mélanger 975l de la solution méthanolique de

DPPH (Sigma Chemical Co., Etats-Unis)
(0,0024g/1) a 25ul de chaque solution
méthanolique des extraits a différentes
concentrations (de 0,06 & 1mg/ml).
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A titre comparatif un test négatif est réalisé
avec 25ul de méthanol et 975ul de la solution
méthanolique de DPPH. Aprés incubation de
30 min a I’obscurité et & température ambiante,
les absorbances sont mesurés a 517 nm.
Parallelement, un contréle positif est préparé
par un antioxydant standard, [I’acide
ascorbique, tout en mesurant I’absorbance dans
les mémes conditions que les échantillons. Le
test est répété trois fois pour chaque
concentration, et le pouvoir d’inhibition est
exprimé en % en appliquant la formule
suivante : 1%= (1- Abs contrble-Abs test/Abs
controle) x100. Ou: Abs controle
absorbance moyenne du radical seul ; Abs test
. absorbance du radical libre en présence
d’antioxydant aprés trente minutes de contact ;
19 : pourcentage d’inhibition.

5.2. Réduction de fer (test FRAP)

Pour ce test, nous avons adopté la
technique d’Oyaizu [9]. L’essai consiste a
mélanger Iml des différentes
concentrations des extraits de la vigne
rouge (0,1 a 1mg/ml) avec 2,5ml d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6)
et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)s a 1%. L’ensemble
est incubé au bain Marie a 50°C pendant
20 min. La réaction est arrétée en
rajoutant 2,5ml d’acide trichloracétique a
10% au mélange. Apres avoir centrifugés
les tubes & 3000 rpm pendant 10 minutes,
2,5ml du surnageant sont mélangés a 2,5
ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution
de chlorure ferrique & 0,1%. La lecture de

I’absorbance du milieu réactionnel est
faite @ 700 nm contre un blanc. Le
contrble positif est représenté par une
solution d’un antioxydant standard,

I’acide ascorbique dont I’absorbance a été
mesurée dans les mémes conditions que
les échantillons.

5.3. Test de blanchissement par la f
caroténe

La methode utilisée est celle adoptée par
Sun et al. [10]. L’émulsion de
I’antioxydant est préparée en faisant
dissoudre 2 mg de P caroténe (Fluka,
Allemagne) dans 10 ml de chloroforme,
puis 1 ml de cette solution est mélangé
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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’hydrogéne. Un volume de
200 ul d’extrait brut méthanolique ou
d’antioxydant de référence (acide
ascorbique) a une concentration de 2,5
mg/ml sont ajoutés a 5 ml de I’émulsion.

Un contrble négatif est réalisé en
parallele, comprenant 5 millilitres de
I’émulsion de p-caroténe et 200ul de

méthanol. Le mélange est bien agité et la
lecture de I’absorbance & 470 nm se fait
immédiatement a t, contre un blanc qui
contient I’émulsion sans la p-caroteéne. Les
tubes sont mis dans un bain Marie & 50°C
et la lecture de I’absorbance est faite
toutes les 10 minutes durant 60 minutes.
Les résultats obtenus sont exprimés en
pourcentage d’inhibition de la
décoloration du p-carotene en employant
la formule suivante : % d’inhibition = [1-
(A-At-A°-A°t)]. Ou: A° absorbance de

I’échantillon a t, ; At absorbance de
I’échantillon  aprés incubation de 60
minutes ; A° absorbance du contréle

négatif a t, ; A°t: absorbance du contréle
négatif apres incubation de 60 minutes.

6. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été
statistiquement analysés a l'aide du test de
Student. Toutes les valeurs sont exprimées

sous forme de moyenne * Erreur
Standards a la Moyenne. Le seuil de
signification a éte fixé a p <0,05.
RESULTATS

1. Screening phytochimique

L'évaluation préliminaire de la
composition  phytochimique des feuilles

de la varieté Ahmar Bouamer a donné les
résultats représentés dans le tableau 1. Il
est a constater que la plante étudiée
contient des polyphénoles, représentés
principalement par des flavonoides, des
tanins condensés, des anthocyanes, des
stéroides et des saponines.
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Tableau 1 : résultats de screening phytochimique

Revue Agrobiologia (2019) 9(1): 1223-1233

Métabolites Observation Métabolites Observation
Tanins totaux +++ Mucilage +++
Leuco-anthocyanes +++ Saponosides +++
Anthocyanes +++ Caroténoides ++
Amidon - Tanins galliques +
Glucosides + Protéines +
Sucres réducteurs + Flavonoides +++
Sénosides - Quinones libres -
Alcaloides - Lipides -

(-) : absence de substance ; (+) : faible présence de substance ; (++) : moyenne présence de
substance ; (+++) : forte présence de substance.

