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Résumé :

Le raisin (Vitis vinifera), est une plante appartenant a la famille des vitacées considéré comme
I'un des fruits les plus populaires mondialement. Ses pépins sont reconnus pour leur richesse en

composés phénoliques bénéfiques pour la santé.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a realiser une étude phytochimique et a évaluer
in vitro I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits bruts de pépins de raisin préparés
par décoction et macération et de leurs fractions riches en composés phénoliques.

Les résultats des tests phytochimique ont révéle la présence des flavonoides, des alcaloides, des
tanins, des quinones libres et des sucres réducteurs. Le dosage des composés phénoliques
montre que la fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait préparé par macération est la plus riche en
polyphénols et en flavonoides totaux avec des teneurs de 709,16 * 0,42 ug Eq AG/ mg E et
463,63+3,85 ng Eq C/mg E, respectivement.

Pour le test de piégeage du radical libre DPPH la meilleure activité a été enregistrée dans la
fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait préparé par macération (FAEM) avec un ICso de 1’ordre
de 73,02 + 0,37 pg/ml. Cette activité est meilleur a celle de I'acide ascorbique (98,62+ 1,28
pg/ml) et BHA (73,02+3,60 pg/ml). Concernant le Test de pouvoir réducteur de fer 1’extrait
brut préparé par décoction a présenté la meilleure activité avec une valeur ECso de I’ordre de
121,95 £ 2,90 pg/ml. Ces résultats sont faibles par rapport aux molécules de référence (acide
ascorbique et BHA).

La fraction acétate d’éthyle de I’extrait préparé par macération de pépins de raisin (Vitis
vinifera) a enregistré une meilleure activité inhibitrice vis-a-vis 1I’a-amylase par apport au autre
extraits avec une 1Cso de 186,56 + 0,72 g /ml. Cette activité est meilleur a celle de 1’ Acarbose
(1C50=189,89 + 0,00 pug /ml).

D'apres ces résultats, nous pouvons affirmer que (Vitis vinifera) exerce un effet inhibiteur sur
I’activité de I’a-amylase et donc sur la régulation de I’hyperglycémie en réduisant de

1’absorption intestinale du glucose.

Mots clés : Diabete sucre, les pépins de raisin (Vitis vinifera), composés phénoliques, activité

antioxydante, a-amylase.



Abstract:

The grape (Vitis vinifera) are a plant belonging to the vitaceae family, considered one of the
most popular fruits worldwide. Its seeds are recognized for being richness in beneficial phenolic

compounds for health.

In this work, we focused on the phytochemical study and evaluating in vitro the antioxidant
and antidiabetic activity of crude grape seeds extracts prepared by decoction and maceration
and their fractions rich in phenolic compounds.

The results of the phytochemical tests revealed the presence of flavonoids, alkaloids, tannins,
free quinones, and reducing sugars. The dosage of phenolic compounds shows that the ethyl
acetate fraction of the extract prepared by maceration is the richest in polyphenols and total
flavonoids, with contents of 709.16 + 0.42 ng Eq AG/mg E and 463.63 + 3.85 pug Eq C/mg E,
respectively.

For the DPPH free radical scavenging test, the best activity was recorded for the ethyl acetate
fraction of the extract prepared by maceration (FAEM) with an ICsg of 73.02 + 0.37 pug/ml. This
activity is better than that of ascorbic acid (1Cso=98.62 + 1.28 pg/ml) and BHA (ICso= 73.02 £
3.60 pg/ml).Iron reducing power test, the crude extract prepared by decoction showed the best
activity with an ECso value of 121.95 + 2.90 pg/ml. These results are low compared to the

reference molecules (ascorbic acid and BHA).

The ethyl acetate fraction of the extract prepared by maceration of grape seeds (Vitis vinifera)
showed better inhibitory activity against a-amylase compared to other extracts with an ICso of
186.56 + 0.72 pg/ml. This activity is better than that of Acarbose (ICs0=189, 89 £ 0.00 pg/ml).

According to these results, we can affirm that (Vitis vinifera) exerts an inhibitory effect on the
activity of a-amylase and thus on the regulation of hyperglycemia by reducing the intestinal

absorption of glucose.

Keywords: Diabetes mellitus, grape seeds (Vitis vinifera), phenolic compounds, antioxidant

activity, a-amylase.
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Introduction générale

Les plantes médicinales sont caractérisées par leur richesse avec métabolites secondaires,
notamment les composés phénoliques, les stéroides et les alcaloides. Ces composés ont des
effets biologiques bénéfiques pour la santé humaine, tels que les activités anticancéreuses,

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antidiabétiques et antioxydants (Trane et al., 2020).

Le stress oxydatif est une agression des cellules par les radicaux libres (Sebbar, et al., 2023).
Ce phénomene a été impliqué dans le développement de nombreuses maladies telles que les
maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives, le cancer et le diabéte sucré
(Baudin, 2020).

Le diabete sucré est une pathologie métabolique caractérisée par une hyperglycémie persistante
liée & une déficience de la sécrétion de I’insuline soit de 1’action de I’insuline soit les deux & la

fois (fagot campagna ,2010).

Un grand nombre de traitements sont employés pour traiter le diabéte sucré y compris 1’insuline
et les antidiabétiques oraux (ADA, 2020) ainsi que les inhibiteurs de 1’alpha-amylase qui
permettent de ralentir la digestion des sucres ce qui réduit ’hyperglycémie post prandiale
(Faroog et al., 2021).

L 'Algérie est dotée d'une richesse florale trés diversifiée, il existe environ 3000 espéces, soit
15% sont endémiques (Karouche et al., 2022). Certaines de ces especes constituent 1I’objectif
de plusieurs études scientifiques qui s’intéressent & la mise en évidence de leurs propriétés
thérapeutiques ; c’est le cas de (Vitis vinifera), une plante appartenant a la famille des vitacées,
largement répondu dans divers pays de monde et utilisée en médicine traditionnelle pour leur
propriétés thérapeutique (Lorenzo et al., 2019 ; Di Pietro Fermandes et al., 2023 ). Dans ce
contexte s’inscrire I’objectif de notre étude consacré a 1’étude phytochimique et 1’évaluation in
vitro de I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits de pépins de raisin (Vitis vinifera)
récoltée dans la région de Ghazaouet, wilaya de Tlemcen.

Notre étude expérimentale regroupe deux parties,

% Lapremiére partie est consacrée a I’étude phytochimique qui consiste au screening
phytochimique et au dosage de polyphénols et de flavonoides totaux des extraits
bruts de pépins de raisin et de leurs fractions;

% La deuxiéme partie, est consacree a 1’étude in vitro des activités biologiques des
extraits préparés dont nous nous sommes intéressées a 1’étude de 1’activité

antioxydante en utilisant le test du pouvoir antiradicalaire sur le radical DPPH et le

1



Introduction générale

test du pouvoir réducteur du fer (FRAP). L’étude de I’activité antidiabétique a été
réalisée par I’évaluation de I’effet inhibiteur des extraits préparés vis-a-vis de 1’a-

amylase ;
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synthese bibliographique Chapitre I: Stress oxydatif

1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant un déséquilibre entre la production des radicaux libres
et les défenses antioxydants de 1’organisme. Ce déséquilibre entraine des dommages oxydatifs
aux biomolécules (Acides nucléique, lipides, protéines) (Forman et Zhang, 2021 ; Zhang et
al., 2023).

2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques instables ayant des électrons non appariés dans
leurs orbitales externes. Ils sont hautement réactifs et repartis principalement en espéces
réactives de I’oxygeéne (ERO) et en espéces réactives d’azotes (ERA) (Di Meo et Venditti,
2020).

