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Introduction

Introduction

L'homme participe sans le savoir au développement d'armes biologiques, encore plus
dangereuses que les armes nucléaires ou chimiques. Cette arme biologique Le ne nécessite pas de
technologie avancée ni de transport pour se déplacer d'un endroit a l'autre ; Microbes responsables
des maladies infectieuses les plus graves a pris la vie d'un homme. Les bactéries en constituent une

trés grande partie.

Le développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques est une menace majeure
présente un risque pour la santé publique en raison de l'automédication et de 'utilisation excessive
et inconsciente d'antibiotiques. En outre, la connaissance et la sensibilisation aux problémes liés a
l'utilisation ont augmenté antibiotiques stimulent les efforts de recherche pour trouver des

alternatives (Hasan et al., 2010).

L'inflammation chronique est également un probléme courant qui doit étre traitéagents anti-

inflammatoires réguliers.

Cependant, il convient de noter que la limitation majeure des anti-inflammatoires
commercialisés réside dans leurs effets secondaires indésirables, notamment Ulcération. Dans ce
contexte, des recherches sont menées sur de nouveaux agents anti-inflammatoires montre un

intérét particulier pour les produits d'origine végétale (Hebillon, 2015).

Les plantes médicinales, connues par leurs métabolites secondaires, en particulier leur Les
défenses contre les facteurs externes sont un moyen efficace de guérir de nombreuses maladies

chez ’homme.

Certaines plantes utilisées pour leurs effets bénéfiques peuvent avoir des effets a fortes doses

toxicité humaine (Haddouchi et al. 2016).

La recherche de nouvelles molécules bioactives plus fortes et moins toxiques L'homme,

surtout d'origine naturelle, s'est avéré nécessaire et est maintenant un objet études différentes.

Pour ce travail, la plante choisie est Chenopodium quinoa Willd est une plante herbacée
annuelle de la famille des Amaranthaceae. Une plante trés riche en composés bioactifs, et surtout

en saponines qui en font la majorité.

Notre étude a pour objectifs d’étudier phytochimique et activités biologique des saponines de

I’especes Quinoa (Chenopodium quinoa Willd).
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Cette étude a été divisée en trois parties :

= La premicre partie, est consacrée a une synthése bibliographique concernant le theme de
travail,
= La deuxiéme partie est la partie expérimentale, elle est formée de Matériel et méthodes.

= La troisiéme parties Résultats et discussion




Partie 1
Synthese bibliographique




Synthése bibliographique

1. Aper¢u historique

Le Quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) est une plante herbacée annuelle de la famille des
Amaranthaceae. Originaire de la région andine de I’Amérique du Sud ; existait depuis I’antiquité et
domestiquée par 'homme habitant les Andes, principalement au Pérou et en Bolivie, depuis des

milliers d'années. (Spehar et Santos, 2002).

Malgré ses caractéristiques céréaliéres, n'appartenant pas a la famille des graminée quinoas
possede des aspects botaniques tels que la présence d'inflorescences de type panicule et
d'exceptionnelles équilibre nutritionnel protéique et lipidique, teneur élevée en protéines, acides
aminés soufrés et lysine, il est désignée comme une « pseudo-céréale » et méme une pseudo-graine

» oléagineuse (Farro et al., 2008).

Selon les traces archéologiques découvertes dans les grottes d'Ayacucho au Pérou (Del

Castillo et al., 2008).

Le quinoa est une plante originaire des Andes, et plus précisément des alentours du lac Titicaca,
entre le Pérou et la Bolivie. Le quinoa constituait un aliment de base des populations
précolombiennes ; il fut néanmoins remplacé par les céréales a I’arrivée des Espagnols (Mujica et

al., 2001).

D’apres les témoignages historiques, Le quinoa aurait été domestiqué il y a plus de 7000 ans
par les peuples andins. Le quinoa a été cultivé par les agriculteurs dans I'Amérique latine et les plus
anciens vestiges de quinoa ont été retrouvés a Ayacucho au Pérou et dataient de plus de 5000 ans

avant J-C (Bhargava et al., 2013 ; Herbillon, 2015).

Le bouleversement de I’histoire qui nous intéresse a eu lieu a la seconde moiti¢ du XXe siécle,
lorsque son potentiel a été redécouvert. Le quinoa est alors devenu un produit alimentaire populaire,
en particulier en Europe et en Amérique du Nord, mais aussi dans les régions urbaines andines. Il
est apprécié pour ses propriétés diététiques, pour son agriculture biologique et les principes du
commerce équitable. Dés les années 80, la production de quinoa, dédiée a la consommation par
I’homme, a donc grimpé remarquablement en raison de la demande croissante régionale et

internationale (Marcelo, 2016).

Le nombre de pays la cultivant a augmenté de 8 en 1980 a 95 en 2015. A chaque étape de cette

propagation mondiale, le nombre de centres de recherche qui étudient la culture et effectuant des
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expériences augmente, résultant dans une coopération internationale qui génére de nombreux projets

(Marcelo, 2016) Figure 01.
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Figure 01. Répartition géographique de quinoa (FAO & CIRAD, 2015)

2. Classification scientifique de quinoa

Le quinoa appartient au genre Chenopodium qui contient environ 250 especes. On connait

environ 1800 variétés de quinoa (Sophie Foucault, 2014).

Depuis 2009, une nouvelle classification dite phylogénétique (APG III) range le quinoa dans

la famille des Amaranthaceae.
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Tableau 01. Classification scientifique du Quinoa (Herbillon, 2015).

Classification Cronquist (1981)

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsidae
Classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Chenopodiaceae
Genre Chenopodium
Classification APG 111 (2009)

Ordre Caryophyllales
Famille Amaranthaceae

Nom binomial

Chenopodium quinoa Willd., 1798

3. Description botanique

Le quinoa (C. quinoa) est une plante dicotylédone, herbacée, annuelle (Yazar et ince Kaya,
2014), sa longueur entre 50cm et 2m (Herbillon, 2015) la couleur prédominante de la plante est
verte mais chez les plantes adultes, les couleurs de base sont rouges, pourpre et vert, selon le

génotype (Del Castillo et al., 2008).
Le grain

Le fruit est un akene (Del Castillo et al., 2008 ; FAO, 2011). Un grain pouvant atteindre
jusqu'a 2.66 mm de diameétre selon la variété (FAQ, 2011), qui pourraient étre réparties dans trois
catégories de taille : grande taille (2.2 4 2.6 mm). Taille moyenne (1.8 a 2.1 mm) et petite taille (<1.8
mm) (Herbillon, 2015). Sont de couleur blanche, jaune, rouge, pourpre, café ou noire (FAQ, 1994),
dans lequel I’embryon périphérique entoure le périsperme central (tissus de réserve), et se trouve
couvert par le péricarpe et deux assises tégumentaires (Prego et al, 1998). Le péricarpe contient de
la saponine en plus ou moins grande quantité et, bien que chez certaines variétés (formes cultivées),

il soit séparé facilement, dans d'autres (formes sauvages), il reste difficile a éliminer. La combinaison
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des couleurs du péricarpe et du tégument de la graine donne la vaste gamme de couleurs que peuvent

présenter les panicules (Tapia et al.,1979 ; Lescano 1994 ; Izquierdo et al., 2001).

Figure 02. A : Grains de Chenopodium Quinoa (Tang et Tsao, 2017).

B : Structure la graine de C. Quinoa (FAQO, 2015).
4. Les saponines

Les saponines sont avant tout des métabolites secondaires dont la fonction principale est de
protéger les plantes des agressions naturelles en s'accumulant dans les zones les plus vulnérables aux
attaques de champignons, d'insectes ou d'oiseaux. Par conséquent, ils ont été détectés dans toutes les
parties de la plante de quinoa, feuilles, fleurs, fruits et téguments (Mizui et al., 1988, 1990 ;
Cuadrado et al., 1995 ; Mastebroek et al., 2000 ; Kuljanabhagavad et al., 2008).