2. Caractérisation des composes bioactifs par HPLC

Les composés ont éteé identifiés en fonction de
leur temps de rétention et leurs spectres UV-

mémes conditions opératoires. Les profils des
flavonols des différentes fractions de I’extrait

vis par comparaison avec des flavonoidique du cépage étudiés sont
chromatogrammes de références dans les représentés dans les figures 1, 2 et 3.
300 M s
2 8-viniférinol
|
200 A
]
100 catéchine e
|
o trgns plcéide
| U
0 - — -
0 2 6 g 10
Time in minutes 1512, 5227

Figure 1 : chromatogramme d’identification des composés de la fraction butanolique
1 : catéchine ; 2 : a viniférinol ; 3 : trans-picéide.
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Figure 2 : chromatogramme d’identification des composés de la fraction acétate d’éthyle
1 : catéchine ;2 : épicatéchine ; 3 :d-viniférinol ; 4 : cis-picéide
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Figure 3 : chromatogramme d’identification des composés de I’extrait aqueux
1 : Catéchine ; 2 : Trans-picéide ; 3 : Cis-picéide

Les résultats de I’analyse chromatographique
ont révélé la présence de cing flavonols
glucosylés: catéchine, épicatéchine, cis-
picéide, trans-picéide et le &-viniférinol, dont
la teneur varie significativement d’une fraction
a une autre.

3. Evaluation de I’activité antioxydante in
vitro

L’activité antioxydante in vitro peut étre
estimée par différentes méthodes. Les trois
méthodes appliquées dans le présent travail
sont : la méthode de piégeage du radical libre
DPPH, la méthode de la réduction du fer
FRAP, et celle de la décoloration de [
caroténe.

3.1. Piégeage du radical libre DPPH

La méthode DPPH a été choisie, en raison de
sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité. Le pourcentage d’inhibition
des radicaux libres de DPPH en présence des
échantillons de raisin est représenté dans la
Figure 4. On remarque que les fractions
butanolique et celles de I’acétate d’éthyle sont
des antiradicalaires puissants, avec un
pourcentage d’inhibition supérieur a 70% et
des IC 50 respectives de 11,06+ 0,1 et 17,19+
0,4 mg/ml. La différence des pourcentages
d’inhibitions obtenu entre ces deux extraits et
I’acide ascorbique est non significative
(p>0,05). En tenant compte de ce parameétre,
les capacités du radical sont classées dans
I’ordre suivant : acide ascorbique > Extrait
d’acétate d’éthyle > extrait butanolique>
extrait aqueux.

EB

% d'mhibition (PT)

——EAQ
——As A

06

1,2

0.8 1

Conceniration (ﬂga’ml)

Figure 4. Pourcentage d’inhibition du radical DPPH
EAE : extrait d’acétate d’éthyle ; EB : extrait butanolique ; EAQ : extrait aqueux ; As A : acide ascorbique

3.2. Méthode de la réduction du fer FRAP

Les concentrations des extraits des feuilles sont
déterminées a partir d’une courbe étalon de
BHT exprimée en mg/ml
(hydroxytoluénebutyl). Les résultats relevés,
d’aprés la courbe étalon de BHT,
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sont 0,072 mg EBHT/g pour [Iextrait
butanolique et 0,073 mg EBHT/g pour I’extrait
d’acétate d’éthyle. Le potentiel antioxydant
des différentes fractions est représenté dans
la figure 5.
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Figure 5 : pouvoirs réducteurs des extraits de feuilles

3.3. Méthode de décoloration du B-carotene
Le taux de dégradation ou de décoloration
du  B-caroténe  reflete la  capacité
antioxydante de  nos  extraits.  Les
cinétiques du  blanchissement du f-
carotene des différentes fractions de
I’extrait ~ flavonoidique de la  variété
Ahmar Bouamar et de I’acide ascorbique
sont représentées dans la figure 6.