Les ERO, sont espéces formées a partir de 1’oxygene. Ils comprennent des derivés radicalaires
tels que I’ion superoxyde (O2-), le peroxyle ROO -, le radical hydroxyle (OH-) ainsi que des
dérivés non radicalaires comme le peroxyde hydrogene (H20:) et I’oxygéne singulet (Oz). Les
ERA, sont espéces formées a partir de 1’azote. Il existe deux especes réactives trés connues qui
sont le peroxynitrite (ONOO-) et le monoxyde d’azote (NOe<).Le monoxyde d’azote est
synthétisé par le nitrique oxyde synthase (NOS) lors du métabolisme de I’arginine dans les
conditions physiologiques et physiopathologiques. Le peroxynitrite est formé a partir de la

combinaison de monoxyde d’azote avec 1’02 (Tanaka et Vécsei, 2020).
3. Conséquences du stress oxydant
3.1. Peroxydation des lipides

Les résidus acides gras polyinsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires sont les plus
sensibles a I’oxydation par les radicaux libres. Ces lipides membranaires peuvent subir une
peroxydation lipidique, entrainant une altération de la fonction membranaire, telle qu’une
fluidité réduite, et la désactivation des enzymes et des récepteurs intégrés a la membrane
(Phaniendra et al., 2015 ; Krishnamurty et al., 2024).

3.2. Oxydation de PADN

Les ERO et les ERA peuvent endommager les acides nucléiques par oxydation, entrainant des
substitutions, des additions, des délétions de bases et des mutations (Guo et al., 2017). Les
ERO, en particulier le radical hydroxyle, réagissent directement avec les différents composants

de I’ADN, notamment les bases puriques et pyrimidiques, ainsi que le squelette désoxyribose.
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Cela entraine des cassures des brins de I’ADN ou encore des liaisons entre la base et le
désoxyribose). La plupart des modifications de I’ADN sont impliquées dans la cancérogenese,
le vieillissement, les maladies neurodégéneratives, cardiovasculaires et auto-immunes
(Phaniendra et al., 2015 ; Krishnamurty et al., 2024).

3.3. Oxydation des protéines

Les especes oxydantes (ERO et ERA) endommagent les protéines soit par la rupture de la
liaison peptidique en modifiant la chaine peptidique, soit par la modification du peptide par
I’addition des produits issus de la peroxydation lipidiqgue comme le 4-hydroxynonenal ce qui
provoque une dénaturation et conduit a la perte de la fonctionnalité des protéines (Durand et
al., 2013 ; Phaniendra et al., 2015 ; Krishnamurty et al., 2024).

4. Les antioxydants

L’organisme dispose d’un systeme antioxydant comprenant les antioxydants qui aident a
protéger les cellules des dommages induits par les ERO et les ERA. Selon leurs origines les
antioxydants sont classés en antioxydants enzymatiques (endogéne) et non enzymatiques

(exogenes) (Sharma et al., 2022 ; Krishnamurty et al., 2024).
4.1. Les antioxydante enzymatique

La catalase (CAT), le superoxyde dismutase (SOD) et le glutathion peroxydase (GPX) sont les

principaux antioxydants enzymatiques :

»  Superoxyde dismutase (SOD) : Cette enzyme catalyse principalement la dismutation de
L’O2 en H20zet Oo.

La Catalase : est une enzyme ubiquitaire qui catalyse la réaction de réduction de peroxyde
d’hydrogéne en oxygéne et en eau.

La glutathion peroxydase (GPXx) : est une oxydoréductase sélénio-dépendante responsable
d’une part de la réduction de peroxyde d’hydrogéne en oxygene et d’autre part de la
réduction des hydro-peroxydes lipidique en alcool (Alfonso-Prieto et al., 2009 ; Sharifi-
Rad et al., 2020).
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4.2. Les antioxydante non enzymatique

Les antioxydants non enzymatiques sont des molécules apportés par 1’alimentation incluent les
vitamines (vitamines C et E), le glutathion (GSH), I’acide a- lipoique, 1’acide urique, les

caroténoides et les composés phénoliques (Vona et al., 2021).

X/
°e

La Vitamine C : également connu sous le nom d’acide ascorbique, c’est un antioxydant
hydrosoluble et un piégeur puisant des especes réactives de 1’oxygene tels que H.O-, OH et
1’02 (Haleng et al., 2007 ; Carr et Maggini, 2017).

X/
°e

La Vitamine E : Il s’agit d’un antioxydant liposoluble qui capte le radical hydroxyle et

I’anion superoxyde permettant ainsi d’inhiber efficacement la peroxydation lipidiques au

niveau des membranes plasmatiques (Kowalczyk, 2021).

% Leglutathion (GSH) : est un tripeptide composé de trois acides aminé (cystéine, glutamine
et glycine). est un cofacteur de plusieurs enzymes antioxydants, il joue un réle important
dans la réparation des protéines oxydées (Forman et Zhang, 2021).

% Les composés phénoliques : sont des métabolites secondaires présents dans les plantes et

qui constituent une famille importante d’antioxydants. Ces composés peuvent inclure des

flavonoides, des anthocyanidines, des tanins, des lignanes et des acides phénoliques. 1ls

agissent en tant que piégeurs de radicaux libres, chélateurs de métaux de transition et

comme donneurs d’hydrogene (Haleng et al., 2007 ; Hussain et al., 2016).
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1. Diabete sucré
Le diabéte est une pathologie chronique qui survient lorsque le pancréas ne peut plus produire
d’insuline ou que le corps ne peut pas utiliser suffisamment I’insuline .Cela entraine une
glycémie élevée, appelée hyperglycemie (FID, 2025).

2. Epidémiologie
Le diabete sucré représente un grand probleme de santé mondiale, sa prévalence ayant

augmenteé de facon significative au cours des derniéres années.

D'apres la Fédeération internationale du diabete (FID), en 2021, prés de 537 millions d'adultes
(de 20 a 79 ans) étaient atteints de diabéte a travers le monde, soit 10,5 % de I'ensemble de la
population adulte mondiale. Ce chiffre peut provoquer le décés de 643 millions d’ici 2030 et a
783 millions d’ici 2045 (FID, 2021).

3. Classification
3.1. Diabéte type 1

Diabete type 1, est une pathologie auto-immune provoqué par la destruction des cellules B-
pancréatique aboutissant a une carence absolue en insuline ce qui oblige les patients diabétiques
de prendre I'insuline exogene pour maintenir la glycémie. Il représente 5 a 10% des diabétiques
dans le monde (Daneman ,2006).

3.2. Diabete type 2

Le diabéte de type 2, résulte d’une insulinorésistance ou une insulinodéficience qui entrainent
une hyperglycémie (Jin, 2015). 1l représente 90% des cas de diabéte dans le monde. Il résulte
de différents facteurs déclenchant, environnementaux, comportementaux (la sedentarité et la
mauvaise hygiéne de vie), le stress de la vie moderne et aussi la prédisposition génétique (OMS,
2016; Gashi et al., 2021).

3.3. Diabeéte gestationnel

Le diabéte gestationnel est défini comme un trouble de la tolérance au glucose conduisant a une
hyper-glycémie de sévérité variable, débutant pour la premiére fois pendant la grossesse et qui
peut disparait apres I’accouchement. En effet, il touche entre 3 % et 20 % des femmes enceintes
(FID ,2019 ; Norris, 2021).
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4. Complications
Les complications diabétiques a long terme peuvent entrainer des problemes microvasculaires

et macrovasculaires :

» Microvasculaires : tels que linsuffisance rénale (la néphropathie),la rétinopathie
diabétique , la neuropathie ,et le pied diabétique qui est causé par la présence d'ulceres au
niveau des pieds en association avec une neuropathie, cela est lié a une atteinte des nerfs, a
une maladie des artéres et a des infections, ce qui en fait une cause principale d'amputation
des membres inférieurs (Papatheodorou et Edmonds, 2017 ; Rawat et al., 2023).

» Macrovasculaires : ces complications affectent les gros vaisseaux sanguins telles que les
accidents vasculaires cérébraux (AVC), les maladies vasculaires périphériques et les
maladies coronariennes et les maladies cardiovasculaires (Papatheodorou et Edmonds,
2017 ; Rawat et al., 2023).

.
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Figure 1:complications de diabéte sucré (Rawat et al., 2023).