Les saponines sont un groupe de composés glycosides naturels largement distribués dans le
régne végétal. Ils ont été signalés comme étant présents dans prés de 500 especes végétales dans plus
de 90 familles (Basu et Rastogi, 1967 ; Chandel et Rastogi, 1980 ; Price et Johnson, 1987), situées
dans la couche externe de la coquille, et ces composés ont les propriétés communes suivantes du
surfactant d'étre soluble dans l'eau et de former des solutions moussantes lors de l'agitation les
distinguent des autres glycosides (Agarwal et Rastogi, 1974 ; Tyler et al., 1981). Leur nom vient

d'une plante appelée saponaire (Saponaria officinalis L.), dont les racines sont largement utilisées
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comme savon depuis des si¢cles. De ce fait, les plantes contenant des saponines sont recherchées

dans les produits ménagers (Bruneton, 2009).

Les saponines sont des glycosides composés d'un aglycone auquel une ou plusieurs chaines de
sucre sont attachées. Ce sont des composés amphiphiles, 1'aglycone constituant la partie lipophile et

le sucre représentant la partie hydrophile (Wink, 2004).
Elles sont généralement classées en deux groupes

1. Le premier groupe : est constitué de saponines stéroidiennes, présentes essentiellement chez les

angiospermes monocotylédones.

2. Le deuxiéme groupe : est représenté par les saponines triterpéniques. Ce sont les Plus fréquentes

et elles se produisent surtout dans les angiospermes dicotylédones (Sparg et al., 2004).

saponine

—

glycone aglycone
s ~ sapogenine
sucre I
-glucose .
. saponines acid
-arabinose neutrales saponines
-xylose

- Glucuronic acid

. J

steroide
S

Figure 03. Classification de Saponines

[ triterpenoids ]

Les saponines du quinoa sont exclusivement triterpéniques et sont donc constituées d’un
aglycone triterpénoide composé d’un squelette en C30 pentacyclique. Ce sont des composés trés
polaires avec des poids moléculaires relativement grands et qui se produisent sous la forme de
mélanges complexes. Quatre aglycones différents ont d’abord été mis en évidence.

= [’acide oléanique, majoritaire dans les graines.
= [’acide phytolaccagénique.
= L[’hédéragénine.

= Etl’acide serjanique. (Kuljanabhagavad et Wink, 2009).
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5.Les activités biologiques

Les saponines sont responsables du gotit amer caractéristique des graines de quinoa et Sont

considérées comme toxiques en grandes quantités (Gee et al, 1993 ; Ruales & Nair, 1993).

Avant consommation, les graines doivent donc subir un traitement d’élimination de
L’enveloppe dans laquelle les saponines sont particulierement concentrées. Bien qu'elles Donnent
un mauvais goit a la plante, les saponines ont une variété d'effets biologiques, notamment des
activités antifongiques, antivirales, anticancéreuses, hypercholestérolémie, Hypoglycémiantes,

antithrombotiques, diurétiques et anti-inflammatoires (Vega-Galvez et al., 2010).
5.1. Activité antimicrobienne

Les saponines de C. quinoa sont avant tout localisées dans la couche externe de la graine,
notamment le péricarpe (Herbillon, 2015). Elles conférent aux grains un gotit amer, ce qui nécessite
une réduction par des procédés abrasifs ou un lavage avant la consommation (Laus et al., 2012).
Cependant elles ont été reportées pour leur activité antimicrobienne (Kuljanabhagavad et Wink,
2009). Les enquétes sur les activités biologiques et pharmacologiques des saponines de C. quinoa
montrent une inhibition de la croissance des champignons et des virus, ses extraits sont utilisés en
agriculture pour le contrdle et la prévention des maladies fongiques et virales qui touchent les plantes
(Villa et al., 2014), un effet contre Botrytis cenerea par exemple, agent causal de la moisissure grise
des fruits (Stuardo et San Martin, 2008). On a signalé¢ que le mélange de saponines totales de
quinoa avait une activité contre les levures (Woldemichael et Wink, 2001). Des concentrations plus

¢levées peuvent completement lyser les champignons et les bactéries (Wink, 2015).
5.2.Activité antifongique

Les saponines du quinoa ont une activité antifongique prononcée, inhibant la croissance de
Candida albicans. Cet effet a été observé dans un mélange brut de saponines, les saponines pures
individuelles montrant peu d’activité, ce qui suggere un effet synergique (Woldemichael et Wink.,

2001)

En outre, la croissance mycélienne et la germination des mycélium n’ont été significativement
inhibées qu’apres un traitement alcalin. Récemment, les saponines de quinoa ont montré une activité
contre Botrytis cinerea, et 1’on suppose que ce processus entraine la formation de dérivés de
saponines plus hydrophobes ayant une plus grande affinité pour les stérols présents dans la
membrane cellulaire. L’activité antifongique des saponines s’est généralement révélée inférieure a

celle des aglycones seuls.
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L’activité antifongique des saponines s’est généralement révélée inférieure a celle des
aglycones seuls. La présence de chaines glucidique en C3 s’est révélée particulierement importante
non seulement pour les propriétés antifongiques des saponines, mais aussi pour leur perméabilité

membranaire (Stuardo et San Martin., 2008).

Salon Woldemichael et Wink., (2001) ont constaté que ’activité antifongique était plus

prononcée pour les saponines comportant d une chaine glucidique.

Les propriétés antifongiques de quinoa ont également été confirmées contre Botrytices Cinerea

(avec traitement alcalin), expérience consiste en six test de produit contre B Cinerea :

1- Extrait brut de quinoa (non raffing).

2- Extrait de quinoa raffiné.
Extrait de quinoa raffiné sans alcalin.

3- Extrait de quinoa raffiné sous traitement alcalin.
4- Extrait de quinoa non raffiné maissous alcalin.

5- Extrait de quinoa purifi¢ avec traitement alcalin sans incubation.

Les échentillons prélevés sans traitement ont montré un effet antifongique plus faible que ceux
prélevés avec un traitement alcalin, et la croissance mycélienne a été clairement inhibée (Stuardo

M et San Martin R., 2008).

5.3. L’effet anti-inflammatoire

Plusieurs rapports indiquent que de nombreuses plantes contenant des saponines ont une

activité anti-inflammatoire.

La fraction de Saponine des graines de quinoa originaires de chine a montré une activité anti-
inflammatoire contre les cellules macrophages murines stimulées par la toxine LPS

(Lipolysaccharide) qui favorise la libération de cytokines pro-inflammatoire (Yang et al., 2013).

Pour étudier les effets inflammatoires suggérés (Yang et al, 2013), quatre fractions
alcooliques de saponines de graines de quinoa cultivées en Chine a différentes concentrations (Q 50)
(Q 70) (Q 90) > (Q 30) contre des systemes cellulaires de macrophages murins stimulés par des
lipolysaccharides (LPS). Les effets ont été¢ évalués et les résultats ont confirmé la capacité des

saponines a réduire la production de NO et a inhiber la libération de cytokines inflammatoires.
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L’effet inhibiteur sur la production de NO était inférieur a 25% a été observé a une
concentration de saponine de 100ug/ml, et cet effet augmentait proportionnellement a la dose. En
revanche, quatre fractions ont été significativement inhibées a une concentration de 200pg/ml,
affectant 80%, 66%, 49% et 33%. Cette activité a été principalement attribuée aux saponines

triterpéniques (Yang et al., 2013).
5.4.activité anti oxydant

Les composés bioactifs aux propriétés lipophiles (tocophérols,caroténoides) et hydrophile
(acides phénoliques,flavonoides,bétalaines) sont abondants dans les graines de quinoa et présentent

des propriétés antioxydantes (Harbillon.,2015).

