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Abstract

The objectives of this work were the determination of the total polyphenols, the
measurement of the antioxidant activity of the aqueous and ethanolic extracts of the five

varieties (four of Italian origin and one Algerian) of the grape leaves.
The total phenolic content was determined with the Folin-Ciocalteu assay.

The antioxidant activities were measured by two techniques (paramagnetic resonance

spectroscopy by electron EPR and trapping of DPPH free radicals).

The total polyphenol content varies between 11.63 - 19.85 mg EAG / g MS in the aqueous
extracts, and between 27.51 - 40.44 mg EAG / g MS in the ethanolic extracts.

We concluded that there is a close correlation between the extraction solvent used and the
extraction yields obtained; Or ethanol has the best extraction efficiency In comparison with
water (concentration 60% ethanol / 40% water, temperature 40 ° C and pressure 1500 PSI)
and also a close correlation between the extraction solvent Used and the total polyphenol
contents obtained; Or ethanol has the highest total polyphenol content in comparison with

water.

Our results obtained in this study have shown that the IC50 of hydroxyl radicals by
aqueous extracts and ethanol extracts vary between 0.52-0.81 mg / ml and 0.27-0.83 mg / ml
respectively. While the IC50 DPPH of aqueous and ethanolic extracts varies between 0.11 -
0.43 mg/ ml and 0.07 - 0.39 mg / ml respectively.

The methods of antioxidant activity show that all the extracts of the plants studied exhibit
antioxidant properties at different levels and that there is no correlation between the extraction
solvent used and the percentages of inhibition of the hydroxyl radicals obtained and that this
latter changes according to the variety used.

In addition; we conclude that there is no correlation between the extraction solvent used
and the percent inhibition of the DPPH radicals obtained and that this latter depend only on
the variety used; where the varieties have the same order of classification concerning the

percent inhibition of DPPH radicals in the case of aqueous and ethanolic extracts.

Keywords: grape leaves, DPPH, ERP, antioxidant activity, 1C50.



Résumé

Les objectifs de ce travail ont été le dosage des polyphénols totaux, la mesure de l'activité
antioxydante des extraits aqueux et éthanoliques des cinq variétés (quatre d’origine italienne

et une algérienne) des feuilles de vigne.
La teneur phénolique totale a été déterminée avec le dosage de Folin-Ciocalteu.

Les activités antioxydantes ont été mesurées par deux techniques (la spectroscopie de

résonance paramagnétique par électron EPR et le piegeage des radicaux libres DPPH).

La teneur en polyphénol totaux varie entre 11.63 - 19.85 mg EAG /g MS dans les extraits
aqueux, et entre 27.51 - 40.44 mg EAG /g MS dans les extraits éthanoliques.

Nous avons conclu qu’il existe une corrélation étroite entre le solvant d’extraction utilisé et
les rendements d’extraction obtenus; ou 1’éthanol enregistre le meilleur rendement
d’extraction par rapport a I’eau (a concentration 60% Ethanol / 40% eau ; température de 40
°C et pression de 1500 PSI) et aussi une corrélation étroite entre le solvant d’extraction utilisé
et les teneurs en polyphénols totaux obtenues ; ou I’éthanol enregistre la meilleure teneur en

polyphénols totaux en comparaison avec ’eau.

Nos résultats obtenus dans cette étude ont montrés que 1’IC50 des radicaux hydroxyles par
les extraits aqueux et les extraits éthanoliques varient entre 0.52 - 0.81 mg/ml et 0.27 - 0.83
mg/ml respectivement. Alors que I’IC50 DPPH des extraits aqueux et éthanoliques varie entre

0.11 - 0.43 mg/ml et 0.07 - 0.39 mg/ml respectivement.

Les méthodes de ’activité antioxydante montrent que tous les extraits des plantes étudiées
présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux, et qu’il n’existe pas une
corrélation entre le solvant d’extraction utilisé et les pourcentages d’inhibition des radicaux
hydroxyles obtenus et que ceux derniers changent selon la variété utilisée.

En outre; nous avons conclure qu’il n’existe pas une corrélation entre le solvant
d’extraction utilisé et les pourcentages d’inhibition des radicaux DPPH obtenus et que ceux
derniers dépendent seulement de la variété utilisée ; ou les variétés ont enregistré le méme
ordre de classement concernant les pourcentages d’inhibition des radicaux DPPH dans le cas

des extraits aqueux et éthanoliques.

Mots-clés : Feuilles de vigne, DPPH, ERP, activité antioxydante, IC50.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes gu'ils avaient a leur
disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la
tuberculose ou la malaria (Iserin, 2001).

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la
santé des hommes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux
propriétés curatives des plantes et que les traitements a base de ces derniéres reviennent au
premier lieu car I’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets secondaires sur la santé
publique (Iserin, 2001).

Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le réle
tragique du processus oxydatif incontrélable induit par les espéces réactives oxygénées
(ERO). Ces oxydants sont a I’origine directe de différents états pathologiques tels que le
vieillissement et le cancer et indirecte sur la peroxydation des lipides des denrées
alimentaires. Quelque soit le cas, le risque est aggravé avec 1’accumulation de ces molécules
dans I’organisme en aboutissant & une chaine réactionnelle radicalaire qui dégrade les
molécules vitales biologiques a savoir I’ADN, les lipides, les protéines et les glucides. En
appuyant sur cette vision, un renouveau de la phytothérapie vers cette vague verte qui produit
une foule des antioxydants a fin de contrer et piéger ces oxydants (Small et Catling, 2000).

En effet, les antioxydants naturels font 1’objet de nombreuses recherches et une nouvelle
haleine vers I’exploitation des métabolites secondaires généralement et les polyphénols
particulierement tant dans la santé et vis-a-vis des maladies pernicieuses (cancer) que dans
I’industrie agro-alimentaire. Ces composés sont largement recherchés pour leurs propriétés
biologiques : antioxydantes, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-carcinogénes. Notant
que I’efficacité puissante de ces substances a stopper les réactions radicalaires en neutralisant
les radicaux libres est due principalement a leurs structures phénoliques avec la présence des
groupements hydroxyles (Small et Catling, 2000).

Pour cela, les progrés dans le domaine des antioxydants sont accentués d’ou le nombre de
plantes médicinales disponibles commercialement est de 1’ordre de 1800 espéces aux Etats-
Unis (Small et Catling, 2000). Entre 1940 et 2002, 40 % des médicaments anticancéreux
étaient des produits naturels et leurs dériveés, par contre seulement 8 % ont été synthétiques et

méme imités de ces produits (Newman et al., 2003).



Comparativement des pays du Maghreb, la flore algérienne est représentée par 3000
espéces et 1000 genres (Hanifi, 1991), celle de la Tunisie compte 2103 especes et 742 genres
(Nabli, 1991), alors que la flore totale marocaine est représentée par 4200 especes et sous
especes avec 940 genres et 135 familles (Ibn Tatou et Fennane, 1991).

Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale riches en polyphénols
constitue désormais une des principales recommandations en santé publique. Parmi les
antioxydants végeétaux, les polyphénols apparaissent parmi les plus efficaces quant a leurs
effets protecteurs dans 1’organisme (Gee et Johnson, 2001).

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les veégétaux et qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent & la défense des plantes contres
les agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001).

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la
santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies
comme le cancer (Brown et al., 1998) , les maladies dégénératives et cardio-vasculaires
(Paganga et al.,1999).

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en évaluant les
propriétés antioxydantes des polyphénols de cing (05) variétés des feuilles de vigne d’origine

italienne et algérienne.
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Chapitre 1: Le stress oxydant et Les esplees oxygénées réactives

I. Le stress oxydant et les especes oxygéneées réactives :

1.1.Généralités :

Certaines recherches scientifiques récentes ont mis en évidence ’existence des facteurs
communs responsables aussi bien du vieillissement que de maladies liées au stress oxydant
comme le cancer, les maladies cardio-vasculaires, les maladies neuro-dégénératives
(Parkinson et Alzheimer), et aussi certaines allergies et autres maladies chroniques. Ces
diverses maladies auraient, entre autres, la méme composante qui permet au bois de brdler, a
I’huile de rancir, a I’aliment d’altérer ou au fer de rouiller. L’un des principaux acteurs de tout
cela est I’oxydation de I’oxygene (Le Cren, 2004).

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années
50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de ’oxygene et la «free radical
theory» pour expliquer le processus de vieillissement (Delattre et al., 2005).

En 1969, les Américains McCord et Fridovich isolent a partir de globules rouges humains,
un systeme enzymatique antioxydant, la superoxyde dismutase (SOD), capable d’éliminer
I’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la premiére fois, que notre organisme produit des
EOA dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ, dans le monde entier,

de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les antioxydants (Delattre et al., 2005).

1.2. Définition :

Le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la balance des
pro-oxydants et les systemes de défenses (antioxydants) (Pincemail et coll., 2002 ; Sorg.,
2004 ; Koechilin., 2006), en faveur des premiers et impliquant la production d’espéces
réactives de I’oxygene (SIES, 1991 ; Pelletier et al., 2004). Notre mode de vie (tabagisme,
alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises habitudes
alimentaires, augmentent de facon anormale la production des EOA dans notre organisme
(Haleng et al. , 2007), soit d'origine génétique (Sies H, 1997).

Un stress oxydatif pourra étre induit lors de la surproduction d’espéces réactives et /ou par

suite de I’inhibition des systémes antioxydants qui peuvent étre inactivés, soit directement,
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soit par défaut de syntheése (Pelletier et al., 2004). Ce déséquilibre conduit a des
endommagements cellulaires et tissulaires souvent irréversibles (Sorg, 2004) allant de
I’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, cardiovasculaires,

neuro-dégénératives et le diabéete (Lehucher et al, 2001 ; Sorg., 2004 ; Valko et al., 2007).

1.3. Les radicaux libres et les especes réactives oxygénées :

Le dioxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant de la matiere organique. Mais nos cellules
convertissent une faible partic d’O, en métabolites toxiques, nommés radicaux libres
organiques (Meziti, 2007).

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un

électron célibataire (ou électron non apparié) sur leur couche externe (Toussant, 2008).
Les especes oxygénées réactives (EOR), font partie des radicaux libres (Dhalla et al.,
2000).Les principales ERO sont des formes reduites de O, . Les ERO incluent aussi des
espéces non radicalaires qui ne sont pas réactives mais peuvent étre des précurseurs de
radicaux (Favier, 2003).

Tableau 1 : Espéces oxygéneées réactives générées dans les systemes biologiques.

ERO radicalaires Symbole Réferences
Anion superoxyde 0,-
Radical hydroxyle OI2-|'
radicaux oxyle RO'
peroxyle .
le monoxyde d’azote RNOOC.)
Baudin, 2006 ;
ERO non radicalaires Symbole Aron et Kennedy. 2008
, . H20, % '
le peroxyde d’hydrogene 15
le dioxygeéne singlet HO(2:|
I’acide hypochloreux 0s
1 ozone ONOO-
et le peroxynitrite
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Figure 1 : Les processus de formation des ERO (Favier, 2003).
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1.3.1. Les modes de production des ERO :

Tableau 2 : Les sources exogénes et endogénes du stress oxydant.

Mode exogene

Mode endogéne

Références

alimentation ;
-Faible

consommation en
fruits et légumes »
-Alcool ¢

-Médicaments’

(antibiotiques et
anticancéreux)
-Pilule
contraceptive ;
-Exposition au
soleil -

-Effort physique
intense ¢

-Stress -

-Tabac Pollution ;
-Soleil 4

-Ozone ,
-Amiante 1
-Silice 3

-Suie, goudron ;

-Contacts avec des

substances
cancérogenes o

- Rayons ultra-violet ;
-Radiations ionisantes
X 10U gamma 4
-Xénobitiques
(toxines, pesticides et

herbicides) 5

-La réponse immunitaire
(la flambée respiratoire) g
-L apoptose g

-La xanthine oxydase 7
-Les ions métalliques (fer
et cuivre) 7

-La biosynthése des
prostaglandines et des
leucotrienes 7

-Le catabolisme de certains
xénobiotiques 7

- La détoxification des

drogues et des produits

métaboliques toxiques g

Mode de vie Environnement
-Tabagisme 1 .
_ -Pollution , -La respiration
-Mauvaise 1 : Afonso et al.