5. Traitements

Le traitement du diabéte sucré associe a un régime alimentaire equilibre, une activité physique
réguliére, une gestion de poids et une surveillance continue de taux de glycémie (Yameny,
2024). Pour les patients atteints de diabete de type 1, le traitement est basé sur l'insuline, qui
reste le moyen le plus efficace et le plus disponible a fin de composé le manque de production
de cet hormone et réguler le taux de la glycémie (ADA, 2017). Le traitement du diabete de type
2 repose sur les medicaments antidiabétiques oraux (tableau 1) (Bauduceau et al., 2024).
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Tableau 1: Quelques antidiabétiques oraux et leurs caractéristiques (Pillon et al.,2014).

Classe Exemple de molécule Mécanisme d’action

Active directement le récepteur a
Insuline I’insuline

Diminution de I’insulinorésistance

Biguanides Metformine (effet extrapancréatique)

Gliclazide Stimulation de la sécrétion
Sulfamides Glibenclamide d’insuline par les cellules B
Analogues des glucagon- Exénatide Augmentation de la secrétion
like peptide-1(GPL-1) Liraglutide d’insuline et suppression de la

sécrétion du glucagon
Inhibiteurs des Acarbose Diminution de la dégradation des
a — glucosidases Miglitol carbohydrates absorbales a

I’intestin
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1. Définition

Les a-amylases (EC 3.2.1.1) sont des endo-amylase qui catalysant I'nydrolyse des liaisons o-
(1,4)-glycosidiques dans les polysaccharides tels que I'amidon. Cette action enzymatique
dégrade I'amidon en oligosaccharides de faible poids moléculaire, notamment le maltose, le
maltotriose et des unités de glucose (Paul et al., 2021).

2. L’origine

Les a-amylase sont des enzymes ubiquitaire de différente origine humaines, animales,
veégétales, bactériennes et /ou champignons (Singh et al., 2025 ;Gayathri , 2025).

» Origine animale : les amylases animales sont généralement extraites de la salive
humaine et de pancréas des mammiféres tels que les porcs (Chatterton et al., 1996).

» Origine végeétale : Les a-amylases d’origine végétale sont généralement obtenues par
extraction a partir des céréales. Elles sont souvent formées au cours de la germination
des grains, qui requiert des activités enzymatique trés importante pour la mobilisation
des réserves et le développement de I’embryon (Brown et Kelly, 1993).Le blé est une
source naturelle d’alpha-amylase est principalement produit lors de la germination
(Zhao et al., 2018).

» Origine microbienne : Cette origine est la plus utilisée dans le domaine de la
biotechnologie, ainsi nous distinguons duex types de 1’alpha amylase bactériennes
parmi les bactéries productrices nous citons les bactéries du genre Streptomyces
comme : Streptomyces avermitilis et Streptomyces rochei (Hwang et al., 2013) et du
genre Bacillus qui est le plus étudié comme Bacillus subtilis et Bacillus
amyloliquefaciens (Fatooq et al., 2021).

3. Structure de I’alpha amylase

L’alpha amylase est un enzyme constitué de 512 acides aminés regroupés dans une seule chaine
peptidique de poids moléculaires de 57,6 KDa. Elles est caractérisée par une structure
tridimensionnelle a trois domaines (De Souza et al., 2010).

< Domaine A : caractérisé par une structure de tonneau (p/a) qui contient 8 feuillets

plissés disposés de fagon parallele et 8 hélices a.

K/
°e

Domaine B : composé de deux feuillets B opposés et une longue boucle a une structure
hétérogeéne.
% Domaine C: présente une structure composée de 8feulliets B antiparalléles liee au

domaine A par une chaine polypeptidique.
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Cette enzyme constitue trois sites indispensables de leur activité: le site catalytique, le site de
liaison du calcium et le site de liaison du chloride. Le triplet catalytique constitué d'aspartate
300, de glutamate 233 et d'aspartate197 est localisé dans le domaine A et pour le site de liaison
de calcium est trouvé entre le feuillet B3 du domaine B et I'hélice a3 du domaine A, dans lequel
un ion de calcium est associé aux ligands des deux domaines (De Souza et al.,2010 ;
Kalinovakil , 2023 ;Kashtoh et Baek, 2023).

Figure 2: Structure 3D de l'a-amylase pancréatique humaine. Les trois domaines (A, B et C)
sont indiqués et colorés comme suit : domaine A en bleu, vert, jaune et orange, le domaine B
en vert, Domaine C en rouge, les extrémités N et C sont colorées en bleu et en rouge,
respectivement. Un ion calcium est représenté par une sphére violet, tandis qu'un ion chlorure

est indiqué par une sphere bleu claire (Kashtoh et Baek, 2023).
4. Les inhibiteurs de I’alpha amylase

L'activité des enzymes peut étre modulée par des composés appelés effecteurs, qu'ils soient
activateurs ou inhibiteurs, agissant de maniére directe ou indirecte sur le site actif de I'enzyme
Les inhibiteurs sont des molécules ayant une structure similaire a celle du substrat de I’enzyme,

qui ne réagissent pas ou reagissent beaucoup plus lentement (Garrett et Grisham, 2000).

L’inhibition de I’a-amylase est une stratégie importante pour contrdler la glycémie. Plusieurs
études ont montreé que les plantes médicinales ayant un effet inhibiteur vis-a-vis de I’a-amylase

gréce a leurs composeés phytochimiques (Garcia-Gurrola et al., 2024).
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Le tableau suivant résume les différentes parties des plantes médicinales qui ont un effet

inhibiteur de I’a-amylase ainsi que leur concentration inhibitrice & 50% (IC50).

Tableau 2:Plantes médicinales a activité inhibitrice de 1’a-amylase.

Partie utilisé Références

(Moussaoui et al.,
2025)

Partie 11,2+ 0,7 mg/ml (Abbou, 2022)

Feuilles 8.9+0.14 pg/ml

aérienne
Feuilles 0,91 £ 0,02 mg/ml  (Mezouar et al., 2021)
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1. Généralités
Le raisin (Vitis vinifera) est connu depuis longtemps par ses action bénéfique sur la santé
humain grace a sa richesse en composés bioactifs notamment les composés phénoliques, les

vitamines, les minéraux, les fibres et les sucres facilement absorbable (Demelin, 2012).

Le raisin (Vitis vinifera) est I’un des fruits les plus connu dans le monde. 1l existe environ 1000
variétés de raisin blanc et rouge cultivés a travers tout le monde (Haseebet al., 2019). Il pousse
sous la forme de grappes, composées de deux parties : la rafle ou tige principale et les graines
de raisin, appelées aussi les baies. Cette derniére est constituée de la peau, de la pulpe et des
pépins (Bensaid et Lechleche, 2021).

Figure 3: Représentation de raisin (Vitis vinifera) (Parihar et Sharma, 2021).

La baie de raisin est constituée d'un péricarpe, qui forme la partie charnue de la baie, et des
graines connues sous le nom des pépins (Rousserie, 2019). Ces derniers sont caractérisés par
un embryon entouré d'un albumen, qui est enveloppé dans une coque ligneuse formée de
différentes parties du tégument, et I'épiderme forme la couche externe du pépin (Rombaut,
2013).

Les feuilles sont alternées, a longs tiges, de forme concave a la base, avec 5 lobes, pointées et
dentées, de couleur vert fonce sur le haut et blanche sur le bas (Pierre et Lys, 2007). Il ya5
types de formes de feuilles : La forme cunéiforme, la forme en cceur, la forme tronquée, la
forme sphérique et la forme réniforme (Galet, 2000). Les fleurs sont petites, de 2 a 7 mm. Les

fleurs bisexuées sont composées de :

» Corolle formée de 5 pétales intercalés de sépales ;
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» Des étamines composées de 5 étamines situées a I'opposé des pétales. Leurs filaments sont
tres longs et comportent une anthere a deux compartiments ;
» Disque contenant 5 vésicules biliaires jaunes (Galet, 2000).

2. Classification Taxonomique de Vitis vinifera (Parihar et Sharma, 2021).

> Regne Plantae

» Clade Tracheophytes
» Clade Angiosperms
» Clade Eudicots

» Clade Rosids

» Ordre Vitales

» Famille Vitaceae

» Genre Vitis

> [Espéces Vitis vinifera

3. Réparation géographique

La plante Vitis vinifera est cultivée en Europe, elle présente 62% des vignobles mondiaux. Elle
présente 12 % en Amérique et 19,5 % en Asie. En Afrique du sud (4,5% du vignoble mondial),
au Maroc, en Tunisie et en Algérie (Quelenis, 2008).