Les phénols d’origine végétale auraient des propriétés anti oxydant c’est -a-dire la capacité
d’éliminer les radicaux libres (Shahidi et Ambigaipalan., 2015) ; ’acide oléonique dans différentes
parties de la plante de quinoa, sur la base d’études antérieures surla capacité antioxydant de
différentes parties du quinoa, I’hédéragénine et I’acide phytolaccagénique, une méthode d’analyse
simultanée a été dévloppée et validée par GC/Ms/Ms pour I’espece Chenopodium quinoa Willd , ce

qui démontre la présence d’antioxydants dans les pousses et d’autres parties de la plante.

L’¢tude a conclu les saponines totales étaient plus élevée dans les racines, tandis que les
polyphénols et les flavoides étaint plus élevés dans le son de quinoa. Les racines de quinoa
contiennent les saponines totales les plus élevées avec la capacité antioxydante la plus élevée, ainsi

que les grains de Chenopoduim quinoa Willd (Jeong Gyu Jim et al., 2019).

Selon de simone et al., (1990) ; le quinoa contient des glycosides de flavol, des phénol, des

tanins, de la betaine, des terpinoids et des ecdysteroides.
5.4.1. Quelques activités biologiques antioxydantes
» Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

Le teste de DPPH est le plus ancien des tests indirects pour détermination de l'activité
antioxydante. Le DPPH a été suggéré la premiére fois en 1950 comme un produit naturel donneur
de proton Plus tard, le test a été quantifié pour déterminer le potentiel antioxydant des composés
phénoliques individuels et de la nourriture ainsi que des échantillons d’intérét biologique (Roginsky
et Lissi, 2005) Le radical DPPH porte une couleur pourpre foncé est c’est I'un des rares radicaux

d'azote organique stable.

Le radical libre stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyle) fut I'un
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des premiers radicaux libres utilis¢é pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al, 1995). La stabilité de ce radical résulte
de la délocalisation importante de I’électron célibataire sur la totalité de la molécule empéchant ainsi
la dimérisation de se produire comme c’est souvent le cas pour les autres radicaux. D’autre part,
cette délocalisation est a I’origine de la coloration violette en solution éthanolique ou méthanolique

caractérisée par une bande d’absorption dans le visible a 517 nm.

» CTest de P’activité antiradicalaire pour le radical ABTS™'

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et stable tres
utilisé pour I’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des mélanges complexes
ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des antioxydants classiques de type
phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogeéne ou d’¢électron (Rice-Evans et

Miller, 1994 ; Rice-Evans et al 1995).
5.4.2. Les antioxydants non enzymatiques

Le glutathion est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il possede une activité
antioxydante propre mais surtout en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase. Une fois oxydé
en glutathion disulfure, il est réduit par le glutathion réductase en présence de NADPH. Le couple
glutathion disulfure/glutathion est le principal responsable thiol de la balance redox intracellulaire

(Ichai et al, 2011).

Les vitamines A, C et E ont aussi des propri¢tés antioxydantes. Les vitamines C et E permettent
leur régénération mutuelle aprés oxydation (Article) (Ichai et al, 2011). En ce qui concerne les
plantes médicinales bien connues et économiquement importantes, nous pouvons citer 1’ail (4/lium
sativum L ; Liliaceae) et le ginkgo (Ginkgo biloba L ; Ginkgoaceae) qui sont utilisés dans le
traitement des maladies cardio-vasculaires et circulatoires (Igor, 2002) pour leurs métabolites

secondaires qui jouent le role d’antioxydant on peut citer comme exemple :

= Les flavonoides : Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des
composés phénoliques ont montré que I’activité antioxydante était déterminée par la position
et le degré d’hydroxylation (Igor, 2002).

= Les tanins : ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours
de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).

11
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= Les coumarines : les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides

membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.

Les conditions structurales requise pour l’activit antiperoxydante des coumarines sont

similaires a celles signalées pour les flavonoides (Igor, 2002).

= Les phénols : Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus
¢tudié. En effet, ce stilbéne, isolé du raisin possede de fortes propriétés antioxydantes (Igor,
2002).

= Les xanthones : La manguiférine est une xanthone qui possede la propriété d’inhibition
envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres

contre les anions super oxydes (Diallo, 2005

6. Les souches biologiques

6.1.

6.1.

a)

b)

6.1.

a)

b)

Les souches bactériennes
1. Escherichia coli

Caracteres bactériologiques C'est un hote normal du tube digestif de 'homme et des animaux
(Avril et al, 1992), E. coli est un bacille a Gram négatif. 11 se développe sur gélose ordinaire,
produit l'indole, fermente le lactose (Fauchére et Avril., 2002). Les colonies ont en moyenne

2mm de diamétre, elles sont rondes, plates et a bords réguliers (Joly et Reynaud, 2003).

Pouvoir pathogene E. coli est fréquemment impliqué en pathologie infecticuse aussi bien en
milieu hospitalier (Lavigne et al., 2002). Elle possede des propriétés particulieres (pouvoir

d'adhésion, production de toxines) nécessaires au pouvoir infectieux (Joly et Reynaud, 2003).
2. Klebsiella pneumoniae

Habitat Elles sont fréquemment isolées des eaux, du sol et des végétaux. Elles sont présentes
dans la flore fécale de I'homme et sont souvent commensales de la peau, des muqueuses et des

voies respiratoires (Schaechter et al., 1999).

Caractéres bactériologiques et biochimiques Bacille, Gram négatif, les colonies généralement
rondes, de 3 & 4mm de diametre, bombées, muqueuses et ayant une tendance a la confluence
(Denis et al., 2007), elle est lactose (+), uréase (+), VP (+), ONPG (+), LDC (+), glucose (+)
et gaz (+) (Avril et al.,1992).
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c) Pouvoir pathogéne Les K. pneumoniae sont isolées de broncho-pneumopathies aigués ou
subaigués, mais aussi d'infections urinaires, hépato-biliaires ou de pus divers (Schaechter et

al, 1999).
6.2. Les souches fongiques
6.2.1. Fusarium culmorum

Eculmorum C’est un agent phytopathogéne responsable de plusieurs symptomes notamment
la fonte de semi, la pourriture racinaire, la fusariose de I’épi, la pourriture de la tige. Il se caractérise
par une croissance rapide sur géloses, PDA et au MALT. Les colonies sont duveteuses, blanches a

jaunatres ou rose puis ocracées a rouge brunatre et le revers est rouge a pourpre.

Les phialides courtes et larges, formées sur le mycélium aérien, sont groupées en sporodochies.
Les microconidies sont absentes. Les macroconidies sont fusiformes, courbées et septées. La cellule
apicale est courte et pointue. Les chlamydospores intercalaires ou terminales, formées par le
mycélium ou par les conidies, sont sub-globuleuses, brunatres, lisses ou verruqueuses (Elhouiti,

2018).

Les especes de F. culmorum sont des producteurs importants de trichothécénes du groupe B,

appelé aussi vomitoxine, ils produisent également la zéaralénone.

Figure 04 : le Fusarium culmorum (Elhouiti, 2018).

a) macrophialides et macroconidies ;b) macroconidies ;c)chlamydospores.
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1. Matériel

1.1. Matériel végétale

Cette étude se porte sur les saponines de quelques variétés de 1’espéces Quinoa

(Chenopodium quinoa Willd) Figure 05.

Figure 05. Poudre de saponine de l'especes Quinoa (chenopodium quinoa Willd).

1.2. Matériel biologique

Tableau 02. Souches bactériennes et fongiques utilisées.

Souches bactériennes Souches fongiques

Gram-positives Fusarium culmorum

Escherichia coli ATCC 25922

Klebsiella pneumoniae ATCC 1705

ATCC : American Type Culture Collectio
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2.Méthodes

2.1. Extraction des saponines
2.1.1. Extraction alcaline

Le quinoa a été traité avec de I'alcalin (San martin 2007). Dans le but de convertir les
saponines bidesmosidiques en saponines monodesmosidiques, en se basant sur les conditions

d'hydrolyse rapportées pour études structurales des saponines de quinoa.