On constate que la fraction butanolique
inhibent  d’une maniere  significative
I’oxydation couplée de I’acide linoléique et du
B-caroténe par rapport au contréle négatif et
I’acide ascorbique, sans négliger que les autre
fractions présentent une bonne activité vis-a-
vis de la décoloration de la B-caroténe. Ces
résultats sont bien corrélés avec la teneur
élevée en procyanidine monomeéres (flavan-3-
ols) dans ces extraits.
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Figure 6 : cinétique de la décoloration du B-carotene induite par les fractions de I’extrait flavonoidique

de la variété Ahmar Bouamer, I’acide ascorbique et le contréle négatif apres 1 heure.
EAE : extrait d’acétate d’éthyle ; EB : extrait butanolique ; EAQ : extrait aqueux ;
As A : acide ascorbique ; C : controle négatif

DISCUSSION

1. Screening phytochimique

Il est a constater que la plante étudiée est
riche en métabolites secondaires dotés de
plusieurs activités biologiques. Cette
derniére a été signalée par Kappel [11].
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Les résultats de la présente étude sont en
accord avec ceux trouvés par Amara et
Melouk [1] ayant travaillé sur I’activité
antimicrobienne des extraits des feuilles de
la vigne sauvage (Vitis vinifera sylvestris).
En effet, ces auteurs signalent la présence
des tannins  galliques, flavonoides,
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saponosides et alcaloides et I’absence des
tannins catéchiques, anthocyanes, leuco
anthocyanes, quinones, senosides et
coumarines. Il est a signaler que la
présence ou I’absence d’un métabolite
secondaire n’est que le résultat de
I’influence des conditions abiotiques sur le
développement de la plante. Selon Reynier
[12] et Baustita et al. [13], I’exposition
d’une variété de vigne a des
environnements différents a influencé la
production des meétabolites secondaires
tant en quantité qu’en qualité. Cette étude a
également montré I’existence d’une réelle
biodiversité moléculaire, qui confere a la
vigne rouge des vertus médicinales
importantes & valorisées. Parmi les
métabolites secondaires mis en évidence,
les flavonoides avec de nombreuses vertus
médicinales : antioxydantes [14], anti-
inflammatoires, inhibiteurs d’enzymes,
antiallergiques, antiulcérogénes, et effets
protecteurs vasculaires [15], et
antimicrobiens [16]. Les tanins avec leurs
propriétés anti diarrhétiques,
antibactériennes et antifongiques [17]. Les
anthocyanes sont des puissants
antioxydants [14].

2. Rendement d’extraction

Le rendement important en flavonoides noté
lors de cette étude est di probablement a la
méthode d’extraction utilisée : macération dans
le méthanol et dans I’acétate d’éthyle. En effet,
Sun et al. [18] et Turkmen et al. [19], ont
montré que ces solvants permettent la
dissolution et la précipitation d’un taux élevé
de composés phénoliques, ce qui justifie leur
choix dans les extractions. La richesse des
cepages rouges en composés phénoliques,
particulierement en flavonoides, a été
confirmée par plusieurs auteurs. Amara et
Melouk [1] ont travaillant sur les feuilles de la
vigne sauvage (Vitis vinifera sylvestris)
récoltés pendant la période de floraison a El
Kharoub dans la région de Mefteh (Blida) ont
noté un rendement en flavonoides de 16,76%.
Ces résultats sont proches de ceux trouvés par
Yang et al. [20], et ceux de Guerrero et al.
[21], ayant montré pour cing variétés de raisin
rouge cultivées en Andalousie des teneurs en
flavonoides comprises entre 221 et 538 mg/kg
de baies. Dans une autre étude rapportée par
Waterhouse et Teissedre [22],
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il a été démontré que les vins rouges
californiens contenaient entre 1850 et 2200
mg/l de composées phénoliques totaux. Makris
et al. [23], ont trouvé des teneurs en
flavonoides variant entre 9,9mg EQ/100g MS
et 57,15 mg EQ/100g MS, selon le solvant
d’extraction utilise. Enfin, Lehn [24],
mentionne un taux de flavonoides de 4% au
niveau des feuilles de la vigne rouge. Cette
grande différence serait due aux facteurs
climatiques qui influent sur le taux des
métabolites secondaires des végétaux.