La viticulture algérienne est localisée essentiellement a 1’Ouest du pays, avec environ 8000 ha
de vignes plantée. La Wilaya de Tlemcen, Sidi Bel Abbés et Ain Timouchent sont les
principales villes productrices de la vigne, a I’Est ; Skikda et Bejaia et au centre se sont les
collines de Sahel, Blida, Médéa, Mitidja et la Kabylie, la wilaya d’Ain Timouchent est la
premiére wilaya viticole du pays (Kali, 2010).

4 .Composition chimique

Le raisin est caractérisé par sa teneur élevée en composés bioactifs comprend principalement
des flavonoides, des tanins condensés, des anthocyanes, des stilbénes, des terpenes, des
glucides, des lipides, des minéraux, ainsi que des vitamines (Vitamine A, vitamine C, vitamine
B1, vitamine B9, vitamine E) (Dopico et al., 2008 ; Spacil et al., 2008).

L’analyse chromatographique par HPLC réalisée sur les extraits méthanolique et acétonique de
pépins de raisin a révélé la présence des acides phénoliques principalement 1’acide gallique,
I'acide p-coumarique, 1’acide férulique et 1’acide caféique et des flavonoides dont la catéchine
et I'épicatéchine (Weidner et al., 2013).

Les pépins de raisin renferment également d’huile comestible qui représente a 5 a 10% du poids
total du pépin. Cet huile est riche en acide linoléique (oméga-6), en acide oléique (oméga-9) ;
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en tocophérol et en phytostérols, Tandis que les acides gras saturés (acide stéarique, acide
myristique, acide palmitique) sont présents en plus petites quantités (Shinagawaet al., 2015 ;
Goetz, 2021), et des composés phénoliques qui représentent 60 a 70% des constituants

hydrophiles de I’huile (Martin et al., 2020).

Les constituants chimiques principaux des feuilles de Vitis vinifera sont présentés dans le
Tableau 3.

Tableau 3:Principaux constituants chimiques des feuilles de Vitis vinifera (Ghedira et al.,
2012).

Familles de constituants Constituants chimiques

Chimiques

O-glucosides du cyanidol et du pénidol

Acide monocaféyl-tartrique ,acides phénylpropanoiques

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

Glucosides de flavonols :

querceétine -3-0-f-D glucuronide,isoquercitrine

(quercitrine-3-0-B-glucoside),et kaempférol-3-glucoside

5. Utilisation traditionnelle
En médecine traditionnelle, les feuilles sont largement utilisées comme spasmolytique pour
leurs effets vasorelaxant, ainsi que comme anti-hémorroides, antibactérien, antifongique, anti-

inflammatoire, anti-diabétique et antiseptique (Orhan et al., 2006 ; Fernandes et al., 2013).

6. Propriétés biologiques
6.1. Activité antitumorale
Les proanthocyanidines présentes dans les pépins de raisin et leur huile, ont démontré une
activité antitumorales en inhibant, la prolifération des cellules cancéreuses, ainsi qu'en induisant
I'apoptose (Albogami, 2020; Lin et al., 2021). De plus, des études suggerent que les
proanthocyanidines peuvent inverser la résistance aux médicaments dans les cellules cancéreuses

multirésistantes en régulant négativement I'expression de génes associés a cette résistance (Lin et
al., 2021).

D’autres études récentes suggerent que les extraits et les composés isolés de Vitis vinifera

induisent une activité anticancéreuse via l'activation du systeme immunitaire dans les cellules
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cancereuses du colon et bloque la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate (Sei-Ichi
et al., 2019; Recinella et al., 2022).

(Tsantila et al., 2024), ont montré que I'extrait éthanolique des pépins de raisin blanc a montré
une activiteé anti-tumorale sur les cellules cancéreuses du sein MCF-7.

6.2. Activité antioxydante

Les pépins de raisin sontriches en composés phénoliques doués d’une activité antioxydante
puissante. (Felhi et al., 2016), ont étudié Il'activité antioxydante des extraits de pépins de
raisin préparés par des solvants différents (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle,
éthanol, acétone) par méthode de DPPH et méthode de pouvoir réducteur de fer. Pour le
test DPPH, ils ont enregistré des valeurs d'ICso entre 0,14 et 0,55 mg/ml, et des ECso

entre 80 et 720 (ng/ml) pour la méthode du pouvoir réducteur de fer.
6.3. Activité antimicrobienne

Les extraits de pépins de raisin ont démontré une activité antimicrobienne significative contre
divers agents pathogeénes d'origine alimentaire. (Silva et al., 2012 ; Ghafoor et al., 2020).
L’étude réalisée par (Krasteva et al., 2023) a montré que 1’extrait éthanolique de pépins de
raisin a enregistré une activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Escherichia coli
et Bacillus cereus. De plus les composés phénoliques de pépin de raisin sont capables
d’endommager la membrane des bactéries, en particulier E. coli, par un processus oxydatif,

sans altérer les cellules de 1I’hote (Subramanian et al., 2014 ; Garavaglia et al., 2016).

6.4. Activité anti-inflammatoire

Les polyphénols présents dans I'huile de pépins de raisin sont capables d'inhiber la libération
d'acide arachidonique, responsable de la production de leucotriénes et de prostaglandines, qui
a leur tour activent la réponse inflammatoire (Santangelo et al., 2007). De méme le B-sitostérol
; un phytostérol présent dans 1’huile de pépins de raisin est capable d’inhiber la libération
de médiateurs pro-inflammatoires émise par les macrophages dans des conditions
spécifiques (Kolar et al., 2019 ; Martin et al., 2020).

6.5. Activité antidiabétique

L’utilisation des pépins de raisin peuvent améliorer la sensibilité a 1’insuline, un effet
qui est probablement di a la présence des composés phénoliques (Irandoost et al., 2013

; Pinent et al., 2004). Les procyanidines extraites de pépins de raisin possedent des
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propriétés insulinomimétiques, aussi bien in vivo qu’in vitro. Ces composés ont
notamment favorisé une augmentation du nombre de transporteurs de glucose insulino-
sensibles (GLUT-4), ce qui a stimulé I’absorption cellulaire du glucose (lrandoost et

al., 2013 ; Pinent et al., 2004).

(De Moura et al., 2012) a montré une augmentation de la sécrétion d'insuline chez des souris

rendus diabétiques par I'alloxane et traitées avec de I'extrait des pépins de raisin.
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Notre Travail a été réalisé au sein de laboratoire de recherche « Antibiotiques, antifongiques,
physico-chimie, synthese et activité biologiques », département de biologie, faculté des
sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et de ’univers, université Abou Bekr
Belkaid, Tlemcen.

1. Matériel vegétal

Le raisin (Vitis vinifera) a été récolté dans la région de Ghazouat wilaya de Tlemcen durant le
mois de novembre 2023. Les pépins de raisin sont rassemblés puis séchés a température
ambiante et a I’abri de la lumiere. Aprés le séchage, le matériel végétal est broyé par un moulin

électrique.

Figure 4: Les pépins de raisin (Vitis vinifera) broyés (Photo personnelle).

2. Préparation des extraits

2.1. Dégraissage du matériel végétal

Dans cette étude avant de préparé des extraits nous avons procédé a un dégraissage du matériel
végétal en utilisant le Soxhlet et en suivant le mode opératoire ci-dessous ;

% Mode opératoire
e placer les pépins de raisin broyés dans la cartouche de I'appareil Soxhlet ;
e Ajouter 200 ml d’hexane dans le ballon du Soxhlet ;
e chauffer le ballon jusqu’a I’ébullition ;

e Maintenir la température stable pendant 3 heures de I’extraction ;
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Le marc obtenu des pépins de raisin est laissé séché puis conservé pour la préparation des

extraits bruts et leurs fractions acétate d’éthyle.

2.2. Préparation de I’extrait eau-méthanol par maceration

10 g du matériel végétal dégraissé est mis en contact avec 100 ml d’un mélange méthanol/eau
(80720, viv). Laisser le mélange macérer pendant 48 heures, a température ambiante et a
I’obscurité. Apres Filtration, le filtrat est évaporé a I’aide d’un Rotavapor.