Le mélange réactionnel contenait 1 part de coques de quinoa (en poids) et 5 parties de 0,5 N

NaOH. Le mélange a été¢ maintenu a 95-100 °C pendant 2 h sous agitation et a reflux. Figure06.
Ces conditions se sont avérées maximiser la disparition des saponines originales du quinoa.

Une fois le traitement alcalin terminé, le mélange a été refroidi a la température ambiante et

de l'acide HC1 (37 %) a été ajouté pour amener l'extrait a un pH de 7.

Le mélange a ensuite été séché a 70°C pour atteindre une teneur en humidité d'environ 8-

10% p/p.

Figure06. Extraction des saponines (la photo originale).
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2.1.2. Extraction éthanolique
Préparation de L’extrait hydroalcoolique

Le procédé d’extraction a été réalisé par macération. Les poudres ont été extraite par
macération par le systéme solvant Ethanol / eau (70/30) (3x1000 ml) sous agitation magnétique.
L’extraction est assistée par ultrasons (Fisher scientific fb15046, Leicestershire, Angleterre)
pendant 60 minutes a une température ambiante, avec renouvellement du solvant chaque 24h. Les
extraits combinés et filtrés sur papier filtre ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous vide
a une température <40°C (Buchi R-200, Medellin, Colombia) (Zeghad, 2018). Aprées séchage des
extraits, les rendements exprimés en (%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a

I’extraction, sont calculé selon la formule suivante :
R (%) =[M/M0] X 100
2.2. Dosage des saponines totaux

La teneur totale en la teneur en saponine a été¢ mesurée selon Medina meza et al., 2016. Un
extrait de saponine (250 pL) a été placé dans un tube avec 1000 pL. du mélange de réactifs (acide
acétique glacial/acide sulfurique 1 :1 v/v) pour le développement de la couleur, vortexé
vigoureusement (30 s), puis chauffé a 60 °C pendant 30 min figure 07, pendant lesquelles une
couleur violette a été développée ; ensuite, le mélange a été refroidi dans de l'eau glacée.

L'absorbance a 527 nm a été mesurée.

L'acide acétique glacial a été utilisé comme blanc.
La teneur totale en saponine a été obtenue par comparaison avec une courbe standard d'acide
oléanolique (100 pg/ml a 1000 pg/ml), les résultats étant exprimés en g/100g d'équivalent acide

oléanolique.

Figure07. Les tubes chauffés dans le Bain-Marie (la photo originale).
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2.3. Les activités biologiques
2.3.1. Activité antimicrobiennes (I’extrai utilis¢ dans cette expérience est Extrait alcalin)

» Milieux de culture liquide des bactéries
Le bouillon nutritif est un milieu de culture liquide le plus usuellement utilisé en

bactériologie.

Généralement distribué dans les tubes a essais, il favorise une croissance rapide de micro-

organismes étudiés.
» Préparation milieux d’isolement des bactéries

Le milieu utilisé pour revivifier les souches bactériennes est une gélose muller hinton, Il se
compose d'une base (Hydrolysat acide de cas€ine, extrait de viande, amidon, calcium magnésium,

agar, eau) (23g/1).
Puis, a été stérilisés a 120°C pendant 20 min dans un autoclavage.

» Etude de I'activité d'un principe actif sur une souche bactérienne
La méthode des disques consiste a poser sur la surface d'un milieu gélosé ensemencé de

micro-organismes, des disques de papier filtre desséchés et imprégnés des substances a tester.
Les disques sont déposés a égale distance 1'un de l'autre.

Les substances contenues dans les disques diffusent dans le milieu et peuvent influencer la

croissance des micro-organismes.

Au bout de 24 heures d'incubation, ou 36 heures un cercle d'activité (zone d'inhibition) de

chaque disque est observé dans le milieu qui entoure ce disque.

Suivant l'efficacité¢ de la substance sur le germe en question, une surface plus ou moins

¢tendue peut étre vue, ou les colonies microbiennes ont disparu.
Il peut étre choisi avec quasi-certitude le traitement le plus efficace.
> Préparation des disques

Les disques ont été préparés a partir du papier Wattman Ne40 avec un diamétre de 6mm par

'emporte-piece.

Puis, ces disques ont été stérilisés a 120°C pendant 20 min dans un autoclavage. Figure08.
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Figure08. Les disques du papier (la photo originale).

» Préparation I’extrait organique

Les disques stérilisés ont été imbibés dans 1’extrait de différentes concentrations entre 06 —

50 mg/ml.
> Protocole expérimentale

Nous avons coulé aseptiquement sous la haute le milieu de culture gélosé MH dans les boites

de pétri de 80 mm de diametre (20ml) par boite.

Apreés solidification du milieu de culture, nous avons étalé 1ml de chaque suspension micro-

bienne a la surface du milieu gélosé a ’aide d’une pipette pasteur stérile.

> Dep6t de disques

Une fois les géloses MH ensemencées, les disques sont imbibés dans 1’extrait puis les
disposés sur la surface de la gélose MH (6disques/boite) a l'aide d'une pince stérilisée au bec

bunsen.
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2.3.2. Evaluation de Pactivité antifongique (I’extrai utilis¢ dans cette expérience est Extrait

alcalin)

» Préparation de milieux de culture PDA

La gélose glucosée a I’extrait de pomme de terre est recommandée pour le dénombrement
des levures et moisissures dans denrées alimentaires ainsi que les produits cosmétiques et

pharmaceutiques.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée : 200g de I’Extrait de

pomme de terre, 20g de Glucose., 20g d’Agar.

= Mettre en suspension 200 grammes dans 1 litre d’eau pure. Porter le milieu a ébullition
sous agitation constante pendant au moins 1 minute.
= Répartir en tubes ou flacons.

= Autoclave a 121°C pendant 20 minutes.

La gélose stérile bouillie dans un bain-marie pendant environ lh du temps pour devenir
liquide, puis il sera coulé dans des boites de pétrie avec une épaisseur de 4 & Smm dans une zone
stérile par le Bec benzéne puis laissées séchera température ambiante preés du bec benzene pour

éviter leurs contaminations avec les bactéries de I’air. (A. S. A. Emanfo et al, 2013).
> Protocol expérimentale

La méthode de contact direct a été appliquée pour tester la sensibilité de champignon
Fusarium culmorum. Vis a vis I’extrait saponine de Quinoa. La technique consiste a additionner

I’extrait a différentes concentrations au milieu de culture encore liquide.

Apres solidification du milieu de culture, pour le champignon, un disque mycélien de 6 mm
de diametre est déposé aseptiquement a la surface du milieu gélosé au centre de la boite de pétri

de 8 cm de diamétre.

Le volume du milieu utilisé est de 20ml/boite de pétri. En parallé¢le des témoins composés

de PDA « Potatoes dextrose agar » sans 1’extrait saponine de quinoa servent de controle.

L’incubation a été effectuée dans une étuve a la température de 28°C pendant 5 jours.

> Lecture des résultats

19



Matériel et méthodes

La lecture des résultats ou I’évaluation de la croissance mycélienne a été effectuée a partir
du 5éme jour d’incubation a 28°C par la mesure du diamétre de la zone de croissance des thalles.
Parallelement, j’ai déterminé le diamétre des souches fongiques en absence 1’extrait saponine de

quinoa (Témoin).
> Détermination du P.1.c

Selon (Boughendjioua, 2019) [D’effet antifongique est déterminé par la mesure du

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne en utilisant la formule suivante :
P.Ic (%) = (dt — dT/dt) x100
P.L.c : pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (%)
dt : la croissance diamétrale du témoin (mm).
dT : la croissance diamétrale du champignon en présence d’une concentration (C) de extrait (cm).