2007

2 : J. Haleng et
al., 2007

3 : Favier, 2003
4 : Beani, 1995
5: Martinez -
Cayuela, 1995
6 : pincemail,
2002 ; Valko et
al., 2006

7 : Oldham et
al., 1998

8 : Bonnefont-
Rousselot et al.,
2003

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), sont également responsables de la

synthése de radicaux libres. L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de

radicaux libres (Favier, 2003).

Une partie des aliments consommés est oxydée et contient différents types d’oxydants tels que

les peroxydes, les aldéhydes, les acides gras oxydés et les métaux de transition (Ames, 1986).

1.3.2. Les principales cibles biologiques des EOA et les actions néfaste de ceux-ci dans les

tissus biologiques :
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Les consequences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la
dose et le type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'apoptose, alors que de
forts stress provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont
induites par le stress oxydant : mutation, carcinogenése, malformation des foetus, dépdt de
protéines anormales, fibrose, formation d'auto-anticorps, dépbt de lipides oxydés,

immunosuppressions (Favier, 2003).

NO I Mn*®
/ O, - Métaux de transition
~—— 1'.3 +2
\/ \Dismutation spontanée \‘\\\ (Fe™, Cu™)
’ + et/ou enzymatique T g{édu_ction
- H,O a— € métaux
! - ONOO~ 22 0O,
.\Ij'eloperoxyday hY [Pﬂn-l) )
-y - s ,‘,-, C +
S+ Roo - roon ™ ’J, )
HOCI1 OH"
I - - RO.
- I i |
' Proteines (dégradation,

I ADN (modification Lipides (peroxydation,

fragmentation, peroxydation,
des bases, cassures)

perte des acides gras) i" modification, inactivation)

| e ]

Figure 2 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les espéces oxygénees
réactives (Kohen et Nyska, 2002).

1.4. Les antioxydants :

1.4.1. Genéralités :
Pour se protéger des effets déléteres des EOA, 'organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses anti oxydantes (Haleng et al., 2007).Les antioxydants apparaissent
aujourd’hui comme les clés de la longévité et nos alliés pour lutter contre les maladies
modernes. Ce sont des éléments protecteurs qui agissent comme capteurs de radicaux libres
(Bartosz, 2003). On distingue deux sources d’antioxydants : ’une est apportée par

I’alimentation sous forme de fruits et 1égumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
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ubiquinone (le coenzyme Q10), flavonoides, Les polyphénols, glutathion , histidine dipeptide
ou acide lipoique; 1’autre est endogene et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase
SOD, les glutathion peroxydase et réductase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine,
céruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le
zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes anti oxydantes et I’acide urique et la bilirubine

(Haleng et al., 2007).

1.4.2. Définition :
Les antioxydants sont définis comme «toute substance endogene ou exogene qui en faible

concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit 1’oxydation
de ce substrat» (Pastre et Priymenko, 2007), par la libération d’un ou plusieurs électrons
(Pokorny et al., 2001).

Certains antioxydants sont fabriqués par le corps comme les enzymes, d’autres proviennent
de I’alimentation (Pokorny et al., 2001), soit sous forme naturelle, soit sous forme d'additifs
utilisés dans I’industrie agroalimentaire (Tanguy et al., 2009), I’alimentation qui a une plus
grande hétérogénéité comme les vitamines, les minéraux et les métabolites secondaires (les
composés phénoliques). D’autres sont a la fois synthétisés en faible quantité par 1’organisme
et apportés par ’alimentation. C’est le cas par exemple de la cystéine et la Coenzyme Q10
(Pokorny et al., 2001).

Il y a actuellement, un regain d’intérét pour les composés phytochimiques comme sources
d’antioxydants naturels. L’objectif est de les utiliser dans les aliments et les préparations
pharmaceutiques afin de remplacer les antioxydants de synthese, qui sont la cause de risques
potentiels pour la santé vu leurs effets carcinogénes ou mutagenes (Le Cren, 2004). De plus,
ils sont moins bien absorbés par notre corps que ceux de sources naturelles. Ce qui est le cas
par exemple de la vitamine E. Des études ont montré que la vitamine E de synthese, bloque

I’activité de cette vitamine naturelle au niveau cellulaire (Pelli et al., 2003).
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le-

O (oxygene fondamental)
A\ 2

le- - MPO

‘X SOD, Vit C

anion superoxyde

Fe.Cu (eau de javel)
catalase Vu‘ C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
l’dd](.d] hydroxyle

llpopurox} des

peroxyde d hydrogéne acide hypochloreux

oxygene singulet acide urique, V:E C, GSH

B-caroténe, Ivcopéne Vit E, Se-GPx, m’.nqu inone

Figure 3 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1I’oxygéne par les systémes de

défenses antioxydants (Milbury et Richer, 2008).

1.4.3. Classification des antioxydants :
1.4.3.1. Selon ’origine :

Les antioxydants se divisent selon I’origine en antioxydants endogénes et exogenes :

Tableau 3 : Les antioxydants endogénes et exogenes.

Superoxyde dismutase (SOD) Références
_ Catalase (CAT)
Antioxydants .
. Glutathion peroxydase (GPX)
endogenes : _ 1: Mikaetal.,
Glutathion réductase (GRD)
(enzymes ou i _ 2004 ; Aroraal.,
Glutathion transférase (GRT)
protéines) 1 2002

Peroxyredoxine (PRX)

Peroxydase (POX)
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Probucol 2 : Bossokpi,
Médicamentaires
N-acétylcisteine 2002
- 3:CHEICK
Vit C 3
TRAORE 2006
VItE 4 4 : Maydani.,
Antioxydants Caroténoides s 2000
exogenes . . Les oligoéléments (Cu, Zn, Se, | 5 : Causse C.,
Alimentaires
Mn, Fe) ¢ 2005
antioxydants d’origine 6 : Berger, 2006
végétale (les composés 7 : Bouldjadj,
phénoliques) 7 2009

Les antioxydants exogenes sont doués de plusieurs roles dans I’organisme :

Tableau 4 : Réles biologiques des antioxydants exogenes.

Antioxydants Réles biologiques Références

Probucol Hypocholestérolémiant, prévient de 1’athérogénése 1 1 : Bossokpi,

N- Régéneére la glutathion, traite les blessures pulmonaires 2002

acétylcisteine | dues aux ERO 1 2 : Cheick

Vit C Neutralise les radicaux libres », régénére la vit E 1, protége ;rfa;gi]jjo;(;,
les biomembranes et les lipoprotéines 3 2009

Vit E Piége les radicaux libres, corrige les conséquences d’un 4 : Maydani.,
deficit en sélénium, ralentisse le vieillissement et diminue | 5oop
I’athérosclérose 4, inhibe la peroxydation s, efficace encas | 5 : Vergely et
d’Alzheimer g rochette.

Caroténoides | Capte ’oxygéne singulet, termine les réactions en chaine | 2003 ;
de lipopéroxydation, protege la structure cellulaire contre Toussaint et
’agression oxydante 7 al., 2003

Les cofacteurs aux enzymes antioxydantes g, le sélénium 6 - Burton et

oligoeléments | protege les cellules et leurs constituants contre 1attaque Ingold, 1986
proteg q .

(Cu, Zn, Se, radicalaire . Le zinc et le cuivre jouent un réle dans le 7|' ?gg;d .

Mn, Fe) fonctionnement de SOD. Le zinc protége les groupements g . Berger
thiols (SH) des protéines contre I’oxydation induite par le | 506 e
fers 9 : Lhuillier

,2007
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1.4.3.2. Selon leurs mécanismes d’action :
Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en

prévenant la formation de radicaux libres oxygéneés (antioxydants primaires ou radicalaires ou
vrais) (Frankel et al., 2000 ; Huang et al., 2005) ou en épurant les radicaux libres oxygénés
formés (antioxydants secondaires ou préventifs) (Rolland, 2004). En complément de cette
double ligne de défense, I’organisme est en outre capable de réparer ou d’éliminer les

molécules endommagées par I’attaque radicalaire (Gardes- Albert, 2003).

Tableau 5 : Les antioxydants primaires et secondaires (Pokorny et al., 2001; Le Cren,

2004).
Antioxydants Antioxydants secondaires
primaires naturelles
Enzymes Vitamines Minéraux Phytochimiques
Cytosoliques
-GPX (Glutathion | -VitC -Sélénium
Peroxydase) -Terpénes
-vitE -Zinc
-GRD (Glutathion | (Tocophérols) -Polyphénols
réductase) -Manganese
-Vit Q
- GRT (Glutathion | (Ubiquinone) | -Cuivre
transférase)
-Vit A -Magnésium
-SOD (Superoxyde | (Rétinol)
Dismutase) -Anhydride
-Vit B5 (A. sulfureux
-(CAT) Catalase pantothénique) | (SO2)

I. 4.3.3. Selon la nature chimique dans les aliments :

Les antioxydants sont classés dans trois catégories différentes (naturelles, synthétiques et

synergiques) (Pelli et Lyly, 2003).
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1.4.3.3.1. Antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiques sont genéralement préparés en laboratoire, et
principalement a partir de composants chimiques (Pelli et Lyly, 2003). Vu leur efficacité, leur
faible colt et leur disponibilité (Guo et al, 2006) par rapport aux antioxydants naturels (Lisu
et al., 2003) , ils sont largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de
prévenir la rancidité (Guo et al., 2006) Les antioxydants de syntheses sont introduits dans
toutes les formulations contenant des corps gras insaturés et parfois aussi dans des phases
aqueuses ou se trouvent des extraits végeétaux riches en oxydases (Perrin., 1992). Malgré la
puissance de leur activité antioxydante, I'exces de ces antioxydants synthétiques peut étre
toxique, responsable dé mutagenicités et peut méme présenter un danger sur la santé humaine
(Williams, 1993, 1994).

Par conséquent, et vue le désir des consommateurs de retourner a l'utilisation des produits
naturels, la recherche des sources naturelles d'antioxydants a provoquer I'intérét des grands

laboratoires spécialisés (Frankel., 1993).

1.4.3.3.2. Antioxydants synergiques :

Les antioxydants synergiques sont des substances qui ne sont guére actives en tant
qu'antioxydants, et dont les propriétés apparaissent surtout en présence des autres
antioxydants. 1l en est ainsi des lécithines, des acides citrique et tartrique, des acides aminés,
de certains flavonoides. Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux
comme le fer ou le cuivre, dont on connait bien l'effet pro-oxydant a faible dose. Certains
produits ont un effet inhibiteur de la décomposition des hydroperoxydes, et d'autres semblent
régénérer des antioxydants (), comme les tocophérols ou les dérivés de I'acide ascorbique a
partir de leurs formes oxydées.

C'est sans doute a ce groupe des synergistes qu'il faut rattacher les lipoaminoacides, qui
trouveraient leurs applications spécifiques en cosmétologie. Le glutathion a également été
proposé en formulation cosmétique (Marie-claude, 2004).
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1.4.3.3.3. Antioxydants naturels :
Dans I’industrie alimentaire, 1’ajout d’antioxydants naturels est une technique

completement nouvelle. Depuis a peu prés 1980, les antioxydants naturels sont apparus
comme alternative aux antioxydants synthétiques, ils sont aujourd’hui généralement préférés
par les consommateurs (Pelli et Lyly, 2003).Plusieurs substances peuvent agir en tant
gu'antioxydants in vivo. Elles incluent le béta caroténe, I'albumine, l'acide urique, les
oestrogenes, les polyamines, les flavonoides, l'acide ascorbique, les composés phénoliques, la
vitamine E...etc (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Elles peuvent stabiliser les membranes en
diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres.
Les antioxydants naturels sont présents dans presque toutes les plantes, tous les micro-
organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus important
d’antioxydants naturel comprend la vitamine E (tocophérol), les flavonoides et autres
composés végetaux (Pelli et Lyly, 2003). Les antioxydants naturels représentent déja un
réservoir important de composes pouvant étre utilisés de maniere pharmacologique. A 1’heure
actuelle, 1’utilisation d’un bon nombre d’entre eux reste limitée a une administration non
pharmacologique, ne requérant pas de prescription medicale. Ces produits naturels sont vantés
notamment pour leurs propriétés cosmetiques, énergétiques et antivieillissement.. Il en va de
méme de I’intérét préventif/thérapeutique de certaines mesures diététiques visant a enrichir
I’apport nutritionnel en certains de ces agents antioxydants (Petrault, Bastide, Cotelle et al.,
2004).