3. Caractérisation des métabolites secondaires
par HPLC

L’analyse quantitative par HPLC des
flavonoides a identifiée cing composés. Ces
flavonoides ont été détectés par Jean-Denis
[25] dans [P’extrait méthanolique de deux
variétés de raisin (Chasselas et Solaris). La
catéchine et I’épicatéchine ont été aussi
identifiés dans les pépins issus de marc de
raisins [26, 27, 28]. Une autre recherche
réalisée par Amira-Guebailia [29], a apporté un
nombre plus important de molécules autre que
celle détectée lors de notre étude concernant
I’extrait phénoliques des sarments et des rafles
de la vigne (Vitis vinifera L.). En plus de
catéchine, épicatéchine, cis-picéide, trans-
picéide et le 8- viniférinol, I’extrait renferme le
pallidol, le picéide et I’astilbin, le (+) -
hopéaphénol, (-) Trans e-viniferin, la trans
scirpusin A et le nepalensinol B. La structure
chimique de ces composés a été déterminée en
utilisant les méthodes spectroscopiques
classigues RMN du proton : trans resvératrol
(C14H1,03), trans picéide, trans picéatannol
(C14H1204), Picéide (ConzzOg). Il est a
signaler que le picéide, glucoside du
resvératrol a été trouvé dans les suspensions
cellulaires de vigne par Waffo-Teguo et al.
[30]. Concernant les activités biologiques du
picéide, il a été décrit comme anti-
inflammatoire [31], anticancéreux [32], et
pourraient étre liés a l'inhibition de la synthése
d'ADN dans les 50 cellules cancéreuses et a
l'inhibition de l'angiogénése des lignées
HUVECs [33]. d-viniférine (C,H04) est
pour la premiére fois été isolé de Vitis vinifera
en 1977 par Langcake et Pryce [34]. Il a
ensuite a nouveau été isolé de la vigne par Li et
al. [35]. Ce stilbéne dimerique est produit par
les processus d’oxydation du resveratrol. La
viniférine est aussi produite par la vigne en
réponse a lattaque  fongique  [36].
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La viniférine a non seulement une meilleure
activité antifongique mais également de
meilleurs pouvoirs antioxydants que le
resveratrol [37 et 38]. Selon Piver et al. [39], la
trans e-viniférine a montré des effets
inhibiteurs des enzymes des cytochromes P450
humains impliquées dans la bioactivation de
nombreux carcinogéenes. La trans-g-viniférine,
posséde une activité antioxydante [40] et anti-
hépatotoxique [41].

4. Evaluation de I’activité antioxydante in
vitro

4.1. Piégeage du radical libre DPPH

Il apparait que les résultats obtenus lors de
cette étude concordent avec ceux notés par
Jean-Dennis [25] sur le pouvoir d’inhibition de
I’oxydation de la catéchine et de I’épicatéchine
des LDL, soit 80%. La méme constatation a été
faite avec les observations d’El Darra et al.
[42] ou le pourcentage d’inhibition de DPPH
par les flavonoides et non flavonoides extraits
de cépage Merlot était de 71%. Par ailleurs,
Katalinic et al. [43], ont montré que I’extrait
méthanolique de différentes variétés du raisin
piegent 50% du radical DPPH* & des
concentrations comprises entre 52,8+3,33
mg/ml et 291+4,51mg/ml. 1l est connu que la
réduction des molécules de DPPH est bien
corrélée avec la teneur en composés
phénoliques [44]. Selon Balasundram et al.
[45], I’effet antiradicalaire des flavonoides sur
les radicaux libres dépend de la présence des
groupements OH libre, avec la présence de la
double liaison C2-C3. Lee et Lee [46],
signalent que la méthode d’extraction affecte
les capacités antioxydantes. Ceci peut
expliquer en partie la différence des résultats.
De par leur effet antioxydant puissant, les
polyphénols trouvent depuis une dizaine
d'année un intérét croissant de la part des
nutritionnistes, des industriels de Il'agro-
alimentaire et des consommateurs. lls sont
aussi impliqués dans la prévention des diverses
pathologies associées au stress oxydant, telles
gue le cancer, les maladies cardio-vasculaires,
I’ostéoporose ou les maladies inflammatoires
[47].