L'activité antifongique d’extrait alcalin étudiées a été évaluée selon le pourcentage de

l'inhibition de la croissance diamétrale des talles (%) :
= 30 a40 % : faible activité,
= 50460 % : activité modérée,
= 60 a 70 % : bonne activité,
= >70 % : excellente activité,
» Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VCM)

D’apres (Salhi et al, 2015) la vitesse de la croissance mycélienne de chaque concentration

est déterminée par la formule :

VCM = [D1/T1] + [(D2 - D1) / T2] + [(D3 - D2) / T3] +...+ [(Dn - Dn-1) / Tn]
VCM =Vitesse de croissance mycélienne (cm/h).
D = Diametre de la zone de croissance chaque jour (cm).

T = Temps d’incubation (heur)
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2.3.3. Pactivité Anti-inflammatoire in-vitro (I’extrai utilis¢ dans cette expérience est Extrait

éthanolique).
Principe de la réaction

L’activité Anti-inflammatoire in-vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu K,

(2013) avec de légéres modifications.

Le principe consiste a I’inhibition de dénaturation du BSA provoquée par la chaleur (72°C)

par les extraits.
Instrument utilisé
Spectrophotometre a cuve HELIOS EPSILON (Thermo scientifique)
Réactifs utilisés
1- Tampon Tris-Hcl 0.05M pH 6,6
2- BSA (bovine serum albumin)

3- Diclofénac de sodium (Standard)

Procédure

- Préparation du Tris-HC1 0.05 M PH : 6,6

1,2144¢ est dissous dans 200 ml de I’eau bi distillée. Le PH est par la suite ajusté a 6,6 avec
I’HCL.

- Préparation des extraits :

Différente concentration de 1’extrait de plante sont préparée a partir d’une solution mére de

10 000 ppm.

- Préparation du standard :

Différente concentration de Diclofénac sodique (forme injectable) sont préparée dans 1’eau

distillée a partir d’une solution mere de 500 ppm.

- Préparation des blancs :
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a- Pour chaque concentration d’extrait de plante un blanc extrait est préparé dans le quel 01ml
d’extrait est ajouté a 1 ml de Tris-Hcl (Ce blanc a pour but de soustraire 1’absorbance de

I’extrait des résultats obtenus).

b- un blanc BSA contenant 1 ml de la solution de BSA ajouté a 1 ml du solvant utilisé pour les
extraits (le résultat obtenu correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de substance
inhibitrice)

- Préparation de la solution BSA 0,2%

0,2 g de BSA est dissoute dans 100 ml de tampon Tris-Hcl

- Mode opératoire
1 ml de chaque concentration d’extrait ou du standard + 1 ml de solution de BSA 0.2%
préparé dans le Tris Hel PH : 6,6 incubations a 37 C” pendant 15 min. puis dans un bain marie a

72°C pendant 5 min.

Apres refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm dans un spectrophotometre a cuve.
2.3.4. L’activité Anti- oxydant (I’extrai utilis¢ dans cette expérience est Extrait éthanolique).
2.3.4.1 Activité biologie : Total Phénolique, TPC (Total Phenolic Content)

Principe de la réaction

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al.

(2010).

Le réactif FCR, constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040), est réduit, lors de Ioxydation des phénols, en
mélange d’oxydes de tungsténe (W8023) et de molybdene (Mo8023). La coloration bleue
produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption maximum aux

environs de 750 -765 nm.

Instruments utilisés

Un lecteur microplaque
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Réactifs utilisés

1- Eau distillée, Méthanol

2- FCR (Folin-Ciocalteu réactif)

3- Na;COsde 7,5% (Carbonate de sodium)
4- Acide Gallique

5- Extrait de plante

Mode opératoire :

1- Préparation de Carbonate de sodium (Na;CO3)a 7,5% :

7,5 grammes de NaxCOs et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.

2- Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou

Méthanol)

3- Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec I’eau distillée (9ml).
Procédure
20 pl d’extrait de plante + 100ul de FCR dilué (1 :10) + 75 pl de carbonate de sodium (7,5%) +
mettre le mélange a I’obscurité pendant 2h + lecture a 765 nm. Un blanc est préparé de la méme

maniere en remplagant I’extrait par le solvant utilis¢ (Méthanol).

Gamme d’étalonnage
Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :
On prend 0,5 mg de I’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la solution

S1 (0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :

25pg/ml ———— 25plde S1+ 175ul de MeOH
50 pg /ml ————>50ul de S1+ 150pul de MeOH
75pg/ml ——— 75ulde S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml ———— 100ul de S1+ 100p de MeOH
125pg /ml ———=125ul de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml ————=150pul de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /ml———= 175ul de S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml———= 200ul de S1
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20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75ul de
Na2CO3 (7,5%) + incubation 2h + lecture a 765nm.

2.3.4.2 Activité biologie : Dosage des Flavonols (Flavonol content)
Principe de la réaction :

La teneur en flavonols des extraits a ét¢ déterminée en utilisant la méthode colorimétrique

au trichlorure d’aluminium (AICI3).
Instruments utilisés
Un lecteur microplaque (Perkin Elmer, Enspire) est utilisé pour la mesure de I’absorbance
Réactifs utilisés :
6- Meéthanol
7- Eau distillée
8- Trichlorure d’aluminium (AICI3).
9- Acétate de sodium
10- Quercetin (Flavonol)
11- Extrait de plante
1-Préparation :

a- Trichlorure d’aluminium :

200 milligrammes de AlICIs sont dissouts dans 10 ml d’eau distillé.

b-Acétate de sodium :

500 milligrammes d’acétate de sodium sont dissouts dans 10 ml d’eau distillé

c- la gamme d’étalon de la Quercetine :
On prend 1 mg de la Quercetin et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la

solution SM : 0,2mg/ml. Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :

Quercetin (25) — 25 pl Sm+ 175 pl MeOH
Quercetin (50) — 50 pl Sm+ 150ul MeOH
Quercetin (75) ——=75 pl Sm + 125u MeOH
Quercetin (100) —— 100 pl Sm + 100pl MeOH
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Quercetin (125) —= 125 ul Sm + 75ul MeOH
Quercetin (150) ——= 150 pl Sm + 50ul MeOH
Quercétine (175) — 175ul Sm + 25u1 MeOH
Quercetin (200) —— 200ul Sm + 0 MeOH

d- Préparation de I’extrait

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de 1’eau distillée (ou

Meéthanol)
2-Procédure :

A- Pour Pextrait :

50 ul d’extrait de plante + 50 pl de trichlorure d’aluminium (AICl3) + 150 pul d’acétate de
sodium + mettre le mélange a I’obscurité pendant deux heures et demi + lecture a 440 nm. Un
blanc échantillon est préparé en remplagant les réactifs par le méthanol (50ul extrait + 200ul

méthanol).

B- Pour I’étalon :

50 pl de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 50 pl de trichlorure
d’aluminium (AICIz) + 150 pl d’acétate de sodium + mettre le mélange a 1’obscurité pendant deux

heures et demi + lecture a 440 nm.
2.3.4.3. Activité biologie : DPPH radical libre
Principe de la réaction

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du DPPH

(Blois 1958), le a-tocophérol, BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.
Instruments utilisés :

Un lecteur de microplaque a 96 puits de volume 200 pl pour chaque puits Réactifs utilisés :

1- Ethanol

2- DPPH

3- a-tocopherol
4- BHA

5- BHT
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6- Quercetine ou Catéchine
7- Extrait de plante
Mode opératoire :
Préparation de la DPPH :

Dissoudre 4 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -20°“a I’abri de la lumiére. L ’absorbance est 0.5 nm (517 nm)

dans le spectrophotometre.
Procédure :
160 pl (DPPH) + 40 pl (extrait) + lecture 517
2.3.4.4. Activité biologie : ABTS scavengingactivity
Principe de la réaction
L’activité¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999)

Instrument utilisé
Un spectrophotométre a cuve de volume 3 ml ou un lecteur a microplaque
Réactifs utilisé :

1- K5S,0s

2- ABTS

3- Eau distillée

4- Ethanol

5- a-Tocophérol, BHA
Procédure :

A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K>S>0Os: les deux produits ensolution
aqueuse sont mélangés et mis a ’abri de la lumiere pendant 12- 16H ; I’absorbancede la solution

ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H>O) a 0.700 = 0.020 a 734 nm avant 1’usage.