2.3. Préparation de I’extrait eau-méthanol par Décoction

10 g du matériel végétal dégraissé est mis en contact avec 100 ml d’un mélange méthanol/eau
(80/20, v/v). A une température d’ébullition stable pendant 45 minutes. Le filtrat est soumis a
une évaporation a I’aide d’un Rotavapor.

2.4. Fractionnement des extraits

Les extraits hydro-méthanoliques (EBD et EBM) précédemment préparés ont subi un
fractionnement par extraction liquide/liquide en utilisant I’acétate d’éthyle (v/v). Les deux
phases aqueuses récupérées sont traitées 3 fois par 1’acétate d’éthyle (v/v). Les phases
organiques récupérées sont évaporées pour obtenir la fraction acetate d’éthyle de 1’extrait
prépare par macération (FAEM) et la fraction acetate d’éthyle de 1’extrait préparé par décoction
(FAED).

2.5. Calcul du rendement

Le rendement de chaque extrait est calculé par la formule suivante :
R (%) = (m/ M) x 100

v R (%) : Rendement exprimé en %.

v/ m : Masse en gramme de ’extrait sec.

v M : Masse en gramme du matériel végétal utilisée.

3. Les tests phytochimiques

Pour le but de testé la présence ou lI'absence des métabolites secondaires dans les extraits des
pépins de raisin étudiées, nous avons réalisé une analyse qualitative basée sur des réactions de
coloration et de précipitation et I’observation des rayonnements fluorescent UV. Cette analyse
été effectué selon les techniques décrites par Bruneton, (1999) et Harbone, (1998).

3.1. Alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
guelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
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0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,
respectivement, révele la présence d’alcaloides.

3.2. Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeClI3 (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La
présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noirétre.

3.3. Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré et
quelques copeaux de magnésium. L’ apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve
la présence des flavonoides.

3.4. Les quinones libres

Dans un tube & essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH a 1%). L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la
présence des quinones libres.

3.5. Anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1ml de NH4OH (10%) puis
agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.

3.6. Les coumarines : Fluorescence UV

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser, prendre le premier comme
témoin et ajouter a I’autre 0,1 ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiére UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des
coumarines.

3.7. Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. I’apparition d’une mousse persistante indique la
présence de saponines.

3.8. Terpénoides : Test de Slakowski

Dans un tube & essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter 0,4 ml de chloroforme et
0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a
I’interphase indique la présence des terpénoides.

3.9. Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B) a
1 ml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés reducteurs.
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4. Dosage des composés phénoliques
4.1. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

Les polyphénols totaux des extraits de pépin de raisin (Vitis vinifera) ont été doses a I'aide de
la méthode de réactif de Folin-Ciocalteau. Ce réactif est composé d'un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdene (H:PMO12,040) de couleur
jaune. L’oxydation des phénols reduit ce réactif a un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de
molybdéne de couleur bleu. L’intensit¢ de la coloration produite caractérisée par une
absorbance maximale comprise entre 725 et 750 nm (Vermerius et Nicholson, 2006).

» Mode opératoire

e Mélanger 0,1 ml d’extrait (1mg/ml) avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium
Na2CO3 (2%) ;

e Agiter et incuber pendant 5 minutes ;

e Ajouter 0,1 ml de réactif Folin-Ciocalteu a 1N ;

e Incuber pendant 30 minutes a I’abri de la lumiére et a température ambiante ;

e Mesurer I’absorbance est & 725 nm contre un blanc (Tableau 4) ;

En paralléle nous avons préparé une gamme d’étalonnage dans les mémes conditions a partir

d’acide gallique a différentes concentrations de (50 a 350 pg/ml).
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Tableau 4:Méthode de dosage des polyphénols totaux.

La gamme d’étalon (acide gallique) Extraits (Img/ml)
EBM | EBD | FAEM | FAED
[Acide gallique] | Blanc [ 50 | 100 | 150 [ 200 [ 250 [ 300 | 350 | - - - -
pg/mi
Acide gallique | - o1(01 021 |01 (01 {01 |01 |- - - -
(ml)
Eau distillée 0,1 - - - - - - - - - - -
(ml)
Extraits (ml) - - - - - - - - 0,1 0,1 0,1 0,1
Na2C0O3 (2%) | 2 2 |2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
(ml)
Agitation et incubation pendant 5 min
Folin Ciocalteu | 0,1 01/01 |01 |01 |01 [01 [01 |01 01 |01 0,1
(IN) (ml)

Incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de 1’absorbance a 725 nm

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut
hydrométhanolique préparée par décoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération ; FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction ;
% Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug Eq AG/ mg E).

4.2. Dosage des flavonoides totaux

» Principe

Le taux des flavonoides dans les extraits préparés a été quantifié par la méthode colorimétrique
de trichlorure d’aluminium (AICI3) et la soude (NaOH). Le principe de cette technique repose
sur la présence du nitrite de sodium (NaNO::) et le chlorure d’aluminium (AICls) qui oxydent
les flavonoides dans un milieu alcalin pour former un complexe de couleur rose qui absorbe a
510 nm (Zhishen et al., 1999). L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la

concentration des flavonoides présents dans 1’extrait.
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» Mode opératoire

250ul de I’extrait (Img/ml) est mélangé avec 1 ml d’eau distillée et 75ul d’une solution de

nitrite de sodium NaNO: a 15%, apres incubation de 6 min a température ambiant 75ul du

réactif de trichlorure d’aluminium AICl; a 10% est ajouté. Apres 6 min, ajouter 1 ml

d’hydroxyde de sodium NaOH (4%) et compléter le volume total & 2,5 ml d’cau distillée. Aprés

agitation et incubation de 15 min a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 510 nm
(Tableau 5) ;
Une gamme d’étalonnage est préparée dans les mémes conditions avec la catéchine a différentes

concentrations (50 a 350 pg/ml).

Tableau 5:Méthode de dosage des flavonoides totaux.

La gamme d’étalon (catéchine) Extraits (Img/ml)
EBM |EBD | FAEM | FAED

[Catéchine] | B 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 - - - -
pg/ml
Catéchine - 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 - - - -
(1)
Extrait (ul) - - - - - - - - 250 250 | 250 250
ED (ul) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
NaNO2 75 | 75 | 75 75 75 75 75 75 75 75 |75 75
(15%) (ul)

1ére incubation pendant 6 min a température ambiante
AICI3 75 | 75 | 75 75 75 75 75 75 75 75 |75 75
(10%) (ul)

2eme incubation pendant 6 min a température ambiante
NaOH (4%) | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
(1)
ED (ul) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100 100

3éme incubation a 1’obscurité pendant 30 min

Mesure de 1’absorbance a 510 nm

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par maceration ; EBD

extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par macération ; FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction ;

% Expression des résultats

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait (ug Eq C /mg E).
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5. Evaluation de P’activité antioxydante

5.1. Test de piégeage de radical libre DPPH

» Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical azoté de couleur violette, caractérisé
par son absorbance maximale & 515 nm. En présence d’un antioxydant, il passe a la forme

réduite en formant le 2,2-diphényl-1-hydrazine (DPPHH) de couleur jaune (Popovici et al.,

-]

Figure 5:Réduction du radical DPPH (Fazary et al .,2016).

» Mode opératoire
Ajouter a chaque 50ul d’extraits, 1950ul d’une solution méthanolique de DPPH. Apreés
agitation ’ensemble des tubes sont incubés a I’obscurité pendant 30 min. 1’absorbance est
mesurée a 517 nm contre un blanc pour chaque concentration d’extraits en mélangeant 50ul
d’extraits avec 1950ul du méthanol. Un tube contrble négatif est préparé en ajoutant 50ul de
méthanol a 1950ul d’une solution méthanolique de DPPH ;
Dans les mémes conditions expérimentales I'acide ascorbique et le BHA ont été utilisés comme
molécules antioxydants de référence.