4.2. Réduction du fer FRAP

Le potentiel antioxydant des différentes
fractions augmente au fur et a mesure que la
concentration en extrait s’éleve. Ces résultats
confirment ceux trouvés par Derradji-
Benmeziane  [48] pour les  extraits
méthanolique du gros noir et du muscat noir,
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exprimé en quantité d’antioxydants équivalents
en  acide  ascorbique (EAA), soit
respectivement 16,58+0,07 mg de
11,85+0,36mg. Barros et al. [44], ont rapporté
que les  propriétés  réductrices  sont
généralement associées a la présence de
réductones, qui exercent une action
antioxydante en en donnant un atome
d'hydrogéne, déstabilisant ainsi la chaine des
radicaux libres. En conséquence, les cépages
avec un pouvoir réducteur élevé peuvent
renfermer des quantités plus élevées de
réductones, qui pourraient réagir avec les
radicaux libres pour stabiliser et bloquer les
réactions radicalaires en chaines. Ce pouvoir
réducteur élevé des polyphénols est signalé par
plusieurs auteurs. En effet, Saeed et al. [49] et
Goncalves et al. [50], ont révélés que I’activité
antioxydante des matieres végétales est bien
corrélée avec la teneur en composés
phénoliques.

4.3. Décoloration du f-caroténe

L’activité antioxydante obtenue par le test de
décoloration du P caroténe est étroitement
corrélé avec la teneur élevée en procyanidine
monomeres (flavan-3-ols) dans les extraits. En
effet, Cao et al. [51], ont rapportés que les
flavan-3-ols présentent une activité
antioxydante substantielle. De plus, les
résultats obtenus lors de cette étude peuvent
étre expliqués par la richesse de I’extrait
butanolique et de celui d’acétate d’éthyle en
antioxydants apolaires. La faible activité
rencontrée  avec I’extrait aqueux  est
probablement due a la présence en taux élevé
des antioxydants polaires. Ce fait a été signalé
par Frankel et Meyer [52]. Selon ces auteurs,
les antioxydants apolaires exposent des
propriétés antioxydantes plus importantes, du
fait qu’ils sont concentrés au sein de l'interface
lipide-eau, permettant ainsi de prévenir la
formation de radicaux lipidiques et I’oxydation
du pB-carotene. Alors que les antioxydants
polaires restent dilués dans la phase aqueuse et
sont ainsi moins efficaces dans la protection
des lipides. Ces mémes auteurs, ont montré
gue le vin rouge contient naturellement des
polyphénols susceptibles de limiter I'oxydation
des lipoprotéines.

CONCLUSION

De par son pouvoir antioxydant, la variété
algérienne  «Ahmar Bouamar» peut étre
valorisée pour renforcer I’organisme dans le
cas de situation de stress oxydatif.
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Il est donc impératif de répéter I’ensemble de
ces résultats sur plusieurs saisons afin de
confirmer les qualités réelles de ce cépage
autochtone et lui garantir la place qui lui
revient sur le marché mondial des raisins.
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Abstract

Among the fruits richest in antioxidants is the grape (Vitis Among the fruits richest in antioxidants is
the grape (Vitis vinifera). It is widely consumed as such or used in the industrial production of juice
and jam. The objective of this work is to valorize a local Algerian grape variety Ahmar Bouamar,
from the region of Benchécao (wilaya of Médéa), as a source of antioxidants. Phytochemical tests
have made it possible to detect the different families of chemical compounds existing in the leaves
and juice, in particular polyphenols and flavonoids. The polyphenols and flavonoids were obtained by
extraction methods using specific solvents with different polarity for each extract, and the seed oil by
Soxlet. The extracts obtained are determined and characterized respectively by a high performance
liquid chromatographic analysis and by gas chromatography coupled with mass spectrometry. The
evaluation of the antioxidant power in vitro by colorimetric methods, namely the 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH), iron reduction and beta-carotene decolorization tests, showed a high
antioxidant power compared to that of ascorbic acid and BHA. However, the best effect was obtained
with the polyphenolic juice extract with an IC50 of 0.03 mg/ml. The antimicrobial effect varies
according to the nature of the strain and the extract tested. However, methanolic leaf extract and seed
oil showed a significant inhibitory effect on the majority of the strains tested. In conclusion, the
present study demonstrated the importance of the Ahmar Bouamar grape variety, confirmed the safety
of the variety and provided measurable biological evidence of its antioxidant and antimicrobial power.

Key words: Vitis Vinifera, local grape variety, polyphenols, flavonoids, HPLC, GCMS, antioxidant
activity, antimicrobial activity.
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