1.5. Les antioxydants d’origine végétale (composés phénoliques) :
Le recours aux plantes medicinales aux propriétés antioxydantes constitue un des plus

intéressants axes de recherche a explorer (Pietta., 2002). Les polyphénols, représentés par les
flavonoides, les acides phénolique, les tannins, coumarines, stillibenes et les lignanes,
suscitent un intérét croissant de la part des nutritionnistes, des industriels de I’agro-alimentaire
et des consommateurs (Beecher, 2003 ; Williams et Grayer, 2004; Kueny-Stotz, 2008).
Une des raisons principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydantes et ainsi
leur implication, probable dans la prévention des diverses pathologies associées au stress
oxydant. Un tres grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de
leur implication dans la prévention des maladies dégénératives telles que cancers, maladies
cardio-vasculaires, ostéoporose ou maladies inflammatoires (Hemingway, 1992 ; Rock.,
2003 ; Boizot et Charpentier, 2006 ; Bassas et al., 2007).
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I. Les polyphénols :
I.1-Généralités :

Les études épidémiologiques ont clairement montré que les régimes riches en aliments
végétaux protegent les humains contre les maladies dégénératives telles que le cancer et les
maladies cardiovasculaires (Manach et al., 2004), I’ostéoporose ou les maladies
inflammatoires (Hemingway, 1992 ; Rock., 2003 ; Boizot et Charpentier, 2006 ; Bassas et
al., 2007). Les aliments végétaux contiennent des fibres, vitamines, phytostérols, composés
soufrés, caroténoides et acides organiques, qui contribuent aux effets sur la santé, mais ils
aussi contiennent une variété de polyphénols, qui sont de plus en plus considérés comme
agents protecteurs efficaces (Manach et al., 2004). lls suscitent un intérét croissant de la part
des nutritionnistes, des industriels de 1’agro-alimentaire et des consommateurs (Beecher,
2003 ; Williams et Grayer, 2004 ; Kueny-Stotz, 2008).

On les trouve, d’une maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires. In vitro, les
composés phénoliques présentent des activités antioxydante, antimicrobienne, antivirale, anti-
inflammatoire et anticancéreuse. Ces activités sont attribuées en partie a la capacité de ces

composés a réduire les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (*OH) et les
superoxydes (*Oo—) et aussi a leur affinité pour une grande variété de protéines dont certains

enzymes et récepteurs (Bruneton, 2009).

1.2-Définition :

Les polyphénols, dénommeés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques
du regne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire (Mompon et al, 1996 ;
Bianco A et al, 2006 ; He., 2008). Leurs fonctions ne sont pas strictement indispensables a la
vie du végétal, cependant ces substances jouent un réle majeur dans les interactions de la
plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de I’organisme dans son
écosysteme. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits (Richter.,
1993) ; racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois a des proportions
variables. Les plus représentés sont les acides phénoliques, les flavonoides, et les tanins
(Lugasi et coll., 2003). Le terme « phénol » englobe approximativement 10000 composes
naturels identifiés (Martin et Andriantsitohaina,2002 ;Druzynka et al.,2007). L’élément

structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6
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carbones, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans
une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton., 1999 ; Balasundram et al.,2006).
Ces structures peuvent également étre acylées, glycosylées, ce qui donne une grande variété
de structures (Bruneton, 2009).Ces espéces sont des monomeéres, des polymeres ou des
complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone, 1993). Ils sont divisés en
plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides, tannins, quinones,

acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols (Bruneton, 1993).

1.3. Les principales sources alimentaires :

Les principales sources alimentaires sont Les fruits et les légumes qui contribuent environ

pour moitié a notre apport en polyphénols. Le thé, le café, le jus de fruits, les céréales, les
graines oléagineuses et les légumes secs apportant le reste (Middleton et al., 2000).
Ils sont présents sous forme d’anthocyanine dans les fruits rouges, sous forme de flavonoides
dans les agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le thé, le cacao, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des
EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (Defraigne,
2005 ; Vincent, Taylor, 2006).

I.4. Réles biologiques :

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la
phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002). D’aprés les études multiples
attestant de I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention
des maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols
ou des suppléments alimentaires (Hennebelle et al., 2004).

-Chez les végétaux : Les composés phénoliques participent a deux principaux processus de
I’activité des plantes : la photosynthese et la respiration. De plus, ils interviennent dans
d’autres processus tels que : la croissance, la germination, la morphogénese des tiges et dans
le processus de lignification (Merghem., 2009), différenciation organogene, dormance des
bourgeons, floraison, tuberisation (Heimeur et al., 2004), la pigmentation des fleurs
(Crozier., 2003).1ls jouent un role important dans I’interaction de la plante avec son

environnement, en particulier contre les radiations UV, les attaques microbiennes, lutte contre
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les prédateurs... (Moheb et al., 2011), I’effet attracteur sur les insectes et les oiseaux
pollinisateurs et pour ces propriétés antifongique et antibactérienne (Heimeur et al., 2004).
Un réle important est attribué aux phénols dans la résistance des plantes aux maladies
(Brzozowska et al., 1973).

IIs interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la saveur, nous citons :
les flavanones sont responsables de I’amertume des Cistus et peuvent donner naissance par
transformation chimique a des dihydrochalcones a saveur sucrée (Dubois et al., 1977), les
anthocyanes, composés de couleur rouge a violet, participent a la coloration des fruits mars et
les tannins sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits non mars.

-Chez I’homme : Les polyphénols présents dans les aliments consommés sont en effet
capables d’abaisser la pression artérielle, d’empécher 1’oxydation des LDL (lipoprotéines de
faible densité), d’inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires,
d’empécher I’agrégation plaquettaire, de stabiliser les cellules immunitaires (Martin et
Andrantsitohaina., 2002) et d’ I'inhiber la formation de cellules spumeuses dans les aortes
(Manach et coll ., 2005). lls ont été décrits comme antioxydants, des anti-inflammatoires, des
anti-allergenes, des anti-thrombotiques et des anti-tumoraux (Hanhineva., 2010), aussi
comme réducteurs du risque d’infarctus du myocarde de 11% lors de la consommation de
trois tasses de thé par jour (Peters et al., 2001).

-Dans ’industrie cosmétique : Les composés phénoliques trouvent leur application pratique
en luttant contre la production des radicaux libres néfastes dans la sante et la beauté de la peau
(Hennebelle et al., 2004).

-Dans I’hygiéne alimentaire : Ils assurent une meilleure conservation des denrées
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique (Hennebelle et al., 2004).

-Chez les animaux : L’administration aigué ou chronique de polyphénols chez des modéles

animaux a montré des effets hypoglycémiants sur la glycémie (Dembinska et al., 2008).

1.5. Classification des composes phénoliques :

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux
catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes
(Clifford. ,1999 ; D’Archivio et al., 2007).
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Tableau 6 : Classification des polyphénols.

Polyphénols simples

Références

1.Acides phénoliques ;

Dérivés de I’A. hydroxybenzoique , (Les
plus répandus : I’A. salicylique et I’A.

gallique 34

Derivés de L’A. hydroxycinnamique 5 (Le

plus répandu : I’A. chlorogénique) ,

2.Flavonoides 4

Chalcones et aurones -

Flavanones (Eriodictyol,

Au sens Naringénine, Hespéritine) ,

1: Bruneton J., 2008
2 : Manach et al.,

strict .
Flavonols (Quercétine,

Kempférol, Rutine) gg

2004
3 : Cseke et al., 2006
4 : Bruneton, 2009

Flavanols
(catéchines ; ou dérivés de

catéchines )
AU sens

5: Skerget M et al.,
2005
6 : Chiraetal., 2008

Anthocyanes (Pélargonidine,
large o
Cyanidine,

MaIVidine) 10,11

Isoflavonoides ;

3.Alcools phénoliques

4.Phénylpropanoides 34

Coumarines (les plus fréquentes :
P’umbelliferone, I’aesculetine, la

scopoletine) 1,

Phénylpropenes 34

Lignanes 34

Lignines 3,4

5.xanthones 4

/

6.stilbénes

Résveratrol 34

7.Quinones et émodoles 13

Benzoquinones (arthropodes)

Naphtoquinones (angiospermes)

Quinones isopréniques (photosynthése et

respiration)

Anthraquinones

7 : Andersen et
Markham, 2006
8 : Hertog et al., 1992
9 : Manach, 1998
10 : Ribeiro et al.,
1999
11 : Vitrac et al., 2005
12 : Dean, 1963
13 : Harborne, 1998
14 : Haslam, 1998
15 : Valls et coll., 2009
16 : Ignat et coll.,
2011
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Polyphénols complexes (tanins)

Tanins condensés
. (proanthcyanidines) 14 :
Tanins hydrolysables 13 o
Procyanidines et

prodelphinidines 15 16
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Tableau 7 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de o Structure de
Squelette Classification Exemple
carbone base
7 Ce-C1 Acides phénols Acide gallique @-:DDH
1
8 Ce-C2 acétophenones Gallacetophénone @' {!-CH;*
8 Ce-C2 Acide Acide p- ¢)CO0H
phénylacétique | hydroxyphenylacetique
o CoCa Acides Acide p- 'DJCDC:-H
hydroxycinamiques coumarique
O 0
9 Cs-Cs3 Coumarines Esculitine @]’\;
C
10 Ce-Ca Naphthoquinones Juglone ﬁjl;:l
)
i
13 Cs-C1-Cs Xanthones Mangiferine @\;@
O
14 Ce-C2-Cs Stilbénes Resveratrol @v@
15 Cs-C3-Cs Flavonoides Naringénine @\)D’@
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I. Les méthodes d’extraction :

1.1.Généralités :

Les substances naturelles connaissent un intérét croissant pour des applications dans de
nombreux produits de consommation. Les plantes représentent une source de principes actifs
inépuisable et renouvelable, dont l'usage traditionnel et médical est connu depuis bien
longtemps. I existe donc un besoin de production de substances bioactives isolées,
concentrées et purifiées, pour une utilisation dans un large champ d’application (cosmétiques,
pharmaceutiques, additifs nutritionnels...).

Les procédés d’extraction sont basés sur la différence de solubilité des composés présents
dans un mélange et dans un solvant. Nous nous intéressons ici a I’extraction a partir d’un
systéme solide, la plante. Il existe plusieurs techniques d’extraction des produits a haute
valeur ajoutée présents dans les plantes. Ces techniques peuvent étre dites conventionnelles
(Utilisées depuis longtemps) et nouvelles (développées plus recemment). Une large gamme de
technologies est disponible pour l'extraction de composants actifs et Huiles essentielles a
partir de plantes médicinales et aromatiques. Le choix dépend de I'économie La faisabilité et
I'adéquation du processus a la situation particuliere, il existe des différents procédés de

production d'extraits de plantes médicinales et d'huiles essentielles (Luque et al, 1998).

1.2. Différentes méthodes d’extraction :

1.2.1.Les méthodes classiques :

Les techniques classiques pour I’extraction par solvants de molécules actives a partir des
matrices végétales sont basées sur le choix du solvant couplé a la température et/ou a
I’agitation. Les techniques classiques existantes permettant d’extraire ces principes actifs
incluent : Soxhlet, I’hydro-distillation et la macération avec un mélange alcool-eau ou une
graisse chaude. L’extraction par Soxhlet, qui a été employé pendant longtemps, est une
technique standard et la référence principale pour évaluer la performance d’autres méthodes

d’extraction solide-liquide (Luque deCastro et Garcia-Ayuso, 1998).
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1.2.2.Les méthodes alternatives :

L’extraction de Soxhlet est une technique généralement bien établie. Les diverses
applications, la bonne reproductibilité, 1’efficacité et 1’aisance avec laquelle les extraits sont
manipulés sont les avantages spécifiques de 1’extraction par Soxhlet ; la simplicité de
I’équipement permet a cette méthode de se maintenir par rapport a de nouvelles techniques
telles que les extractions par ultrasons, assistée par micro-ondes, par fluide super critique ou
par solvants accélerées, malgré une meilleure vitesse d’extraction de ces derniéres. Le soxhlet
souffre également de sa consommation d’une quantité importante de solvant dont quelques
uns ont récemment été remis en cause en raison de leur toxicité (Luque-Garcia et Luque de
Castro, 2003).