% Expression des résultats
Calculer le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH (1%) selon la formule suivante:

I % = [(A Témoin négatif — A échantillon) / A Témoin négatif] x 100
Déterminer la ICso : qui représente la concentration qui inhibe 50% du radical libre DPPH a
partir de 1’équation des courbes des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations

des extraits et des molécules de références;
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5.2. Test de pouvoir réducteur de fer

» Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la mesure de la capacité des extraits testés a transférer
des électron par des réactions d’oxydo-réduction et de réduire le fer ferrique (Fe3*) présente
dans le ferricyanure de potassium (k3 Fe(CN) 6) en ion ferreux(Fe?").Cette réaction est révélée
par I’utilisation du (FeCls ) qui forme avec le fer ferreux (Fe**) un complexe de couleur bleu-

vert appelé le bleu de Prusse (Kumar et al., 2019).
» Mode opératoire

Mélanger 100l des extraits a différentes concentrations avec 250ul d’une solution tampon
phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 250ul d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) 6
(1%). Incuber I’ensemble a 50°C pendant 20 minutes dans I’étuve. Laisser le mélange refroidis
puis ajouter 250ul de I’acide trichloracétigue TCA (10%). Aprés centrifugation a 1000
tours/min pendant 10 min, 500 ul de surnageant est mélanger avec 500l d’cau distillée et 100l
d’une solution aqueuse de chlorure de fer FeCls (0,1%).

L’absorbance est mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 700 nm contre un blanc.

Dans les mémes conditions expérimentales I'acide ascorbique et le BHA ont été utilisés comme
molécules antioxydants de référence. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

< Expression des résultats

» Tracer les courbes de régression linéaire des absorbances obtenues en fonction des
différentes concentrations.

> Les résultats sont exprimés en valeur d’ECso; qui représente la concentration ayant une

absorbance de 0,5.

6. Evaluation de I’activité antidiabétique
6.1. Recherche de I’effet inhibiteur des extraits de pépin de raisin (Vitis vinifera) sur I’a
amylase

» Principe
Cette méthode permet a évaluer I’effet inhibiteur des extrais de la plante étudiée vis-a-vis
I’activité de I’a amylase Dans ce test nous avons utilisé I’amidon comme substrat et I’acarbose

comme témoin positif dans I’inhibition de cette enzyme.
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En milieu alcalin et a chaud, I’oxydation des groupements aldéhydes et cétones libres des sucres
provoque la réduction de 1’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en
acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm. L’intensité de
la coloration est proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu
réactionnel (Heidari et al., 2005 ; Thalapaneni et al., 2008).

» Préparation de la solution enzymatique
La solution d’enzyme utilisée dans cette technique a été préparée a 3,9 Ul/mL par dissolution
de 3 mg d’enzyme d’origine animal (pancréas du porc) dans 10 mL du tampon phosphate (0,02
M; 6,7 mM NaCl; pH 6 ,9).

» Préparation de la solution du substrat
Le substrat utilisé est I’amidon soluble de pomme de terre a 1% préparé a chaud et sous agitation
(50-70°C) dans le tampon phosphate (0,02 M ; 6,7 mM NaCl; pH 6,9).

» Préparation de DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)
30g du tartrate double de sodium et de potassium est solubilisé dans 20 mL de la solution NaOH
(2N) préalablement chauffée a 60°C sous agitation. 1g du DNSA a été dissoute dans 40mL
d’eau distillée préchauffée (Les deux solutions obtenues sont mélangées sous agitation pour
obtenir un réactif limpide de couleur jaune-orange. Le volume final est ajusté a 100 ml avec de
I’eau distillée. Le réactif obtenu est conservé a I’abri de la lumiére et a 4°C.

» Mode opératoire
Le milieu réactionnel est constitué de 200uL de la solution d’extrait ou d’acarbose, et 200 uL
de la solution d’enzyme. Aprés incubation pendant 10 min a 37°C, 200 pL du substrat (amidon)
est additionné au milieu réactionnel. Une deuxieme incubation est effectuée pendant 15 min a
37°C. Ensuite, 400 uL du DNSA est ajouté au mélange. Les tubes sont placés dans un bain-
marie bouillant pendant 5 min. Cette réaction est arrétée par un choc thermique, en placant les
tubes directement dans un bain d’eau glacée. L’absorbance est mesurée a 540 nm contre un

blanc (milieu réactionnel sans enzyme).

% Expression des résultats :
Le pourcentage d’inhibition (1%) est calculé par la formule suivante :
1% = [(AA — AB)/ AA] x 100
v" AA : I’absorbance de control négatif.
v' AB : I’absorbance d’échantillon.
A partir des courbes tracées des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de

chaque extrait ou standard les 1Cso sont calculées.
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7. Analyse Statistique

Dans le but de faire une analyse statistique, les résultats obtenus dans cette étude sont analysés

par Excel afin de pouvoir comparer les différents résultats qui sont exprimés sous forme de
moyennes + ’erreur standard a la moyenne.

% Lamoyenne

X1 +x++x, 1Xx;
X = =

n n

<  Erreur standard

2
o = \/Z(xi_x) /\/§

n—-1
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1. Caractéristiques et rendement d'extraction

Selon les résultats résumés dans le tableau n°6 qui représente les caractéristiques et les
rendements des extraits bruts hydrométhanolique de pépins de raisin (Vitis vinifera) préparés
par macération et décoction (EBD, EBM) ainsi que leurs fractions acétate d’éthyle (FAEM et
FAED). Nous avons remarqué que tous les extraits sont récupérés sous forme des cristaux de
couleur marron et qui sont soluble dans le méthanol. La fraction acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par décoction (FAED) a présenté le rendement le plus élevé (12,8
%), suivi par I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD) (12,62 %), la
fraction acétate d’éthyle brut hydrométhanolique de I’extrait préparé par macération (FEBM)
(12,39 %) et I’extrait brut préparé par macération (EBM) (10,34 %).

Tableau 6:Les caractéristiques des extraits de pépin de raisin et de leurs fractions.

Les extraits EBM EBD FAEM FAED ‘
Rendement(%b6) 10,34 12,62 12,39 12,8
Solubilité Meéthanol Meéthanol Meéthanol Meéthanol
Couleur Marron Marron Marron Marron
Aspect Cristallisé Cristallisé Cristallisé Cristallisé

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydro-
méthanolique préparé par decoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction.
2. Tests phytochimiques

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits préparés des pépins de raisin sont
indiqués dans le tableau n°7.L’apparition d’une précipitation et d’une coloration en utilisant

des réactifs spécifiques indique la présence de certaines familles de composés phytochimiques.
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Tableau 7: Les résultats des tests phytochimique des extraits de pépins de raisin (Vitis vinifera).

Meétabolites secondaires EBM EBD FAEM FAED
‘Alcaloides ~ Mayer  + o+ - -
Wagner + + - -
Flavonoides + + + i
Terpénoides + + + +
Tanins + + + +
Quinones libres + + - +

Anthraquinones - - 5 -

Coumarines -
Fluorescence UV
Composés reducteurs + + + +

Saponines - - - -

Test positif (+) ; test négatif (-)

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydro-
méthanolique préparé par décoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction.

A partir des résultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous avons remarqué la présence des
terpénoides, des tanins, des flavonoides et des sucres réducteurs dans tous les extraits testés
(EBM, EBD, FAEM et FAED). Les quinones libres sont présentes dans EBM, EBD et
FAED.Tandis que les alcaloides sont présents que dans EBM et EBD.

Par contre, nous avons observé une absence des saponines et des anthraquinones dans tous les

extraits testés.
3. Dosage des composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux sont déterminées a partir des équations de
régression linéaire de la courbe d'étalonnage de l'acide gallique (Figure 6) et de la catéchine
(Figure 7), respectivement. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug Eq AG/ mg E) pour les polyphénols totaux et en
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microgrammes équivalents de catéchine par milligramme d’extrait (ug Eq C/mg E) pour les

flavonoides (tableau 8).

y = 0,0025x
R2=0,9972

Absorbance a 510 nm
& © © o o o o o o
= N w SN (9] [e)] ~ [00] (Vo)
[ 1]

o

0 50 100 150 200 250 300 350 400
[Acide gallique] pg/mi

Figure 6:Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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y = 0,0033x
1,2 Rz =0,9975
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Figure 7:Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Tableau 8 :Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux des extraits de pépins de

raisin.