(ABTS") — 19,2 mg (7 mM) ABTS + 5 ml H,O + 3,3 mg (2.45 mM) (K2S:0s) +5 ml H,O+

attendre 16 heures al’abri de la lumiére
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Procédure :

160 pl (ABTS") + 40 pl (extrait) + attendre 10 mn + lecture a 734 nm
3.Analyse statistique

Les tests ont été réalisés en triplicatas et les résultats ont été exprimés sous forme moyenne
+ écart type. Le test analyse de variance (ANOVA) a été fait par le logiciel Excel 2013 Microsoft.

Les résultats sont considérés comme significatives lorsque (p<0.05).
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Résultats et discussion

1. Les activités biologiques

Les saponines de quinoa sont d’une grande importance pour I’industrie, en raison de leur
pouvoir moussant et peuvent étre utilisées dans les savons, détergents pour shampoing, les
cosmétiques. En raison perspectives pharmaceutiques et biologiques, les chercheurs continuent

d’étudier son activité biologique.
1.1. L’activité anti bactérienne

La sensibilité¢ de deux micro-organismes aux saponines de graines de quinoa (saponine sous
forme de poudre et I’extrait) concernant 1’activité antimicrobienne a ¢té déterminée par la méthode
de diffusion en disque. Le tableau 03. Ci-dessus montre le diameétre de la zone d’inhibition (zone
claire autour du disque) exercée par I’extrait saponine du Quinoa et la poudre de la saponine sur

les micro-organismes testés.

1.1.1. Escherichia Coli :

Tableau 03. Diameétres moyens de la zone d’inhibition en (cm) apres 24 h.

Escherichia Coli

Résultat de saponine poudre (Sp)

Concentration C1 (6mg) C2 (12mg) C3 (25mg) C4 (50mg)
Diametres moyens de la
zone d’inhibition en 1.1 1.3 1.3 1.28
(cm)

Résultat d’Extrait

Concentration C1 (6mg) C2 (12mg) C3 (25mgQ) C4 (50mg)
Diametres moyens de la
zone d’inhibition en 1.2 1.22 1.22 1.2
(cm)
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1.3 -

1.25 -

1.2 -

1.15 - W saponine poudre (sp)

M extrait
1.1 -

1.05 -

Les moyens de la zone d’inhibition en (mm)

6 mg 12 mg 25 mg 50 mg
Concentration

Figure09. La moyenne de la zone d’inhibition sous I’effet

de différentes concentrations (extrait et sp : /’Escherichia Coli).

Figure 10. Activité inhibitrice in vitro de saponine poudre sur I’ Escherichia Coli
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Figurell. Activité inhibitrice in vitro de I’Extrait sur I’ Escherichia Coli

1.2. Klebsiella pneumoniae :
L’effet antibactérien du quinoa sur I’espéce Klebsiella pneumoniae par la méthode de

diffusion des disques prés-émergées en DMSO, on a obtenu les résultats dans tableau 4 :

Tableau 04. Diamétres moyens de la zone d’inhibition en (cm) aprés 24 h.

Klebsiella pneumoniae

Résultat du saponine poudre (Sp)

Concentration C1 (12mg) C2 (50mg)
Diametres moyens de la
zone d’inhibition en 1.35 2.03
(cm)

Résultat d’Extrait

Concentration C1 (12mg) C2 (50mg)
Diameétres moyens de la
zone d’inhibition en 1.29 1.55
(cm)
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4.5 7

2.5 - msp

2 M Extrait

0.5 -

Les moyens de la zone d’inhibition en (cm)

12 mg 50 mg
Concentration

Figure 12. Moyennes de la zone d’inhibition de sous I’effet de différentes concentrations de

(Pextrait et sp) Klebsiella

Figurel4. Activité inhibitrice in vitro de I’Extrait sur Klebsiella pneumoniae
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Nos résultats montrent que I’effet du saponines de quinoa (poudre et extrait) a une activité
antimicrobienne contre E.Coli (1.1cm ~ 1.3cm) et Klebsiella pneumoniae (1.29cm ~ 2 .03cm),
ces résultats confirment que le saponine du quinoa a une activité antimicrobienne modérées sur

les deux bactérie examinées.

Une activité antimicrobienne a été trouvée, par exemple, dans I’effet des saponines qui ont
été séparée/ purifice par chromotographie sur colonne et identifiées par HPLC/MS et RMN, a
partir d’excréments préparés par Shixia Dong et al., (2020). Les bactéries testées étaient :
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Salmonella entritidis,
Pseudomonas aeruginosa et Listeria invanovi, tous les bactéries pré-mentionnées sont inhibé par

les différent extrait de saponine de Quinoa.

Un mélange de saponines entieres de quinoa a été rapporté comme étant actif contre les
levures (Woldemichael et Wink., 2001), et le méme résultat ont été confirmés par Bouzaher
Loubna., (2019) que : « un traitement alcalin a été utilisé parce que les extraits sont actifs contre

les bactéries et les levures ».

2. L’effet antifongique

Evaluation de la croissance mycélienne :

Considérant que I’activité antifongique est assumée selon la présence ou I’absence de
croissance mycélienne de Fusarium culmorum (FC) sur le milieu PDA sous les effets des deux

différentes concentrations de I’extrait de saponine de Chenopodium quinoa Willd.

Les résultats du test antifongique de saponine de quinoa sur le champignon Fusarium
culmorum apres le 5éme jour a montré une activité inhibitrice, les résultats sont montrés dans le

tableau 05.
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Tableau 05. Croissance mycélienne de Fusarium culmorum le Seme jour en présence de

saponine de Quinoa

Champignon Espaces Concentration Résultats de activité %
testés P antifongique d’inhibition
C1 (6mg) 57.5%
kx. 6
) fodla: Fe
gﬂ;ag'rﬂm Chenopodium

(Fo) quinoa Willd

C2 (25mg) 68.75%

e
FoNG: Fe. i
S
& 35 -
o
g
(5]
S 25
£% o
_g = M Extrait
::é 1.5
£ 1
()]
S 05
(T
= 0 Y
6 mg 25 mg
Concentration de saponine

Figurel5. La zone d’inhibition sur Fusarium culmorum sous ’effet de différentes concentrations

de I’extrait en (cm)
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L’évaluation de I’activité antifongique de saponine de Chenopodium quinoa Willd par la
méthode de contact direct, montre une efficacité aux extraits de saponine de quinoa vis-a-vis des

champignons phytopatogéne Fusarium culmorum.

L’extrait de saponine de Quinoa exerce le plus grand pouvoir inhibiteur 68.75% a la
concentration 25mg, tandis qu’il exerce une inhibition moins sensible 57.5% a la concentration
6mg, ce qui a été démontré par (Wolde michael et Wink., 2001), que la fraction de saponine
totale de Chenopodium quinoa présente une activité antifongique contre la croissance de Candida
Albicans, et que le traitement alcalin a un effet similaire contre Cinéria, mais I’effet est légerement

supérieur a celui de I’extrait purifié .

I1a également été rapporté, comme cité par Macarena et Ricardo (2008) ; que les saponines
de quinoa ont une activité antifongique contre d’autres champignons et que le quinoa a une activité
antifongique contre Botrytis Cineria et que cette activité est renforcée par un traitement alcalin.
Les saponins de quinoa présentent peu ou pas d’activité antifongique, sauf lorsque le mélange brut
des saponines appliqué a Candida Albicans est de 50pug/ml (Woldemichael et Wink., 2001), bien
que l’activité fongique soit généralement inférieure ou non égale a 1’activité des aglycones seuls,
la présence de chaines glucidique en C3 renforce I’effet antifongique des saponines, mais aussi sur
la perméabilit¢é membranaire (Stuardo et San Martin. 2008), selon (Woldemichael et Wink.
2001) et I’effet sur la croissance mycélienne est probablement plus prononcé pour les saponines

monodesmosides que pour les chaines glucidiques.