Quelques améliorations pourront cependant étre envisagées et apportées au systeme
d’extraction par Soxhlet (dispositifs auxiliaires de pompe a vide, unité de séparation par
membrane, source d’ultrasons et de micro-ondes, fluides supercritiques) ; elles pourraient en
améliorer 1’efficacité tout en préservant ses principaux avantages actuels (Luque-Garcia et
Luque de Castro, 2003).

1.2.2.1.Extraction assistée par ultrason :

Les ondes sonores générent des vibrations mécaniques dans un solide, un liquide ou un
gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores peuvent propager dans
une matiere et elles impliquent des cycles d'expansion et de compression lors de la
propagation dans le milieu. L'expansion peut créer des bulles qui se forment, se développent
et s'effondrent dans un liquide. Prés d'une surface solide, I'effondrement de cavité est
asymeétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse. Le jet liquide a un fort impact sur la
surface solide (Luque-Garcia et Luque de Castro, 2003).

L’extraction par ultrason est une alternative peu colteuse, simple et efficace aux
techniques conventionnelles d'extraction. Les principaux avantages de l'utilisation des
ultrasons dans I'extraction de solide-liquide incluent :

» L’augmentation de la cinétique et du rendement d'extraction,

» Réduction de la température de fonctionnement permettant I'extraction des composés

thermolabiles,

> Faible co(t de l'appareillage et facilité de 1’opération par comparaison a d'autres

nouvelles techniques d'extraction telles que I'extraction assistée par micro-ondes,
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> Possibilité d’utilisation de n'importe quel solvant ce qui permet d’intervenir dans
I’extraction d’une large variété de composés naturels (Chemat, Lagha et al. 2004;
Li,Pordesimo et al. 2004 ; Luque-Garcia et Luque de Castro 2004).

}’I Ultrasanic Probe

PVG scniw-ap

Water inlet

Ubtrisanic wilid Bath

Water oullet

It sapport
[
4DkHz Uttrasound generator

Figure 4 : Représentation schématique d’un extracteur ultrason (Wang et Weller 2006).
1.2.2.2.Extraction assistée par micro- ondes (EAM) :

Les micro-ondes sont des rayonnements électromagnétiques de fréquence allant de 0.3 a
300 GHz. Les micro-ondes domestiques et industrielles fonctionnent généralement a 2.45
GHz, mais sont également utilisées a 0.915 GHz aux Etats-Unis et a 0.896 GHz en Europe.
Les micro-ondes peuvent pénétrer les matieres biologiques et agir sur les molécules polaires
telles que I'eau pour leur communiquer un mouvement de fluctuation ce qui se traduit donc
par une augmentation de la température de la matiére en question a la profondeur de
pénétration, I’extraction assistée par Micro-ondes (EAM) offre un transfert rapide d'énergie et
un chauffage simultané de 1’ensemble « solvant et matrice végetale solide ». En absorbant
I'énergie des micro-ondes, I'eau présente dans la matrice végetale favorise la rupture des
cellules facilitant ainsi la libération des produits chimiques de la matrice et améliorant leur

extraction (Kaufmann, Christen et al. 2001).
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Kratchanova, Pavlova et al., 2004 ont observé a l'aide de la microscopie électronique a
balayage que le prétraitement par micro-ondes des peaux fraiches d'orange a mené a des
changements destructifs du tissu végétal. Ces changements du tissu végétal dus au chauffage
par micro-ondes ont donné une augmentation considérable du rendement de pectine
extractible. En outre, la migration des ions dissous a augmenté la pénétration du solvant dans
la matrice et a ainsi facilité la récupération des pectines. L'effet de I'énergie des micro-ondes
dépend ainsi fortement des caractéristiques diélectriques de la matrice solide et du solvant.l
existe deux types de systemes disponibles d‘EAM dans le commerce : les enceintes
d'extraction fermées sous pression et température controlées, et les fours a micro-ondes a
pression atmosphérique (Kaufmann et Christen 2002).
L’EAM a été considérée en tant qu'alternative a I'extraction solide-liquide traditionnelle des
métabolites pour plusieurs raisons :

» Laréduction du temps d'extraction,

> La réduction de la quantité de solvant utilisee,

» L’amélioration du rendement d'extraction.
Par comparaison avec d'autres techniques modernes d'extraction telles que I'extraction par
fluide supercritique, ’EAM présente les avantages de la simplicité d’utilisation et du faible
coat.
L’EAM (méthanol & 80%) pourrait nettement réduire le temps d'extraction des saponines de
ginseng de 12 h, avec des méthodes conventionnelles d'extraction, a quelques secondes
(Kwon, Belanger et al. 2003).
Pour l'extraction des polyphénols et de la caféine des feuilles de thé vert, un plus grand
rendement d'extraction a été obtenu avec 4 minutes pour ’EAM comparé a 20 h avec une
extraction & température ambiante, 90 minutes avec l'extraction assistée par ultrason et 45

minutes pour I'extraction a reflux (Pan et al ,. 2003).
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Produit a traiter

Condenseur
Générateurs micro-ondes
2kw 2kw 2kw 2kw
| 1| L1
x o Enceinte micro-ondes
ANANAWATANARANATAVAY | iy
L 000000000000000K 2000
/
Transfert par vis sans fin
Eau
Température finale froide
solvant Extrait

Figure 5 : Représentation schématique d’un extracteur microonde (Wang et Weller 2006).

1.2.2.3.Extraction par fluide supercritique (EFS) :

L’¢état supercritique d’un fluide est obtenu en menant le gaz au-dessus de sa température
critiqgue ou en comprimant le liquide au-dela de sa pression critique. La température critique
est la température au-dela de laquelle la phase liquide de la substance ne peut pas exister,
quelle que soit la pression ; la pression de vapeur a la température critique est la pression
critique (Sihvonen, Jarvenpaa et al. 1999).

Comparé aux solvants liquides, les fluides supercritiques ont plusieurs avantages principaux :
e La puissance de dissolution d'un solvant liquide supercritique dépend de sa densité,
qui est fortement réglable en changeant la pression ou/et la température ;
e le fluide supercritique a un coefficient de diffusion plus élevé et une tension
superficielle plus faible ainsi qu’une viscosité inférieure a celle d’un solvant liquide,

menant a un transfert de masse plus favorable (Sihvonen, Jarvenpaa et al. 1999).
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Figure 6 : Représentation schématique d’un extracteur par fluide supercritique (Wang et
Weller 2006).

Pour développer une EFS réussie, plusieurs facteurs doivent étre pris en compte. Ces facteurs
incluent :

e le choix du fluide,

e la préparation de la matiére végeétale

e la définition des conditions d'extraction (Hurren 1999).
Beaucoup de métabolites tels que les composés phénoliques, les alcaloides et les composés
glycosidiques sont donc tres peu solubles dans le dioxyde de carbone et par conséquent non
extractibles. Des techniques visant de surmonter la solubilité limitée des substances polaires
dans le COz2 supercritique ont été proposées (Hamburger, Baumann et al. 2004).
La procédure d’extraction présente des avantages distincts :

e L’extraction des constituants a basse température, qui évite strictement les dommages

causés par la chaleur et certains solvants organiques.
e Pas de résidus de solvants.

e Procédure d’extraction respectueuse de 1’environnement (Sukhdev et al ., 2008).
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1.2.2.4. Extraction par solvant acceléré (ESA) :

L'extraction par solvant accélérée (ESA) est un processus d'extraction solide-liquide
effectué a température élevée, habituellement entre 40 et 200°C et aux pressions entre 10 et
15 MPa. Par conséquent, l'extraction par solvant acceléré est une forme d'extraction par
solvant pressurisé qui est tout a fait semblable a I’EFS. L'extraction est effectuée sous
pression afin de maintenir le solvant dans son état liquide a température élevée. Le solvant est
toujours au-dessous de son état critique pendant I'ESA. La température élevée accélere la
cinétique d'extraction et la pression élevée maintient le solvant a I'état liquide, réalisant ainsi
une extraction efficace et rapide. En outre, la pression permet a la cellule d'extraction d'étre
remplie plus rapidement et aide a forcer le liquide dans la matrice solide. Les températures
élevées augmentent la diffusivité du solvant améliorant par conséquent la cinétique
d'extraction (Brachet et al ., 2001).

Bien que le solvant utilisé dans I’ESA soit habituellement les solvants organiques, 1’eau
chaude pressurisée, ou l'eau sous-critique peuvent également étre employées dans un
appareillage d'ESA.
L'utilisation des solvants non-toxiques, tels que le dioxyde de carbone et I'eau, présente des
avantages economiques et environnementaux. Il a été rapporté que I'extraction supercritique
par CO2 est une technique nouvelle pour I'extraction des métabolites d’origine végétale.
Cependant, une quantité considérable de modificateur polaire doit étre ajoutée au dioxyde de
carbone pour extraire les composés polaires. L'extraction par solvants accélérée est considéréee
comme une technique alternative et potentielle a I’EFS pour I'extraction des composés
polaires (Brachet et al ., 2001).

Comparée a l'extraction traditionnelle par Soxhlet, ’ESA implique une grande
diminution de la quantité de solvant et du temps d'extraction.
L'extraction par solvant accéléré est habituellement employée pour I'extraction des polluants
organiques stables a hautes températures a partir des matrices environnementales. Trés peu
d'applications d'extraction par solvant accéléré ont été rapportées dans le domaine des
molécules végétales.
L'extraction par solvants accélérée a été développée pour I'extraction rapide de la cocaine et le
benzoylecgonine des feuilles du coca en utilisant le méthanol comme solvant. La pression, la
température, le temps d'extraction et la dimension particulaire optimaux sont respectivement
20 MPa, 80°C, 10 minutes et 90-150 um (Brachet et al ., 2001).
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Les procédés d’extraction assistés par ultrason, assistés par micro-ondes, par fluides
supercritiques et par solvants accélérés sont tres prometteurs pour l'extraction de principes
actifs a partir des végétaux. Cependant, la plupart de ces nouvelles techniques d'extraction ne
sont encore conduites avec succés qu’a l‘échelle laboratoire ou a I’échelle pilote et leurs
applications industrielles restent cependant relativement limitées. Il faudrait encore plus de
recherche pour exploiter le grand potentiel réel de ces nouvelles techniques d'extraction a
I’échelle industrielle (Brachet, Rudaz et al. 2001).
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L.la plante objet d’étude :
1.1 Définition :

Vitis vinifera L (Vitaceae), le nom turc, « Asma», est une vigne ligneuse vivace,
habituellement grimpante par les vrilles, originaire d’Asie Mineure puis introduit en Europe et
dans d’autres continents (Didem deliorman et al., 2007).

La valeur médicale et nutritionnelle des raisins a été indiquée pour des milliers d’années. Les
Egyptiens ont consommé ce fruit il y a au moins 6000 ans et plusieurs philosophes grecs ont

loué le pouvoir curatif des raisins (Busserolles et al., 2006).

I.2.Classification de feuilles de vigne (anonyme, 2011) :

Domaine : Eucaryotes.
Regne : Plantae.

Phylum : Angiospermae.
Classe : Magnoliopsida.
Ordre : Rhamnales.
Famille : Vitaceae.
Genre : Vitis.

Especes : Vitis vinifera.