EBM EBD FAEM FAED

Polyphénols 647,8 £ 0,00 666,2+ 0,32 709,16 £ 0,42 700,01+ 1,10
totaux (ng Eq AG/
mg E)
SEVOI [0 (s (Tl 325,63 £ 4,75 351,9+ 3,85 463,63+3,85 321,12+ 6,38
Eq C/mg E)

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydro-

méthanolique preparé par décoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction.

Les résultats représentées dans le tableau 08 ont montré que la fraction acétate d’éthyle de
I’extrait préparé par macération (FAEM) renferme les teneurs les plus élevées en polyphénols
totaux (709,16 = 0,42 ng Eq AG/ mg E) et en flavonoides totaux (463,63 + 3,85 ug Eq C/ mg
E). Par contre, la fraction acétate d’éthyle de I’extrait préparé par décoction (FAED) et I’extrait
brut préparé par macération (EBM) a présenté les teneurs les plus faibles pour les flavonoides

totaux et polyphénols totaux respectivement.
4. L activité antioxydante

Pour évaluer I’activité antioxydante des extraits de pépins de raisin et de ses fractions, nous
avons utilisé deux méthodes : le test de piégeage du radical libre DPPH et le test de pouvoir

réducteur du fer.
4.1. Piégeage du radical libre DPPH

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des concentrations des extraits (EBD, EBM, FAEM, FAED) et des molécules de

référence (acide ascorbique et BHA) et illustrées dans la figure 08 et figure 09.



Résultats et interprétation

120
y = 46,799In(x) - 164,87

S R2 = 0,988
- 100
i)
=
Q 80
e
=
T 60 y =29,79In(x) - 77,825
> R2=0,9878
8
c 40
[¢D)
(&)
5

20
g e

0
0 50 100 150 200 250 300 350

[Concentration] pg/mi

® Acide ascorbique @ BHA

Figure 8:Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de différentes concentrations

de I’acide ascorbique et de BHA.
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Figure 9:Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes concentrations

d’EBM, FAEM, EBD, FAED.
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Selon les données fournies par les figures 08 et 09 nous avons noté une augmentation
proportionnelle du pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations

des extraits de pepins de raisin, de leurs fractions et des molécules de référence.

Les ICso sont déterminés a partir des équations des courbes de régression logarithmique

présentées dans les figures 08 et 09.

Tableau 9:Les valeurs des ICso des difféerents extraits de pépins de raisin par méthode DPPH

et des molécules de référence.

Extraits /Référence I1Cso (g /ml)

EBM 115,93 £ 0,30

EBD 95,76 £ 1,62
FAEM 73,02 £ 0,37
FAED 214,76 £ 1,70
Acide ascorbique 98,62+ 1,28
BHA 73,02 + 3,60

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydro-
méthanolique préparé par décoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction.

D’apres les reésultats obtenus dans le tableau ci-dessus, nous avons constaté que la fraction
acétate d’éthyle de I’extrait préparé par macération (FAEM) a enregistré 1’activité anti-
radicalaire la plus forte avec une ICsq de 1’ordre de 73,02+0,37 ug /ml. Cette activité est meilleur
a celle de I'acide ascorbique (ICso= 98,62+1,28 pg/ml) et de BHA (1C50=73,02 £ 3,60 pg/ml)
.Tandis que la fraction acetate d’éthyle de I’extrait préparé par décoction (FAED) a montré

I’activité anti-radicalaire la plus faible avec une 1Cso de 1’ordre 214,76 £1,70 pg/ml.
4.2. Pouvoir réducteur de fer

Pour déterminer le pouvoir réducteur des extraits préparés, nous avons utilisé la méthode de
FRAP. Cette méthode est utilisée pour évaluer la capacité des extraits analyses a réduire le fer

ferrique (Fe*") en ferreux (Fe?").
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Les courbes de régression linaire de 1’absorbance en fonction des concentrations des extraits
de pépins de raisin (Vitis vinifera) et des molécules de référence (acide ascorbique et BHA) sont

illustrées dans les figures 10 et 11.
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Figure 10:Pouvoir réducteur du fer de 1’acide ascorbique et du BHA.
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Figure 11:Pouvoir réducteur de Fer en présence des extraits de pépins de raisin (Vitis vinifera)
(EBM, FAEM, EBD, FAED).

L’ECsp est la valeur de concentration efficace pour laquelle I'absorbance est égale a 0,5 et elle

est estimée graphiquement a partir de I'équation des courbes ci-dessus.
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Tableau 10:Les valeurs des ECsg de I’acide ascorbique, de BHA et des différents extraits de
pépins de raisin (Vitis vinifera) par méthode FRAP.

Extraits / Référence ECso (ng/ml)

EBM 142,85+2,72

EBD 121,95+2,90
FAEM 125+1,25

FAED 131,57+1,12

Acide ascorbique 111,11+0,84

BHA 96,15+0,00

EBM : extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydro-
méthanolique préparé par décoction ; FAEM : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération FAED : Fraction Acétate d’éthyle d’extrait brut

hydrométhanolique préparé par décoction.

Selon les résultats obtenus, nous avons noté que 1’extrait préparé par décoction (EBD) a
présenté 1’activité réductrice de fer la plus puissante (ECso= 121,95 +2,90 pg/ml) par rapport
aux autres extraits. C’est résultats sont faible a ceux des molécules de référence (acide

ascorbique et BHA).

5. L’ activité antidiabétique

5.1. L’effet inhibiteur vis-a-vis de I’alpha amylase

Dans la présente étude nous avons évalue Ieffet inhibiteur des extraits bruts
hydrométhanoliques des pépins de raisin et leurs fractions vis-a-vis de 1’alpha amylase en
utilisant 1’ Acarbose comme contréle positif.

Les courbes logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’extraits préparés de pépins de raisin et de 1’ Acarbose sont représentées dans

les figures (12 et 13) et les valeurs d’ICso sont indiquées dans le tableau 11, respectivement.
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Figure 12:Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations d’ Acarbose.
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Figure 13:Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations d’extrait de

pépin de raisin (EBM, FAEM, EBD, FAED).

Selon les résultats obtenus, nous avons révélé que I’ensemble des extraits testés ont enregistré
une activité inhibitrice puissante vis-a-vis de 1’a-amylase. Cette activité augmente avec

I’augmentation des concentrations des extraits et de 1’ Acarbose.
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Tableau 11:Les valeurs de 1’ICso des extraits prépares des pépins de raisin (Vitis vinifera) et

des molécules de référence inhibitrice sur I’alpha amylase.

Extraits / Référence 1Cso (ug /ml)

EBM 266,21+ 1,79
EBD 211,03+ 0,21
FAEM 186,56 + 0,72
FAED 204,92+0,59
Acarbose 189,89 + 0,00

La meilleure activité inhibitrice a été enregistrée dans la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait
préparé par macération (FAEM) avec une 1Cso de 186,56 + 0,72 pg /ml suivie par la fraction
acétate d’éthyle de I’extrait préparé par decoction (FAED) (ICso= 204,92 +0,59 pg /ml),
I’extrais brut préparé par décoction (ICsp = 211,03 + 0,21 pg /ml) et 1’extrait préparé par
maceération (ICso = 266,21+ 1,79 pg /ml). Ces valeurs sont proche a celui de I’Acarbose
(1C50=189,89 + 0,00 pug /ml).
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De nombreuses études ont révelé que les composés bioactifs présents dans le raisin (Vitis
vinifera) possédent des propriétés antioxydants, antidiabétiques, anticancéreux, antibactériens,
antifongiques, antivirales, anticholinergiques, anti-hyperpigmentation et des propriétés
cicatrisantes (Chaudhary et al., 2021).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux tests phytochimiques, au dosage des
composés phénoliques, a 1’évaluation de I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits
bruts hydro-méthanoliques de pépins de raisin (Vitis vinifera) cultivés dans la région de

Ghazouat, wilaya de Tlemcen et de leurs fractions acétate d’éthyle.