3. L’effet antioxydant

3.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites végétaux secondaires bioactifs largement présents
dans les aliments d’origines végétaux couramment consommeés. Il excite trois types de polyphénols
sont les flavonoides, les acides phénoliques et les tanins, qui agissent comme de puissants

antioxydants in vitro.

Tableau 06. Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

Polyphénols totaux (ug EAG/ml) * | Flavonoides (ug EQ/ml) **

Extrait 20,18+1,47 17,15+1,03

*La teneur en polyphénols totaux est exprimé en pg équivalent acide gallique /ml (ug GAE/ml)
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**La teneur en flavonoides est exprimée en pug équivalent quercetine /ml (ug EQ/ml).

Le tableau ci-dessus (tableau 06.) montre que les résultats pour des flavonoides totaux
(TFC), les polyphénols (TPC) different significativement (P <0.05),La quantité du TFC est 17.5ug
EQ/ml. En revanche, la quantité de TPC est significativement plus élevée avec 20.18ug EAG/ml.

Nos résultats sont similaires a celle de (Jin P et al,2017) le flavonoide TFC= 20.19 mg et
les phénol totaux TPC= 16.28mg.

Les composés phénoliques sont principalement présents dans la couche externe du tégument
par conséquent, I'¢limination des saponines par traitement perlant entraine généralement la perte
des composés phénoliques. Diminutions de 21,5 % et 35,2 % pour les composés phénoliques libres
et liés composés dans les graines de quinoa a été observé apres un degré de perlage de 30%, qui
¢taient sensiblement inférieurs a ceux des autres céréales. L'auteur a expliqué que les composés
phénoliques contenus dans les graines de quinoa pourraient se répartir plus uniformément dans les

graines Zhu ,F (2020).

3.2. Test DPPH

L’activité antioxydant de I’extrait du saponine de grains de quinoa a été évaluée a I’aide de
la méthode de réduction du pouvoir antioxydant ferrique et de I’essai de pi¢geage des radicaux

libres DPPH.

Les résultats de Dl’activité anti radicalaire au DPPH ont été exprimés en pourcentages

d’inhibition et en concentration d’inhibition de 50% pour chaque concentration (Tableau 07).

Tableau 07. Activité antiradicalaire contre le DPPH.

Extracts Pourcentage d’inhibition (%)
12,5 ng 25 ng 50 ng 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg ICso pg/ml
Extrait - 0,34+0,20 1,19+0,78 3,34+0,29 8,32+0,69 21,86+0,59 | 40,77+1,37 >800
Standard | 3.125pg 6.25 ng 12.5 ng 25 png 50 pg 100 pg 200 pg ICso pg/ml
BHT 11,69+1,88 | 22,21£1,30 | 37,12+1,80 | 52,63+2,70 | 56,02+0,53 | 83,60+0,23 | 87,2840,26 | 22.32+1.19
BHA | 28,95+1,16 | 54,33+1,59 | 76,761,65 | 84,09+0,35 | 87,53+0,82 | 87,730,15 | 88,43+0,23 | 5.73+0.41

- *Values expressed as means+S.D. of three parallel measurements. (p < 0.05).

- ®Reference compounds.

- nt: not tested, na: not absorbance.
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L’extrait a montré une activité antiradicalaire de IC50 >800 trés faible par rapport aux

valeurs des standards BHA (IC50= 5.73+0.41 pg/ml), BHT (IC50= 22.32+1.19 pg/ml et

en comparaison avec les résultats présentés par (Jin P et a/,2017), (1C50=0.25+0.1).

3.3. Test ABTS

Les résultats de I’activité¢ anti radicalaire a I’ABTS ont été exprimés en pourcentages

d’inhibition et en concentration d’inhibition de 1% pour chaque concentration de I’extrait (tableau

08).
Tableau08. Activité anti-radicalaire contre le radical ABTS
Pourcentage d’inhibition (%)
Extracts
12,5 png 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg ICs0 pg/Ml
Extrait 5,814+2,57 11,61+£0,74 | 17,76+0,86 | 28,25+1,47 | 47,83+2,21 | 68,89+0,86 | 81,46+1,96 | 246,01+11,17
Standard 3.125 ng 6.25 ng 12.5 ng 25 ng 50 pg 100 pg 200 pg ICs0 pg/Ml
BHT 59.22+0.59 | 78.554+3.43 | 90.36+0.00 | 92.18+1.27 | 93.37+0.86 | 94.87+0.87 | 96.68+0.39 1.29+0.30
BHA 83.4244.09 | 93.52+0.09 | 93.58+0.09 | 93.63+0.16 | 93.63+0.95 | 94.20+0.90 | 95.39+2.62 1.81+0.10

- *Values expressed as means+S.D. of three parallel measurements. (p < 0.05).
- ®Reference compounds.

- nt: not tested, na: not absorbance.

L’extrait a montré une activité antiradicalaire de IC50= 246.01+ 11.17, faible par rapport aux
valeurs des standards BHA (IC50= 1.81£0.10 ug/ml), BHT (IC50= 1.294+0.30 pg/ml), (Jin P et
al,2017) .Bien que les expériences DPPH et ABTS soient un test pratique pour déterminer les
antioxydants activité, ils ne peuvent donner qu'une idée globale et ne peuvent pas étre utilisés
comme un outil fiable en raison du manque de conditions in vitro comme le pH et la température,
la biodisponibilité, I'absorption et le métabolisme des antioxydants composants Tang, Y.; Tsao,
R. (2017)
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4. L’effet anti-inflammatoire

120

100
80
60
40
20
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Pourcentage d'inhibition (%)

m Extrait m Diclofenac
Figurel6. L’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire in vitro a été déterminée par une légére modification de la
méthode de Kandikattu K, (2013), dont le principe consiste a 1’inhibition de la dénaturation
induite par la chaleur (72C") de la BSA par I’extrait. Notre étude a montré que le taux d’inhibition
de l’anti inflammatoire est (~110%) pour la concentration 8mg/ml par apport au standard
(Diclofénac). Il est outil de souligner que la plante utilisée pour cette étude est efficace a réduire
I’effet Inflammatoire, Gallego et son équipe (2007) ont rapporté que la richesse des plantes en
composés phénoliques et notamment en flavonoides, peut moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire par inhibition de [Dactivit¢é des enzymes qui peuvent étre responsables des
inflammations, ou inhibition de ’expression des médiateurs inflammatoires. D’autres études, ont
montré que les flavonoides, comme la myricétine et la quercétine possédent un effet anti-
inflammatoire important et cela peut étre lié a I’activité antioxydante qui inhibe les médiateurs de
I’inflammation suite au blocage de 1’action des cyclooxygénase et lipoxygénase (Mastuda et al.,

2002 ; Delporte et al., 2005 ; Yongmoon et al.,2005).
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Conclusion

La présente étude est réalisée au niveau de deux endroits 1- au niveau de laboratoire de la faculté
des sciences de la nature et de la vie Université des Frére Mentouri -Constantine 1-, 2-au niveau
de laboratoire du centre de biotechnologie (CRBT).

L’objectif de ce travail est de mettre 1’accent sur les propriétés biologiques des saponines des
grains de Chenopodium quinoa Willd, une plante herbacée annuelle récemment introduite en
Algérie. Les extractions sont réalisées par deux méthodes : alcoolique (extrait éthanolique) et
extrait alcalin, puis le dosage des saponines totales par la méthode acide acétique glacial/acide
sulfurique, les différents tests d’activités biologiques de cette ¢tude sont : Activité antimicrobienne,
antifongique, antioxydant, anti-inflammatoire.