1.3.Composition :

Les feuilles de vigne contient de nombreux composants chimiques tels que les acides
phénoliques, la vitamine E, les procyanidines (acide linoléique) (Vigna et al., 2003), les
flavonoides ; y compris les anthocyanines et les proanthocyanidines, les sucres, les stérols, les

acides aminés et les minéraux (Handoussa et al., 2013).

|.4.Effets pharmaceutiques :

Le raisin est connu comme la « reine des fruits » en raison des propriétés de nettoyage. Un
«cure de raisin » implique de manger 3-6 biais de raisin pour detoxifier et améliorer la
fonction hépatique (Grieve., 1990). En outre il a été rapporté que le raisin a un réle important

dans le controle de certaines maladies du foie, de I’hypertension artérielle et de I’anémie.
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Aussi, les fibres et les acides des fruits dans le raisin ont un rdle essentiel dans le nettoyage
des fonctions sanguines du systéme digestif et du rein (Celik et al., 1998).

En Iran, les feuilles de raisin sont utilisées pour traiter la diarrhée et les saignements, les
vomissements et le traitement variqueux (Gharib et al., 2006), 1’hépatite et les maux
d’estomac (Hebash et al., 1991), elles ont été utilisé également en ayurvédique (indienne)
dans la médecine traditionnelle comme diurétique, pour apaiser le tube digestif, améliorer la
circulation, controler I’enflure et les saignements et détoxifier le corps (Grieve., 1990).

Les guerisseurs folkloriques européens ont développé un baume a partir la seve des vignes des
raisins pour guérir la peau et les maladies des yeux. Parmi les autres effets bénéfiques, on
pense que les composés actifs dans les graines de raisin ont des propriétés antioxydantes
(Busserolles et al., 2006).

Les feuilles de vigne constituait 1’élément le plus important de paysage botanique de
I’ Algérie, depuis 1925 (Isnard H., 2000).

Le raisin a une pertinence traditionnelle en tant que nourriture de bien-étre et fruit de
promotion de la santé en fonction de leur teneur élevée en phénols bioactifs. A cet égard, la
consommation de raisins a été soulignée comme bénéfique pour I’inflammation et les
pathologies cardiovasculaires ainsi pour les processus pathophysiologiques du vieillissement
(Barros et al., 2014).

I.5.Utilisations des polyphénols de raisin :

Plusieurs composés naturels se sont révélés avoir des activités anti-inflammatoire ; parmi
les plus importants sont les composés polyphénolique (Handoussa et al., 2013), ce qui peut
aider a inhiber les systemes enzymatiques qui sont responsables de la production de radicaux
libres et qui sont associés a des réactions inflammatoires. Les procyanidines interviennent
dans la synthese et la libération de nombreuses substances qui favorisent 1I’inflammation par
exemple I’histamine, la sérine protéase, des prostaglandines et les leucotréines (Shi et al.,
2003), et I’extrait métabolique du feuilles de vigne posséde une activité analgésique (Jyoti et
al., 2009).

Dans d’autres études, il a été indiqué que 1’extrait de proanthocyanidine de la graine de raisin
(GSPE) réduit I’expression de IL-6 MCP -1 (proteéine chimiotactique gonocytaire-1) et
améliore la production de I’adiponectine adipokine anti-inflammatoire et suggére que GSPE

peut avoir un effet bénéfique sur les maladies inflammatoires (Matilde et al., 2009).
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L’extrait de proanthocyanidine de la graine de raisin GSPE a diverses fonctions
biologiques telles que antibactérienne, antivirale, anti-inflammatoire, des actions
antiallergiques et vasodilatatrices et c¢’est le composé anti-inflammatoire le plus efficace dans
I’extrait de graine de raisin (Chacon et al., 2009).nous suggérons 1’utilisation de GSE (grape
seed extract) comme medicament supplémentaire chez les patients atteints de maladies

inflammatoires aigues ou chroniques (Hemmati et al., 2010).
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Matériel et méthooles

I- matériel et méthodes

La premiere partie (Extraction avec ASE, ERP) a été effectué par I’encadreuse FARHI
Selma dans le laboratoire du CNR Conseil National de recherche a Rome ; la deuxieme partie
(dosage des polyphénols totaux et DPPH) est réalisée au sein de laboratoire des sciences de la
nature et de la vie, appartenant a la faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et
de la vie, département de biologie appliquée, Université Larbi Thessi —Thessa-.

I.1. Matériel végétal :

Cinq variétés de feuilles de raisin (quatre variétés endémique de 1’Italie et une Algérienne)
ont été utilisées. Les feuilles étaient des feuilles complétement matures provenant de la partie
apicale recueillies en ao(t, rincées avec de I'eau du robinet et congelées directement dans le
champ avec du nitrogéne liquide, puis maintenu a -80 °C. Ensuite, elles ont éte lyophilisées et
écrasées avec un mélangeur commercial suivi d'un broyeur a porcelaine pendant 5 minutes.
La poudre résultante a  été  recueillie et utilisée  pour  I’extraction.
Tous les échantillons en poudre sont stockés a I'obscurité a 5 © C dans des sacs stérile set sous

un vide parfait jusqu'au utilisation.

Tableau 8 : les cing variétés des feuilles de raisin utilisées.

Variétés de feuilles de
Les codes )
vigne

El ZIBIBO
E2 VITE NIEDDERA
E3 BARBARA SARDO
E4 Algeria
E5 VERMENTINO
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1.2. Extraction :
1.2.1.But de Putilisation de ’ASE :

L’ ASE est un processus d'extraction solide-liquide effectué a température élevée implique
une grande diminution de la quantité de solvant et du temps d'extraction, l'extraction est
effectuée sous pression afin de maintenir le solvant dans son état liquide a température élevée.
Le solvant est toujours au-dessous de son état critique pendant 'ESA. La température élevée
accélére la cinétique d'extraction et la pression élevée maintient le solvant a I'état liquide,
réalisant ainsi une extraction efficace et rapide. En outre, la pression permet a la cellule
d'extraction d'étre remplie plus rapidement et aide a forcer le liquide dans la matrice solide.
Les températures élevées augmentent la diffusivité du solvant améliorant par consequent la

cinétique d'extraction (Brachet, Rudaz et al., 2001).

1.2.2 extraction par solvants accélérée (ASE) :

-Le mode opératoire :

L'ASE a été réalisée sur un Dionex ASE 350. Les feuilles en poudre (1 g) ont été placées
entre deux couches de billes en verre dans une cellule en acier inoxydable Dionex (ASE 350)

de 22 ml. Les cellules étaient equipées d'un habillement en acier inoxydable et d'un filtre en

cellulose.
Tableau 9 : conditions de la procédure d'extraction de I'ASE.
Température 40° C
Pression 1500 PSI
Nombre de cycles 2
Temps d'extraction d'un cycle 5 min
Concentration d'éthanol 60% Ethanol / 40% d'eau
Type d'eau utilisée Ultra pure
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Extraction
cell

§ &

Solvent Solvent Solvent Sample

Nitrogen
Figure 7 : Le cycle d’extraction de I’ASE utilisé.
1.2.3.Calcul du rendement :

Le rendement se calcule a partir de I’extrait final par rapport au poids de la plante seche

(Al namer, 2014). 1l est exprimé en pourcentage et est calculé par la formule suivante :

R = “'Ir:nl x 100

R : rendement (%)
m : masse de l'extrait apres évaporation du solvant.

M : masse de la matiére végétale utilisée pour I'extraction.

Figure 8 : Appareillage de I’ASE (Dionex ASE 350) utilisé.
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1.3. Dosage des polyphénols totaux (selon Folin et Ciocalteu (1927) avec de petits

changements selon Singleton et Rossi (1965) :

1.3.1.principe :

Ce dosage est base sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présentent dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution
jaune acide contenant un complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin,
le réactif de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses
hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu (Daels-rakotoarison, 1999).

-Le mode opératoire :

La teneur des polyphenols totaux a été déterminée en utilisant 10 mg de poudre préparée
par ESA placée dans un tube de centrifugation de 15 ml et 9,0 ml d'éthanol a froid de 80%
(1:10 poids : volume), le tout est bien agité en utilisant de vortex a 1600 tr / min pendant 2
min, ensuite centrifugés a 16 000 g a 4 ° C pendant 15 min. Le surnageant a ensuite été filtré a
travers le papier filtre Whatman n ° 2 et maintenu sur la glace jusqu'a ce que le dosage des
polyphénols totaux soit effectué.

Pour le dosage, 200 ul de chaque extrait a ét¢ dilué¢ dans 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu et
bien mélangé a vortex. Entre 30 secondes aprés l'addition du réactif Folin-Ciocalteu mais
avant que 8 minutes se soient écoulées, on a ajouté 800 pl de solution de carbonate de sodium
(0,075 Na2CO3 mL-1) et a été mélangé a nouveau. Ensuite, les échantillons ont été stockés
dans l'obscurité pendant une heure a température ambiante (20 £ 3 ° C), puis une incubation
d'une heure supplémentaire a 0 ° C. L'absorbance a été lue a 760 nm avec un
spectrophotomeétre. Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'acide gallique / g de

poids sec.

1.3.2.Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de
la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon I’acide gallique et exprimée en
microgrammes d’équivalents d’acide gallique par mg de matiére seche (mg EAG/g). La
courbe d'étalonnage de I'acide gallique a éte préparée avec cing points de 4 a 60 pug / L avec
R® = 0.996.
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y=0,0118x + 0,0218
0.8 - R? = 0,9959
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Figure 9 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

|.4. Evaluation de I’activité antioxydante :
1.4.1. La spectroscopie de résonance paramagnétique par électron (EPR) :

Le principe de la résonance paramagnétique électronique (RPE ou EPR) est commun a
toutes les autres formes de spectroscopie et se base sur ’interaction entre matic¢re et
rayonnement.

La technique de RPE est utilisée en routine pour étudier :

= Les processus radicalaires chimiques et biochimiques et leur modulation par des molécules
naturelles et synthétiques.

= [’oxydation catalysée par une enzyme des substrats et sondes d’intéreét.

= L’anoxie / réoxygenation sur des lignées cellulaires primaires ou continues et sur des
mitochondries isolées.

= La production des ROS par les cellules inflammatoires (équines ou humaines) et leur
modulation par des composés synthétiques et naturels.

= Les radicaux lipidiques a partir des acides gras poly-insaturés par la technique de spin

trapping.

Notre expérience est appliquée pour évaluer les propriétés antioxydantes de nos extraits par la

méthode de piégeage des radicaux hydroxyles. Elle était réalisée selon Fadda & al. (2015),
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avec un petit changement. Les radicaux hydroxyle ont été génerés par la réaction de Fenton et

piégés avec un piege a spin nitrone 5-diméthyl-pyrroline N-oxyde (DMPO).

-Le mode opératoire :

La solution stock a été préparée a partir de 20 mg d'extrait solubilisé lyophilisé dans 1 ml
d'eau ultra pure dégénérée sous un courant d'azote. Des dilutions en série ont été préparées a
partir de la premiére solution mére et, en fonction des résultats, la concentration correcte pour
chaque extrait a été établie. Trois concentrations ont été utilisees pour chaque variété afin de
déterminer la IC50 ; La quantité d'antioxydant requise pour inhiber 50% du radical hydroxyle.
100 puL de chaque dilution (eau ou eau //éthanol) ont ét¢ mélangés avec 588 ul d'eau, 100 puL.
de sulfate de fer (II) (0,1 mM), 112 uL de DMPO (26 mM) et 100 uL de H,0;, (1 mM).
L’addition DMPO-OH résultant a été détectée avec un spectrométre EPR Bruker EMX
fonctionnant a la bande X (9,4 GHz) a l'aide d'une cellule capillaire Bruker Aqua-X.
L'instrument EPR qui a été réglé dans les conditions suivantes : fréquence de modulation, 100
kHz ; Amplitude de modulation, 1 G ; Gain du récepteur, 1 x 10°; Puissance des micro-
ondes, 20 mW. Les spectres EPR ont été enregistrés a température ambiante immédiatement
apres la préparation du mélange réactionnel. La concentration du produit d'addition spin

DMPO-OH a été estimée a partir de la double intégration des spectres.