Le calcul des rendements d’extractions nous a permis d’enregistrer des pourcentages différents
d’ordre de 10,34 %, 12,62 %, 12,39 %, 12,8 % pour les extraits bruts (EBM et EBD) et leurs
fractions acétate d’éthyle (FAEM et FAED) respectivement.

Les travaux réalisés par Selka et al., (2016) sur les extraits bruts méthanolique des feuilles de
Vitis vinifera de la région de Tlemcen, d’Aflou et Sidi-Bel-Abbés ont montré des rendements
d’ordre de 12,6 %, 12% et 11,6 % respectivement.

Par ailleurs, Amara et Melouk (2016) ont enregistré des rendements de I’ordre de 16,76 %

dans I’extrait brut méthanolique des feuilles de Vitis vinifera.

Les tests phytochimiques effectuée sur les extraits bruts (EBM et EBD) et leur fraction acétate
d’¢thyle (FAEM et FAED) de notre plante, indique la présence des flavonoides, des
terpénoides, des tanins et des sucres réducteurs. Par contre, nous avons enregistré la présence
des alcaloides dans les extraits bruts (EBM, EBD). Les quinones libres ne sont présentes que
dans I’extrait préparé par la FAED et I’extrait brut (EBM,EBD).

Nos résultats concordent avec d’autres travaux :

Les résultats de Labrie et al., (2020) ont montré la présence des flavonoides, des tanins, des
coumarines, des saponosides et des composes réducteurs. Par contre, une absence totale

d’alcaloides dans tous les extraits hydro-méthanolique de pépins de raisin a été enregistree.

Buvaneswariet et Sumayaa, (2020) ont indiqué la présence des flavonoides, des saponines,
des terpénoides, des tanins dans les extraits éthanolique et méthanolique de pépins de raisin

(Vitis vinifera) collecté en Inde.
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De méme, les tests phytochimique effectués par Elgengaihi et al., (2013) sur les différentes
variétés de raisin (Vitis vinifera) de ’Egypte ont révélé que 1’extrait éthanolique est riche en
flavonoides et en tannins. En revanche, ont également noté 1’absence des alcaloides, des

saponines, des coumarines et des terpénoides.

D'aprés les résultats de I'analyse quantitative la fraction acétate d’éthyle préparé par macération
a enregistré la teneur la plus élevée en polyphénols totaux et en flavonoides totaux d’ordre de
709,16+0,42 ug Eq AG/mg E et 463,63+3,85 ug Eq C/mg E, respectivement.

Hanaa et al ., (2015) ont enregistre des teneurs en flavonoides de 1’ordre de 305+£17,32 ug Eq
C/mg E et 372,5+5,00 ug Eq C/mg E pour les extraits éthanolique et méthanolique de pépins

de raisin, respectivement.

Le travail de Radulescu et al., (2020) ont déterminé des teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides dans les extraits des pépins de raisin de 1’ordre de 55,69+ 3,18 ug Eq AG/mg E et
47,04+1,87 ug Eq AG/mg E pour les polyphénols totaux et 43,94+3,84 ug Eq C/mg E et
26,2+1,46 g Eq C/mg E pour les flavonoides totaux respectivement.

L’activité antioxydante des extraits de pépins de raisin a été évaluée par la méthode de piégeage
de radical DPPH et la méthode du pouvoir réducteur de fer. Pour la méthode DPPH, nous avons
enregistré que la fraction acétate d’éthyle de I’extrait préparée par macération (FAEM) et
I’extrait brut préparé par décoction (EBD) ont montré la meilleure activité antiradicalaire avec
des ICso de I’ordre de 73,02+ 0,37 pg/ml et 95,76 £1,62 pg/ml respectivement. C’est résultats

sont proche de celles des molécules de référence (acide ascorbique et BHA).

Ravipati et al., (2025) ont déterminé I’activité antiradicalaire par meéthode DPPH, I’extrait

éthanolique des pépins de raisin avec une valeur ICso estimée a 40,60 pg/ml.

De méme Benkhadher et al., (2022) ont évalué I’activité antioxydante des extraits de pépins
de raisin par la méthode de DPPH. lls ont enregistré des valeurs d’ICso d’ordre de 42,5+ 2,9
pug/ml, 34,6+0,8 pug/ml, 43,1+2,8 pg/ml pour les extraits éthanolique et méthanolique préparés

par maceration et la fraction acétate d’éthyle respectivement.

Dans la méthode de pouvoir réduction de fer, nous avons noté que I’EBD a enregistré la

meilleure activite réductrice de fer avec une ECso de 121,95+£2,90 pg/ml. Cette activité reste
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faible par rapport a ceux de I’acide ascorbique (ECso= 111,11+0,84 pg/ml) et BHA (ECso=
96,15+0,00 pg/ml).

L’étude menée par Pozzo et al., (2023) a montré que I’extrait méthanolique de pépins de

raisin a enregistré un pouvoir réducteur puissant avec une ECso de 35,4+1,4 pg/ml.

Concernant I’activité inhibitrice des extraits de pépins de raisin (Vitis vinifera) vis-a-vis de I’a-
amylase, la fraction acétate d’éthyle préparé par macération (FAEM) a présenté une meilleure
activité inhibitrice avec une ICso d’ordre de 186,56 +0,72 pg/ml. Cette activité est meilleure a
celle de I’ Acarbose (ICs0 =189,89 + 0,00 pg/ml).

En comparaison avec d’autres études réalisees, 1’activité inhibitrice de nos extraits étudiés est
meilleure par rapport a celle obtenus par Dar et al., (2022) qui ont enregistré une activité
inhibitrice pour I’extrait éthanolique avec 1Cso d’ordre de 292,7 pg/ml, suivie par les extrais
acétate d’éthyle et éther de petrole avec ICso d’ordre de 318,2 pg/ml et 391,2 pg/ml

respectivement.

L’étude menée par Karagecili et al., (2023) qui ont noté des ICso d’ordre de 385,1 pg/ml et

567,6 ug/ml pour I’extrait aqueux et éthanolique des pépins de raisin respectivement.

Les résultats de notre travail sont légérement différents par rapport aux travaux cités
précédemment et cela peut étre di a plusieurs facteurs comme le solvant et la méthode
d’extraction utilisée, la partie de plante utilisée, 1’espéce des pépins de raisin utilisé et les

conditions expérimentales
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Conclusion

Dans la présente étude, nous nous sommes focalisés sur une analyse phytochimique qualitative
et quantitative des extraits des pépins de raisin (Vitis vinifera) récoltée dans la région de
Ghazouat, wilaya de Tlemcen, et de leur fractions riches en composes phénoliques ainsi qu’a
I’évaluation in vitro de leurs activités biologiques, en particulier 1’activité antioxydante et

antidiabétique.
Les résultats obtenus au cours de cette recherche ont aboutit aux conclusions suivantes :

> Les extraits bruts hydro-méthanoliques préparés par macération et décoction et leurs
fractions acétate d’éthyle ont réveélé des extraits cristallises, de couleur marron, avec
des rendements estimés de 10,34 %, 12,62 %, 12,39 % et 12,8 % respectivement.

> Les tests phytochimiques ont montré la présence des terpénoides, des tanins, des sucres
réducteurs, des flavonoides, des quinones libres, des anthraquinones et I'absence des
saponines et des coumarines.

> La fraction acétate d’éthyle préparé par macération a présenté la meilleure teneur en
polyphénols et flavonoide totaux.

> La fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut préparé par macération et I’extrait brut
préparé par décoction ont enregistré des meilleures activités antioxydant par le test de
piégeage du radical libre DPPH et par le test de pouvoir réducteur du fer
respectivement.

> Par ailleurs, les fractions acétate d’éthyle des extraits préparés par macération et

décoction possédent une activité inhibitrice élevée sur I’a-amylase.

Les différents points mis en évidence dans cette étude et les résultats obtenus ouvrent de

nouvelles perspectives de recherche, dans ce qui suit :

v'Utiliser d’autres solvants et changer la méthode d’extraction pour optimiser le
rendement ;

v' Evaluer d’autres activités biologiques des pépins de raisin (Vitis vinifera) telles que
I’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne et anticancéreuse... ;

v' Evaluer l'activité antioxydante et antidiabétique in vivo ;
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