L’activité antimicrobienne par la technique de de dilution en milieu liquide apres le traitement
alcalin et le saponine poudre ce dernier a montré une activité vis-a-vis aux souches Gram-positives,
car le diametres moyens de la zone d’inhibition dans la concentration(25-50mg) (1 .3cm) pour la
souches Escherichia coli et la zone d’inhibition chez Klebsiella pneumoniae (1.55 et 2.03)
saponine poudre, extrait respectivement. Les résultats du test antifongique sur le champignon
Fusarium culmorum apres le 5éme jour a montré une bonne activité inhibitrice dans le pourcentage
de I’inhibition de la croissance diamétrale des talles est 68.75 %.

Pour I’effet antioxydant les résultats montrent que le taux des flavonoides (TFC) et polyphénols
totaux (TPC), différent significativement (P < 0.05) selon le test anova, la concentration du TFC
est 17.5ug EQ/ml. En revanche, la quantité de TPC est significativement plus élevée avec 20.18ug
EAG/ml.

Les résultats de I’activité anti radicalaire DPPH a montré une activité anti radicalaire trés faible de
IC50 >800, Ainsi Les résultats de I’activité anti radicalaire ABTS a montré une activité anti
radicalaire faible IC50= 246.01+ 11.17.Malgré la teneur légerement élevée en molécules
bioactives dans le saponine du Quinoa, notre étude avait clairement démontré que 1’ extrait
¢thanoique du saponine est efficaces a réduire I’effet inflammatoire pour une meilleure activité
anti-inflammatoire supérieure au diclofénac pour la concentration 8mg /ml car le taux d’inhibition
est plus élevés de 110% .

Grace a I’étude que nous avons menée sur les saponines de quinoa, nous avons obtenus
I’effet antioxydant lorsqu’il contient des composée phénoliques qui ont un fort pouvoir
antioxydant. Ces composés peuvent aider a protéger les cellules contre les dommages causés par
les radicaux libres. Elles contribuent également a I’effet anti-inflammatoire, certains composés

présents dans la saponine de grains de quinoa, tel que la quercétine peuvent avoir des effets anti
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inflammatoire. Cela peut aider a réduire 1’inflammation dans le corps et a prévenir les maladies
inflammatoires chroniques externe Acné, Eczéma, Dermatite granulomateuse ,Pyodermatomie du

visage ....

L’étude in vitro a montré que les extrait de saponine de quinoa étaient efficaces contre
plusieurs souches de bactéries pathogeénes notamment [’Escherichia coli et Klebsiella
pneumoneae, souche de champignon comme Fusarium culmorum, de plus d’autres études ont
¢galement montré que ces extraits pouvaient inhiber la croissance de certains champignon et
bactéries . Cet effet antimicrobien et anti fongique sont dus a la présence de composés bioactifs
dans les saponines tels que les flavonoides, et les acides phénolique. Ces composés peuvent aider
a perturber la membrane cellulaire des microorganismes, ce qui entraine leur mort ou leur

incapacité a se reproduire.

Bien que des ¢études in vitro aient suggéré que les saponine quinoa peut avoir les effet
antibactérien, anti inflammatoire, antifongique, antioxydant, des recherches supplémentaires sont

nécessaires pour déterminer I’efficacité de cet extrait contre les infections chez I’homme.
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Résumé

L’objectif de ce travail est de mettre 1’accent sur les propriétés biologiques des saponines
des grains de Chenopodium quinoa Willd, une plante herbacée annuelle récemment introduite en
Algérie. L ‘étude est réalisée au niveau de laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de
la vie Université des Frére Mentouri Constantine -1- et le laboratoire du centre de biotechnologie
(CRBT).Les extractions sont réalisées par deux méthodes : alcoolique (extrait éthanolique) et
extrait alcalin, puis le dosage des saponines totales par la méthode acide acétique glacial/acide
sulfurique, les différents tests d’activités biologiques de cette ¢tude sont : Activité antimicrobienne,

antifongique, antioxydant, anti-inflammatoire.

L’activité antimicrobienne a montré une activité vis-a-vis aux souches Gram-positives, pour
la souches Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. Les résultats du test antifongique sur le
champignon Fusarium culmorum apres le 5éme jour a montré une bonne activité inhibitrice .
Concernant I’effet antioxydant, les résultats montrent que le taux des flavonoides (TFC) et
polyphénols totaux (TPC) est significative. Pour 1’activité¢ anti radicalaire DPPH a montré une

activité antiradicalaire tres faible, idem pour I’activité anti radicalaire ABTS .

Malgré la teneur légérement €levée en molécules bioactives dans le saponine du Quinoa, notre
¢tude a clairement démontré que 1’ extrait ethanolique du saponine est efficaces a réduire 1’effet
inflammatoire pour une meilleure activité anti-inflammatoire superieure au diclofénac car le taux

d’inhibition est trés important.

Mots-clés : Saponine, Extrait éthanolique, Extrait alcalin, Activité biologique, Antioxydante,

antiinflammatoire.



Abstract

The objective of this work is to emphasize the biological properties of the saponins of the grains
of Chenopodium quinoa Willd, an annual herbaceous plant recently introduced in Algeria. The
study is carried out at the laboratory level of the Faculty of Nature and Life Sciences University
of Brother Mentouri Constantine -1- and the laboratory of the biotechnology center (CRBT). The
extractions are carried out by two methods: alcoholic ( ethanolic extract) and alkaline extract, then
the determination of total saponins by the glacial acetic acid/sulfuric acid method, the various
biological activity tests of this study are: Antimicrobial, antifungal, antioxidant, anti-inflammatory

activity.

Antimicrobial activity showed activity against Gram-positive strains, for Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae strains. The results of the antifungal test on the fungus Fusarium culmorum
after the Sth day showed good inhibitory activity. Regarding the antioxidant effect, the results show
that the rate of flavonoids (TFC) and total polyphenols (TPC) is significant. For the anti-radical
activity DPPH showed a very weak anti-radical activity, the same for the anti-radical activity

ABTS.

Despite the slightly high content of bioactive molecules in quinoa saponin, our study clearly
demonstrated that the ethanolic extract of saponin is effective in reducing the inflammatory effect
for better anti-inflammatory activity than diclofenac because the rate of inhibition is very

important.

Keywords: Saponin, Ethanolic extract, Alkaline extract, Biological activity, Antioxidant, anti-

inflammatory.
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Résumé

L’objectif de ce travail est de mettre 1’accent sur les propriétés biologiques des saponines des grains de
Chenopodium quinoa Willd, une plante herbacée annuelle récemment introduite en Algérie. L ‘étude est
réalisée au niveau de laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la vie Université des Frere
Mentouri Constantine -1- et le laboratoire du centre de biotechnologie (CRBT).Les extractions sont réalisées
par deux méthodes : alcoolique (extrait éthanolique) et extrait alcalin, puis le dosage des saponines totales par
la méthode acide acétique glacial/acide sulfurique, les différents tests d’activités biologiques de cette étude

sont :Activité antimicrobienne, antifongique, antioxydant, anti-inflammatoire.

L’activité antimicrobienne a montré une activité vis-a-vis aux souches Gram-positives, pour la souches
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. Les résultats du test antifongique sur le champignon Fusarium
culmorum apres le 5éme jour a montré une bonne activité¢ inhibitrice . Concernant 1’effet antioxydant , les
résultats montrent que le taux des flavonoides (TFC) et polyphénols totaux (TPC) est significative. Pour
I’activité anti radicalaire DPPH a montré une activité antiradicalaire tres faible, idem pour I’activité anti

radicalaire ABTS .

Malgré la teneur légerement ¢élevée en molécules bioactives dans le saponine du Quinoa, notre étude a
clairement démontré que I’ extrait ethanolique du saponine est efficaces a réduire 1’effet inflammatoire pour

une meilleure activité anti-inflammatoire superieure au diclofénac car le taux d’inhibition est trés important.

Mots-clés : Saponine, Extrait éthanoique, Extrait alcalin, Activité biologique, Antioxydant, antiinflammatoire.
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