—-— e — - ——— ————— — ———

Fe(ll) + H,0, — Fe(lll) + *OH + —OH
*OH + DMPO —— DMPO/*OH

Figure 10 : Réaction de piégeage des radicaux hydroxyles par DMPO.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition calculé comme suit :

% D'inhibition = 100 x (A0 - As) / A0

Lorsqu’Ay est la concentration des produits d'addition de spin sans extrait et, As c'est la
concentration du produit d'addition aprés la réaction avec l'extrait. Trois répétitions ont été

réalisées pour chaque dilution. Pour le calcul de ces valeurs, le logiciel Microsoft Excel a été
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utilise.  Les données ont été  exprimées en IC50 +  écart type.
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Figure 11 : Appareillage La spectroscopie de résonance paramagnétique par €lectron ( ERP)

utilisé.
1.4.2. Test de piégeage DPPH :
1.4.2.1.Principe :

Le DPPH est un radical stable et il présente en solution une absorption caractéristique a
515 nm qui lui confere une coloration violette. Cette couleur disparait rapidement lorsque le
DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres (Brand-Williams et al., 1995).

L'activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Lopes-
lutz et al., 2008 ; Athamena et al., 2010).

-Le mode opératoire :

50 ul de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations sont
ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanoique du DPPH (0,025¢/1). Parallelement, un témoin
négatif est préparé en mélangeant 50 ml de méthanol avec 1,95 ml de la solution
méthanolique de DPPH.
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La lecture de l'absorbance est faite contre un blanc préparé pour chague concentration a
515nm aprés 30 min d'incubation a l'obscurité et & la température ambiante. Le contrble
positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard ; l'acide ascorbique dont
I'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque

concentration (Bougandoura, 2013).

CH3s CHa
HyC CH3 HyC CHz
CHa CHa

HoC Q=i Anti—Oxidant HyC
"’@—DNO) - N*g@*f‘*ﬂz
— OzN -
= HaC HsC
CH3 CHi
CHa CHi
HeC HuC

< CHs CHaz
DPPH radical Reduced DPPH

Figure 12 :Schéma représentatif de la réaction de virement de la couleur mauve de DPPH
"réduit” en DPPH jaune "oxydé "en présence d'antioxydant (DPPH).

Figure 13 : Pouvoir antioxydant des extraits d'étude prouvé par le virement de DPPH en

couleur jaune.

Les résultats sont exprimés en tant qu'activité anti-radicalaire ou l'inhibition des radicaux

libres en pourcentages (1 %) en utilisant la formule suivante :

| % = [1 - (Abs Echantillon - Abs Contrdle négatif)] x 100

| %: Pourcentage de l'activité anti-radicalaire (AAR%).
Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon.

Abs Contréle négatif : Absorbance du contr6le négatif (Meddour, 2013).
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Lorsque cette manipulation est effectuée a différentes concentrations d’extraits étudiés, la
trace d’une courbe de % d’inhibition en fonction de la concentration permet la détermination

de la CI50 (concentration permettant 1’inhibition de 50% du radical DPPH).

1.5. Produits chimiques et Matériels :

Tube Corning, code britannique 430053, Dionex ASE 350 (Dionex Thermo Fisher
Scientific Inc. aux Etats-Unis), Centrifugeuse ALC 4227R Milan-Italie, vortex, Stuart,
Modele britannique SA8, un spectrophotomeétre (Agilent 8453).

Tous les solvants utilisés étaient de qualitt HPLC de Merck (Darmstadt, Allemagne) ;
L'eau a éteé purifiée par un systéeme milli-Qplus de Millipore (Milford, MA, USA). Les réactifs
employés étaient de qualité analytique ; Le réactif Folin-Ciocalteu, le carbonate de sodium
(Na,CO3) ont éte achetés aupres de Carlo Erba (Milan, Italie) ; Le DPPH (2,2-diphényl-1-
picryhydrazyl), I'acide gallique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoique) provenaient de Sigma-
Aldrich, Inc.

1.6. analyses statistiques :

Les données ont été analysées a l'aide de logiciel (SPSS), versions 20. Dans chaque essali,
les données expérimentales représentent la moyenne + écarts-types. Les résultats ont été
analysés pour déterminer les différences entre les groupes en utilisant le test ANOVA et le
test Duncan (a) pour déterminer les différences significatives entre les moyennes intra-
groupe. Les valeurs de P inférieures a 0,05 ont été considérées comme statistiquement

significatives.
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Résultats et discussion

I. Résultats :
I.1. les rendements d’extraction des extraits des feuilles de vigne :

Aprés extraction et récupération des extraits aqueux et éthanoliques des cing variétés des
feuilles de vigne, leur rendement a été déterminé par rapport a 100 g de matiére végetale

seche exprimé en pourcentage (tableau 10).

Tableau 10 : Rendements d’extraction des extraits aqueux et éthanoliques des cing variétés

de feuilles de vigne + écart type.

_ ) Rendement (%) de Rendement (%) de
Codes Varietes d-e feullles de I’extrait aqueux + I’extrait éthanolique +
vione écart type écart type
EO1 ZIBIBO 20,25+ 0.37 26,16 £ 0.73
EO02 VITE NIEDDERA 21,46 £ 0.85 27,25+1.21
EO03 BARBARA SARDO 2161+1.14 22,85+ 0.68
EO4 Algeria 19,02 + 0.67 20,53+ 1.12
EO05 VERMENTINO 23,85+ 0.59 26,24 £ 0.43

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction le plus élevé concernant
I’extrait aqueux est celui de la variét¢ VERMENTINO (23,85 % + 0.59), suivi par I’extrait
de la variété BARBARA SARDO (21,61 % + 1.14) et celui de la variété VITE NIEDDERA
(21,46 % + 0.85). En ce qui concerne les autres extraits, les valeurs des rendements varient
entre (20.25% + 0.37) a (19.02 % + 0.67) correspondant respectivement a 1’extrait
d’extraction de la variété ZIBIBO et celui de la variété ALGERIA, ce dernier enregistre le

rendement le plus faible.

En ce qui concerne les extraits éthanoliques ; le rendement le plus élevé est celui de la
variété VITE NIEDDERA (27,25% + 1.21), suivi respectivement par ceux des
variétés VERMENTINO (26,24% + 0.43), ZIBIBO (26,16% =+ 0.73) et la variété
BARBARA SARDO (22,85 % * 0.68) et enfin le rendement le plus faible est enregistré chez
la variété Algeria (20,53% + 1.12).
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Nous avons remarqué une différence hautement significative entre les rendements
d’extraction aqueuse et éthanolique (P=0.00) ; ou les rendements d’extraction les plus élevés

ont été enregistré chez les extraits éthanoliques.
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ALGERIA ZIBIBO VITE BARBARA Vermentino
NJIEDERRA SAEDO
Les variétés de la plante etudiée

Figure 14 : Classement des rendements d’extraction des extraits aqueux de la plante

utilisée selon le test Duncan.

Le test Duncan montre que dans le cas des extraits aqueux un rendement d’extraction
maximal par la variété VERMENTINO suivi par la variété BARBARA SARDO, le moindre
rendement d’extraction est donné a la variété Algeria. Le test Duncan montre aussi qu’il n’y a

pas une différence significative entre le rendement d’extraction enregistré chez les variétés

BARBARA SARDO et VITE NIEDDERA.
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Figure 15 : Classement des rendements d’extraction des extraits é¢thanoliques de la

plante utilisée selon le test Duncan.

Le test Duncan montre que dans le cas des extraits éthanoliques un rendement d’extraction
maximal par la variété VITE NIEDDERA suivi par la variété VERMENTINO, le moindre
rendement d’extraction est donné a la variété Algeria. Le test Duncan montre aussi qu’il n’y a
pas une différence significative entre le rendement d’extraction enregistré chez les variétés
ZIBIBO et VERMENTINO.

On a conclu qu’il existe une corrélation étroite entre le solvant d’extraction utilisé et les
rendements d’extraction obtenus ; ou 1’éthanol enregistre le meilleur rendement d’extraction
par rapport a I’eau (a concentration 60% Ethanol / 40% eau ; température de 40 °C et pression
de 1500 PSI).La variété Algeria enregistre le rendement d’extraction le plus faible a la fois

dans I’extrait aqueux et éthanolique.

1.2. Dosage des polyphénols totaux :

La spectrophotométrie a permis de quantifier la concentration moyenne des polyphénols
présents dans les extraits préparés de la plante d'étude .Les résultats sont représenté sont été
déterminés a partir de I’équation : Y=0,0118 X- 0,0218, R%=0,9959.
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Tableau 11 : Teneurs en phénols totaux des extraits aqueux et éthanoliques des cing variétés

de la plante étudiée + écart type en milligrammes d'acide gallique / g de poids sec.

L _ Phénols totaux de Phénols totaux de
Codes varietes d.e feulles de I’extrait aqueux + I’extrait éthanolique +
Vione écart type écart type
EO1 ZIBIBO 16,18 £ 0,77 29,92 + 0,20
EO02 VITE NIEDDERA 19,85 + 0,60 40,44 + 1,56
EO3 | BARBARA SARDO 11,63 + 0,02 31,63 £ 0,88
E04 Algeria 17,51 £ 0,22 37,39+0,54
EO05 VERMENTINO 16,60 + 0,89 27,51 £ 0,58

Nos résultats montrent que la teneur en composés phénoliques varie d'un extrait a l'autre.
Suivant le tableau ci-dessus ; les teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux montrent
des proportions allant de 19.85 + 0,60 a 11.63 + 0,02 mg EAG /g MS; La teneur la plus
¢levée appartient a I’extrait de la variété de VITE NIEDDERA de I’ordre de 19,85 + 0,60 mg
EAG /g MS, suivie respectivement par celles des variétés Algeria (17,51+ 0,22) mg EAG /g
MS, VERMENTINO (16,60 + 0,89) mg EAG /g MS , ZIBIBO (16,18 + 0,77) mg EAG /g
MS et enfin la variété BARBARA SARDO qui représente la fraction la plus pauvre de la
teneur en phénols totaux(11,63 £0,02) mg EAG /g MS .

Concernant les teneurs en phénols totaux des extraits éthanoliques; la variété VITE
NIEDDERA enregistre la valeur la plus élevée (40,44 £ 1,56) mg EAG /g MS ,puis la
variété Algeria de I’ordre de (37,39 £ 0,54) mg EAG /g MS, la variété BARBARA SARDO
(31,63+ 0,88) mg EAG /g MS ensuite les variétés ZIBIBO et VERMENTINO qui
enregistrent respectivement les teneurs (29,92 + 0,20) et (27,51 + 0,58) mg EAG /g MS .

Il existe une différence hautement significative (P= 00) des teneurs en phénols totaux entre
I’extraction aqueuse et éthanolique ; ou les teneurs les plus élevés ont été enregistré chez les
extraits éthanoliques.

Les résultats obtenus concernant les teneurs en phénols totaux des extraits aqueux et

éthanoliques montrent une différence hautement significative (P = 00).
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Figure 16 : Classement des teneurs en polyphénols totaux des extraits aqueux de la

plante utilisée selon le test Duncan.

Le test Duncan montre que dans le cas des extraits agqueux une teneur maximale en
polyphénols totaux par la variété VITE NIEDDERA suivie par la variété Algeria, la plus
faible teneur en polyphénols totaux est donnée a la variété BARBARA SARDO. Le test
Duncan montre aussi qu’il n’y a pas une différence significative entre les teneurs en
polyphénols totaux enregistrés chez les variétés ZIBIBO, ALGERIA et VERMENTINO.
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Figure 17 : Classement des teneurs en polyphénols totaux des extraits éthanoliques de

la plante utilisée selon le test Duncan.
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Le test Duncan montre dans le cas des extraits éthanoliques une teneur maximale en
polyphénols totaux par la variété VITE NIEDDERA suivie par la variété Algeria, la plus
faible teneur en polyphénols totaux est donnée a la variété VERMENTINO. Le test Duncan
montre aussi qu’il n’y a pas une différence significative entre les teneurs en polyphénols
totaux enregistrés chez les varietés ZIBIBO et VERMENTINO.

On a conclu qu’il existe une corrélation étroite entre le solvant d’extraction utilisé et les
teneurs en polyphénols totaux obtenues; ou I’éthanol enregistre la meilleure teneur en
polyphénols totaux en comparaison avec I’eau (a concentration 60% Ethanol / 40% eau ;
température de 40 °C et pression de 1500 PSI).La variété VITE NIEDDERA donne la teneur

la plus élevée en polyphénols totaux a la fois dans I’extrait aqueux et éthanolique.

1.3. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits aqueux et éthanoliques des feuilles

de vigne :

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits des plantes a été réalisée par deux
techniques chimiques (La spectroscopie de résonance paramagnétique par électron EPR et le
piégeage du radical libre DPPH).

1.3.1.La spectroscopie de résonance paramagnétique par électron EPR :

Tableau 12 : Valeurs de la concentration ICso des radicaux hydroxyles par les extraits aqueux

et éthanoliques des cing variétés de la plante étudiée.

o ) IC50 (mg/ml) des )
Variétés de feuilles de ) IC50 (mg/ml) des extraits
Codes ) extraits aqueux + ) ) )
vigne ) éthanoliques + écart type
écart type

EO1 ZIBIBO 0,52 £ 0,04 0,83 +0,02
EO2 VITE NIEDDERA 0,62 + 0,03 0,60 £ 0,01
EO03 BARBARA SARDO 0,60 = 0,02 0,27 £ 0,01
EO4 Algeria 0,81 + 0,02 0,63 £ 0.02
EO5 VERMENTINO 0,56 + 0,04 0,70 £ 0.02

En tenant compte que I’efficacité de piégeage des radicaux hydroxyles est inversement

proportionnelle a la valeur 1Cso; nous avons remarqué concernant les extraits aqueux que la
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concentration ICso la plus élevée (1’activité antiradicalaire la plus faible) est enregistrée pour
la variété Algeria a raison de 0,81 + 0,02 mg/ml et les concentrations ICso les plus faibles (les
activités antiradicalaires les plus élevées) sont signalées chez les variétés ZIBIBO et
VERMENTINO a raison de 0,52 + 0,04 mg/ml et 0,56 = 0,04 mg/ml respectivement. Pour
les autres variétés, les valeurs de ICso sont de 0,60 + 0,02 mg/ml pour la variété BARBARA
SARDO et de 0,62 + 0,03 mg/ml pour la variété VITE NIEDDERA .

Tandis que les résultats des extraits éthanoliques obtenus montrent que la concentration
ICso la plus élevée (I’activité antiradicalaire la plus faible) est enregistrée pour la variété
ZIBIBO a raison de 0,83 = 0,02 mg/ml. Cependant, les concentrations ICso les plus faibles
(les activités antiradicalaires les plus élevées) sont signalées chez les variétés BARBARA
SARDO et VITE NIEDDERA a raison de 0,27 + 0,01 mg/ml et 0,60 £ 0,01 mg/ml
respectivement. Pour les autres variétés, les valeurs d’IC50 sont de 0,63 £ 0.02 mg/ml pour la
variété Algeria et de 0,70 + 0.02 mg/ml pour la variété VERMENTINO.

Il n’existe pas une corrélation entre le solvant utilisé et le pourcentage d’inhibition des
radicaux hydroxyles.

Les résultats des extraits aqueux et éthanoliques obtenus concernant les pourcentages
d’inhibition des radicaux hydroxyles montrent une différence hautement significative entre les

cing variétés (P = 00).
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Figure 18 : Classement des pourcentages d’inhibition des radicaux hydroxyles par les

extraits aqueux selon le test Duncan.
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Le test Duncan montre que pour les extraits aqueux un piégeage maximal des radicaux
hydroxyles par la variété ZIBIBO suivie par la variété BARBARA SARDO, le moindre
piégeage des radicaux hydroxyles est donné a la variété Algeria. Le test Duncan montre aussi
qu’il n’y a pas une différence significative entre les piegeages des radicaux hydroxyles
enregistrés chez les variétés BARBARA SARDO, VITE NIEDDERA et VERMENTINO.
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Figure 19 : Classement des pourcentages d’inhibition des radicaux hydroxyles par les extraits

éthanoliques selon le test Duncan.

Le test Duncen montre que pour les extraits éthanoliques il existe une activité
antiradicalaire maximale des radicaux hydroxyles par la variété BARBARA SARDO, suivie
par la variété VITE NIEDDERA. Le moindre piégeage des radicaux hydroxyles est donné a
la variété ZIBIBO. Le test Duncan montre qu’il n’y a pas une différence significative entre
les piégeages des radicaux hydroxyles chez les variétés Algeria et VITE NIEDDERA.

On a conclu qu’il n’existe pas une corrélation entre le solvant d’extraction utilisé et les
pourcentages d’inhibition des radicaux hydroxyles obtenus et que ceux derniers changent

selon la variété utilisée.
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1.3.2.Piégeage du radical libre DPPH :

Tableau 13 : Valeurs de la concentration ICso du radical DPPH par les extraits aqueux et

éthanoliques des cing variétés de la plante étudiée + écart type.

o ) IC50 (mg/ml) des )
Variétés de feuilles de ) IC50 (mg/ml) des extraits
Codes . extraits aqueux + . . .
vigne ) éthanoliques = écart type
écart type

EO1 ZIBIBO 0,30 £ 0,01 0,18 + 0,01
EO2 | VITE NIEDDERA 0,43 £0,02 0,39 £ 0.01
EO3 | BARBARA SARDO 0,11 £0,02 0,07 £ 0,01
E04 Algeria 0,23 + 0,02 0,09 £ 0,02
EO5 VERMENTINO 0,31 +0,01 0,38 £0.01

En tenant compte que I’efficacité de piégeage du radical libre DPPH est inversement
proportionnelle a la valeur ICso; on a observé concernant les extraits aqueux que les
concentrations 1Cso les plus faibles (les activités antiradicalaires les plus élevées) sont
signalées chez les variétés BARBARA SARDO et Algeria a raison de 0,11 + 0,02 mg/ml et
0,23 + 0,02 mg/ml respectivement. Pour les autres variétés, les valeurs de ICso sont de 0,30
0,01 mg/ml pour la variété ZIBIBO et de 0,31 + 0,01 mg/ml pour la varieté VERMENTINO.
En effet, la concentration ICso la plus élevée (I’activité antiradicalaire la plus faible) est
enregistrée pour la variété VITE NIEDDERA a raison de 0,43 + 0,02 mg/ml.

Tandis que les résultats des extraits éthanoliques obtenus montrent que les concentrations
ICso les plus faibles (les activités anti radicalaires les plus élevées) sont signalées chez les
variétés BARBARA SARDO et Algeria a raison de 0,07 £ 0,01 mg/ml et 0,09 £ 0,02 mg/ml
respectivement. Pour les autres variétés, les valeurs de 1’ICso sont de 0,18 + 0,01 mg/ml pour
la variété ZIBIBO et de 0,38 + 0.01 mg/ml pour la variété VERMENTINO. Alors que la
concentration ICso la plus élevée (1’activité anti radicalaire la plus faible) est enregistrée pour
la variété VITE NIEDDERA a raison de 0,39 + 0.01 mg/ml.

Il n’existe pas une corrélation entre le solvant utilisé et le pourcentage d’inhibition des
radicaux DPPH.

Les résultats des extraits aqueux et éthanoliques obtenus concernant les pourcentages
d’inhibition des radicaux DPPH montrent une différence hautement significative en fonction

du solvant d’extraction (P = 00).
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Figure 20 : Classement des pourcentages d’inhibition des radicaux DPPH par les extraits

aqueux selon le test Duncan.

Le test Duncan montre que pour les extraits aqueux un piégeage maximal des radicaux
DPPH par la variété BARBARA SARDO suivie par la variété Algeria, le moindre piégeage
des radicaux DPPH est donné a la variété VITE NIEDDERA. Le test Duncan montre aussi
qu’il n’y a pas une différence significative entre les piégeages des radicaux DPPH enregistrés
chez les variétés ZIBIBO et VERMENTINO.
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Figure 21 : Classement des pourcentages d’inhibition des radicaux DPPH par les
extraits éthanoliques selon le test Duncan.
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Le test Duncan montre que les extraits éthanoliques présentant un piégeage maximal des
radicaux DPPH par la variété BARBARA SARDO suivie par la variété Algeria, le moindre
piégeage des radicaux DPPH est donné a la variété VITE NIEDDERA. Le test Duncan
montre aussi qu’il n’y a pas une différence significative entre les piégeages des radicaux
DPPH enregistrés chez les variétés BARBARA SARDO et Algeria et aussi entre les variétés
VITE NIEDDERA et VERMENTINO.

On a conclu qu’il n’existe pas une corrélation entre le solvant d’extraction utilisé et les
pourcentages d’inhibition des radicaux DPPH obtenus et que ceux derniers dépendent
seulement de la variété utilisée ; ou les variétés ont enregistré le méme ordre de classement
concernant les pourcentages d’inhibition des radicaux DPPH dans le cas des extraits aqueux et

éthanoliques.
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Discussion :

La phytothérapie est définie comme le traitement des maladies par les plantes ou par leurs
extraits (Bordeaux, 2009). Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel, spécialement
dans le traitement des maladies chroniques. Les plantes sont bien souvent appréciées pour
leurs qualités aussi bien médicinales que nutritives. Aujourd’hui il est devenu possible
d’extraire et d’isoler les substances chimiques que les plantes contiennent. En effet les plantes
sont de plus en plus utilisées par I'industrie pharmaceutique (Iserin et al., 2001). Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré l'influence croissante du
systeme sanitaire moderne (Elgaj et al., 2007).

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle
aux infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux
médicaments et leur résistent de plus en plus. La phytothérapie propose des remedes naturels
et bien acceptés par I'organisme (Millogo et al., 2005).

En Algérie, la phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le secteur de la médecine
traditionnelle. Les pharmacopées s’inspirent principalement de la médecine arabe classique et
de I’expérience locale des populations en matiére de soins. Aujourd’hui les plantes jouent
encore un role tres important dans les traditions thérapeutiques et la vie des habitants. En effet
sur les 300 000 especes vegétales recensées sur la planéte plus de 200 000 espéces ont des
vertus médicinales (Millogo et al., 2005).

Selon OMS (Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de la population mondiale,
surtout dans les pays sous-développés, ont recours au traitement traditionnel pour faire face
aux problemes de la santé et de soins primaires (Farnsworth, 1994).

Les polyphénols, largement distribués dans les plantes, les fruits, les légumes, les feuilles
et les aliments sont des antioxydants naturels qui protégent contre les dommages oxydatifs, en
inhibant ou en retardant l'oxydation de des molécules biologiques (Faller et Fialho, 2010).
Parmi les fruits, le raisin est mis en évidence lI'une des plus grandes sources de composés
phénoliques, qui sont les principaux flavonoides (anthocyanines et flavanols), stilbenes
(resvératrol) et acides phénolique (dérivés des acides cinnamique et benzoique) (Francis
2000). Les polyphénols végétaux ont été démontrés de 1’activité antibactérienne potentielle,

antifongique et antivirale (Chavez et al., 2006).
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Les feuilles des raisins sont riches en composes phénoliques et ont montré une activité
antioxydante significative in vitro et In vivo (Monagas et al., 2006, Kosar et al., 2007,
Orhan et al., 2007, Pari et Suresh 2008, Dani et al., 2010, Oliboni et al., 2011). Des études
récentes ont montré que les extraits de feuilles de vigne de la variété Bordo (V. labrusca),
empéchent les dommages causée par le peroxyde d’hydrogene (elles ont réduit les taux de la
peroxydation des lipides et I'oxydation des protéines, en plus modulant I'activité des enzymes
antioxydantes) dans différents tissus (Foie, rein, cceur et tissus cérébraux) de Wistar Rats
(Dani et al., 2010, Oliboni et al., 2011). En outre, une autre étude a montré que l'extrait

éthanolique de feuilles de vigne a des effets hépatoprotecteurs (Orhan et al., 2007).

En Iran, les feuilles de raisin sont utilisées dans un aliment traditionnel (feuille de vigne
Dolma) et pour le traitement de la diarrhée et des saignements (Zargari, 1993). Les feuilles
de raisin avec activité antioxydante ont été rapportés pour traiter I’Insuffisance veineuse
chronique chez I'nomme et la néphrotoxicose induite par la citrine (Bilgrami et al., 1993 ;
Kiesewetter et al.,, 2000).

De plus, les raisins sont parmi les fruits les plus consommés. Un certain nombre d'études in
Vivo et in vitro ont été menées sur le matériel végétal et ont révélé que les feuilles de vigne
exercent diverses activités biologiques, y compris effets antibactérien, spasmolytiques,
hypoglycémiants et vasorelaxants (Montvale, 2002 ; Orhan et al., 2006).

En outre, la feuille de raisin a été utilisée pour le syndrome de fatigue chronique (SFC), la
diarrhée, les saignements menstruels lourds, les saignements utérins. 1l a également été utilisé
comme un laxatif doux pour la constipation (Kapoor, 1990 ; Hebash et al, 1991). En Europe,
les feuilles de Vivigne sont documentées dans la littérature traditionnelle pour leurs propriétés
astringentes et homéostatiques ou elles sont utilisées dans le traitement de la diarrhée,
I’hépatite, les maux d’estomac, saignement, hémorroides, varices et autres maladies

cardiaques et circulatoires (Balik et al., 2008, Bombardelli et al , 1995).

Peu d'études ont été menées sur les effets biologiques des feuilles de vigne. I'extrait aqueux
de ces feuilles possede des activités antidiabétiques, antioxydantes et antibactérienne (NilUfer
et al., 2007). L'activité anti- leishmaniale de I'extrait aqueux et éthanolique des feuilles de
vigne a également été déterminée (Kong et al., 2003).

L’ASE nous a permis de réaliser une extraction extrémement rapide (a 10 min, par contre

toutes les autres techniques ont besoin de 24 heures et plus), facile (technique automatisée),
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simple (non fatigante), sure (sans danger, exposition rapide au solvant), peu couteuse
(utilisation d’une quantité trés faible de solvant par rapport aux autres techniques) et nous a
garanti une meilleure productivité (des rendements d’extraction des polyphénols trés proches
aux résultats des littératures et mémes supérieurs aux autres qui ont réalisé 1’extraction par
d’autres techniques dans un temps allant de 24 heures et plus) ; donc il trés intéressant d’avoir
le méme rendement ou un rendement supérieur dans un temps extrémement court par rapport
aux travaux précédents. Elle a fourni un énorme avantage a notre étude. 1l faut signaler aussi
que notre étude est le premier de son genre ; c¢’est la premiére fois dans le monde entier que

I’extraction des polyphénols des feuilles de vigne est effectuée par la technique de I’ASE.

Des auteurs ont montré que 1’éthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les
antioxydants d’une plante (Sun et al., 2007) ce qui est en accord avec nos résultats et ceci du
que I’éthanol est un solvant polaire solubilise correctement les composés phénoliques
polaires. Donc la solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant
utilisé.

Les quantités en phénols totaux des cing extraits aqueux des feuilles de vigne varient entre
11,63 et 19,85 mgEAG/ g MS. Les teneurs en phénols totaux dans des extraits aqueux
trouvées par (Didem et al, 2014) sont proches a nos résultats de 1’ordre de 12.25 et 19.06
mgEAG/ g MS .Nos teneurs en phénols totaux des cing extraits éthanoliques des feuilles de
vigne varient entre 27,51 et 40,44 mgEAG/ g MS. Les teneurs en phénols totaux trouvées par
(Balga et al, 2015) sont proches a nos résultats a raison de 18.32 et 40.78 mgEAG/ g MS,
alors que les teneurs trouvées par (Helena et al, 2012) qui sont de 1’ordre de 16.2 et 22.9
mgEAG/ g Ms sont faibles par rapport a nos résultats ; ce qui permet de conclure la richesse
de nos extraits en polyphénols totaux, ce resultat était en accord avec (Monagas et al., 2006,
Kosar et al., 2007, Orhan et al. 2007, Pari et Suresh 2008, Dani et al. 2010, Oliboni et al.
2011) qui ont signalés que les feuilles de raisin sont riches en composés phénoliques .

La composition phénolique dans le raisin varie largement et est habituellement déterminée
par plusieurs facteurs, tels que : la variété de raisin et les conditions dans lesquelles ils étaient
cultivé : sol, emplacement géographique, exposition a la lumiére, temperature, exposition au
soleil et météo. En outre ; La quantité et les types de composes phénoliques présents dans une
feuille de raisin particuliere peuvent varier et sont fortement influencés par le processus
d'extraction, ainsi que par la source et la variété (Xu et al., 2011).

Les IC50 des radicaux hydroxyles par ERP de nos extraits aqueux et éthanoliques varient
respectivement entre 0,52 -0.81 mg/ml et 0.27 - 0.83 mg/ml. En tenant compte 1’absence des
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résultats des travaux d’évaluation d’IC50 des radicaux hydroxyles par ERP ; nous n'avons pas
pu comparer nos résultats avec d’autres.

Nos résultats enregistrent des IC50 des radicaux DPPH dans les extraits aqueux et
éthanoliques qui varient entre 0,11- 0.43 et 0.07- 0.39 mg/ml respectivement .Ces résultats
sont moyennement proches a ceux obtenus par (Balga et al., 2015) qui sont de I’ordre de 0.6
—0.23 mg/ml.

Ce qui concerne la corrélation entre la richesse des extraits étudiés en polyphénols et leurs
activités antioxydantes obtenues ; ces derniéres ont prouvé que les polyphénols sont tres actifs
comme antioxydants ce qui montre 1’efficacité de nos extraits, cette conclusion est en accord
avec (Monagas et al., 2006) .

Les meilleurs rendements d’extraction ont ¢été enregistrés chez les variétés
VERMENTINO (23,85 £+ 0.59 %) puis BARBARA SARDO (21,61 *+ 1.14 %) pour les
extraits aqueux, et VITE NIEDDERA (27,25 + 1.21 %) puis VERMENTINO (26,24 +
0.43%) pour les extraits éthanoliques. Alors que les variétés VITE NIEDDERA et
ALGERIA ont enregistré respectivement les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux a
la fois dans les extraits aqueux et éthanoliques. Cependant les meilleures activités
antioxydantes évaluées par ERP ont été signalés chez les variétés ZIBIBO et BARBARA
SARDO respectivement pour les extraits aqueux et les variétés BARBARA SARDO puis
VITE NIEDDERA pour les extraits éthanoliques. Les variétés BARBARA SARDO et
ALGERIA ont montré les meilleurs pouvoirs antioxydant par piégeage des radicaux DPPH
pour les extraits aqueux et éthanoliques a la fois; ce qui rend ces variétés les plus
intéressantes pour I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique. En effet pour une meilleure
sélection des variétés ; nous devrons effectuer des études plus approfondies telles que les
analyses phytochimiques et des tests in vivo.

Parmi les méthodes que nous avons choisies pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante
des polyphénols ; c’est la spectroscopie de résonance paramagnétique par électron (EPR) car
c’est une technique d’analyse tres sensible qui ne concerne que les especes paramagnétiques,
comme les radicaux libres et les métaux de transition. Elle nous a assuré une meilleure
identification et quantification des RL. C’est le moyen préféré de détecter et d'analyser les
électrons a radicaux libres pour de nombreuses raisons ; elle est trés rapide, souvent en quinze
a vingt minutes, et a fournit une analyse précise des activités des radicaux libres. De méme,
les résultats d’ERP sont tres faciles a comprendre et peuvent étre enregistrés lorsque les

électrons a radicaux libres sont étudiés.
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En outre, alors que d'autres techniques de spectroscopie peuvent identifier les radicaux
libres et les électrons appariés, la spectroscopie ERP identifie les radicaux libres seulement,
une fonction qui est tres importante dans I'étude des électrons non appariés (Molinié et al,
2001).

Enfin, Les extraits de feuilles de vigne obtenus par la méthode ASE peuvent étre
considérés comme une source naturelle riche en composés phénoliques avec de bonnes

propriétés antioxydantes.
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la
recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de composés phénoliques
auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes et des capacités
antioxydantes. Les composés antioxydants font 1’objet de nombreux travaux car, en plus de
leur utilisation comme des conservateurs dans les denrées alimentaires en remplacant les
antioxydants de synthése, ils interviennent dans le traitement de nombreuses maladies. Ces
molécules naturelles de nature phénolique sont tres recherchées en phytothérapie vue les
effets secondaires des médicaments et les sequelles néfastes des antioxydants de synthese.

Les recherches scientifiques ont confirmés la richesse de la vigne en composés
phénoliques ; pour cela et dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir
des sources naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a 1’étude des composés
phénoliques et 1’évaluation des propriétés antioxydantes des dix extraits des feuilles des cing
variétés de feuilles de vigne ; dont quatre variétés sont d’origine italienne et une algérienne.

- La premiére partie de cette étude concerne 1’extraction par I’ASE qui a fourni un énorme
avantage a notre étude, elle a permis de réaliser une extraction extrémement rapide (a 10 min,
par contre toutes les autres techniques ont besoin de 24 heures et plus), facile (technique
automatisée), simple (non fatigante), sure (sans danger, exposition rapide au solvant), peu
couteuse (utilisation d’une quantité tres faible de solvant par rapport aux autres techniques) et
nous a garanti une meilleure productivité (des rendements d’extraction des polyphénols trés
proches aux résultats des littératures et mémes supérieurs aux autres qui ont réalisé
I’extraction par d’autres techniques dans un temps allant de 24 heures et plus) ; donc il trés
intéressant d’avoir le méme rendement ou un rendement supérieur dans un temps
extrémement court par rapport aux travaux précédents. Il faut signaler aussi que notre étude
est le premier de son genre ; c’est la premiére fois dans le monde entier que 1’extraction des

polyphénols des feuilles de raisin est effectuée par la technique de I’ASE.

-La deuxiéme partie quantification des phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocaleu.
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Les résultats obtenus ont montré la teneur en polyphénole totaux des extraits des cing
variétés de la plante utilisée qui varie entre 11.63 - 19.85 mg EAG /g MS dans les extraits
aqueux, et entre 27.51 - 40.44 mg EAG /g MS dans les extraits éthanoliques.

Nous avons conclu qu’il existe une corrélation étroite entre le solvant d’extraction utilisé et
les rendements d’extraction obtenus; ou 1’éthanol enregistre le meilleur rendement
d’extraction par rapport a I’eau (a concentration 60% Ethanol / 40% eau ; température de 40
°C et pression de 1500 PSI) et aussi une corrélation étroite entre le solvant d’extraction utilisé
et les teneurs en polyphénols totaux obtenues ; ou I’éthanol enregistre la meilleure teneur en

polyphénols totaux en comparaison avec ’eau.

- La troisiéme partie est I’étude de 1’activité antioxydante des dix extraits de feuilles de
raisin en utilisant ainsi deux techniques : piégeage du radical DPPH et piégeage des radicaux

hydroxyles.

Nos résultats obtenus dans cette étude ont montrés que 1I’IC50 des radicaux hydroxyles par
les extraits aqueux et les extraits éthanoliques varient entre 0.52 - 0.81 mg/ml et 0.27 - 0.83
mg/ml respectivement. Alors que I’IC50 DPPH des extraits aqueux et éthanoliques varie entre

0.11 - 0.43 mg/ml et 0.07 - 0.39 mg/ml respectivement.

Les extraits utilisés ont montré une teneur élevée en polyphénols totaux et un haut
pouvoir antioxydant par le piégeage des radicaux libres (DPPH) et hydroxyles ; Ce qui rend

nos résultats intéressants.

Il serait intéressant de développer cette recherche de point de vue opérationnel ; de

nombreuses perspectives peuvent étre envisagees :

— Faire des analyses chimiques HPLC et RMN sur les extraits utilisés pour avoir les
compositions chimiques détaillées ;

— Avoir des antioxydants naturels qu’on peut utiliser dans [’industrie
agroalimentaire comme conservateurs ou aussi des compléments nutritifs ;

— Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres
tests biologiques : antitumorale, anticancéreuse et anti-inflammatoire ;

— Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés

pharmacologiques ;
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— Isolement et caractérisation des composés actifs dans les différents extraits par des
méthodes plus spécifiques ;

— L’exploitation de ces antioxydants naturels dans I’industrie pharmaceutique et
cosmétique ;

— Evaluation d’autres effets biologiques in vitro comme in vivo des extraits bruts et de

leurs composés actifs en utilisant différentes techniques.
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