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Introduction

La culture du quinoa indigéne (C. quinoa) est une des plus anciennes, originaire de la
région des Andes en Amérique du Sud, principalement au Pérou, en Equateur, au Chili, en
Bolivie et en Colombie (Garcia M. A et al., 2018), ou cette derniére a une superficie plantée
de 2 600 hectares et une production de 4 781 tonnes par an (Ministry of Agriculture and Rural
Développement, MADR. 2018. July 2021). L’essor de ce cultivar est d0 a ses propriétés
nutritionnelles, a son adaptabilité & différentes conditions environnementales et a sa variabilité
génetique, qualités qui enfont une culture prometteuse pour la sécurité et la souveraineté
alimentaires (FAO, 2011).

Cependant, le quinoa contient dans le péricarpe (86 %) des composés antinutritionnels,
appelés saponines (Rafik S et al., 2021), qui donnent au grain un got amer. Ces composés
peuvent étre tres toxiques, ils sont ingérés en grandes quantités, c’est pourquoi ils doivent étre
¢liminés avant d’étre consommés (Ahumada A et al., 2016). Les saponines sont des
métabolites secondaires qui jouent un role important dans la défense des plantes contre les
attaques des herbivores, des ravageurs et des maladies (Ruiz K et al., 2017) et se trouvent dans
différents organes végétaux, tels que les feuilles, les tiges, les fleurs et les racines. Environ 31
saponines triterpéniques ont été rapportées pour le quinoa, avec une teneur comprise entre 0,1
et 5 %, réparties dans toutes les parties de la plante, mais avec une concentration élevée
principalement dans les graines (Ahumada A et al., 2016). (Kilinc O et al., 2016).

Les saponines présentes dans les graines de quinoa peuvent étre utilisées dans I’industrie
cosmétique et pharmaceutique car elles ont des propriétés biologiques anti-inflammatoires,
anticancéreuses, antioxydantes, antifongiques, antibactériennes et hémolytiques (Lin M et
al., 2019). En outre, elles sont utilisées dans divers produits agro-industriels, tels que les

détergents, les savons, les shampooings, les biopesticides (Han Y et al., 2019),
(Velasquez M et al., 2020).

Actuellement, les agriculteurs extraient ces métabolites des graines de quinoa en raison
de leur gout amer, en utilisant de grands volumes d’eau, en générant une grande quantité de
déchets solides et en contaminant les sources d’eau naturelles. Il existe différentes
méthodologies pour 1’extraction des saponines, 1’extraction physique ou scarification étant la
plus utilisée, qui produit un sous-produit riche en saponines et autres nutriments par friction
mécanique (Rafik S et al., 2021).
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D’autre part, en raison de la nature amphiphile des saponines, d’autres techniques sont
utilisées, telles que le Soxhlet et la macération, qui sont basees sur la solubilité du soluté
(saponines), en les extrayant avec un solvant (par exemple, un mélange d’alcool et d’eau), ou
des facteurs tels que [I’agitation et 1’augmentation de la température améliorent

considérablement le processus d’extraction (Cheok et al., 2014).

Notre étude a pour objectifs d’étude activités biologique des saponines de 1’espéce Quinoa
(Chenopodium quinoa Willd). Activité antifongique, Activité hémolytique et activité

insecticide.
Cette étude a été divisée en trois parties :

e La premiére partie, est consacrée a une synthese bibliographique concernant le theme
de travail.
e Ladeuxieme partie est la partie experimentale, elle est formée de Matériel et méthodes.

e Latroisieme parties Résultats et discussion.
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1) L’origine du quinoa :

Le quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) et I’amarante (Amaranthuscruetus L.) sont
originaires de la région andine d’Amérique du Sud appartiennent tous deux a la famille des
chénopodiacées, le quinoa et I’amarante sont des plantes a large feuilles (non graminées) et
leurs graines ont été incorporées dans les aliments habituels a base de céréales. Les graines de
quinoa et d’amarante en tant que pseudo-céréales, ne contiennent pas de gluten.
Sont exemptes de gluten et ont fait I’objet d’une grande attention ces dernieres années en raison
de leur valeur nutritionnelle exceptionnelle et de leurs bienfaits potentiels pour la santé et leurs
effets bénéfiques potentiels sur la santé. C’est pourquoi la nation unies FAO a également
déclaré I’année 2013 »Année internationale du quinoa», promouvoir la plantation, le
développement et la recherche sue le quinoa, I’amarante et leurs produits dérivés. La grande
variabilité génétique du quinoa et I’amarante est un avantage se s’adapter a la plupart des
régions arables du monde. Des climats tropicaux aux climats tempérés, dans différentes

conditions environnementales (Sustain Dev, 2013)

D’apres les témoignages historiques, Le quinoa aurait ét¢ 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 avant J-C (Bhargava et al., 2013) ;( Herbillon, 2015)

Le Pérou et la Bolivie sont les principaux producteurs suivis par I’Equateur, Chili, Colombie et
I’ Argentine. Le Mexique produit essentiellement cette plante pour la consommation locale. Les

autres pays sont en train d’élaborer des projets sur le quinoa (FAO, 2011).
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Worldwide production and distribution of Quinoa

Agricultural diversity of Quinoa

Pert:

A"

Chile: -
Colombia n development
Argentina i T 8 <500 ton/yr

0 5 10 15 20 25 30 @ 500-1000 ton/yr
Number of genetically improved varieties B >30000 ton/yr

Figure 1 : Répartition mondiale de la production de quinoa (FOA 2011)

2) Domestication

Avant sa domestication, le quinoa sauvage servait probablement déja de nourriture pour ses
feuilles et ses graines. Des preuves de sa morphologie ont été retrouvées sur des poteries
Tiahuanaco, représentant la plante du quinoa avec plusieurs panicules le long d’une méme tige,
ce qui suggererait une des souches les plus primitives (FAO, 2014).

Du point de vue de sa variabilité génétique, le quinoa est une espece oligocentrique avec un
centre d’origine trés vaste et une diversification multiple. La région andine et les rives du Lac
Titicaca, en particulier, présentent la plus grande diversité et variation génétiques (FAO, 2014).
Le quinoa a subi de nombreuses transformations morphologiques durant sa domestication et
comme produit des activités humaines, notamment une inflorescence plus compacte a
I’extrémité de la plante, une augmentation de la taille de la tige et des graines, la perte des
mécanismes de dispersion des graines et de hauts niveaux de pigmentation (FAO, 2014).
Durant la domestication, les populations andines ont manifestement sélectionné les génotypes
en fonction de leur utilisation et de leur tolérance aux facteurs biotiques et abiotiques adverses,
pour aboutir aux plantes et écotypes d’aujourd’hui, dotés de différentes caractéristiques : le
Chullpipourles soupes, le Pasankalla a griller, le Coytos pour la farine, le Reales pour la pissara,
I’Utusayapoursa résistance a la salinité, le Witullas et 1’Achachinos pour leur résistance au
froid, le Kcancollas pour sa resistance a la sécheresse, le Quellus ou graine jaune pour son

rendement élevé , le Chewecas pour sa résistance a ’humidité excessive, I’Ayaras pour sa




Partie 01 : synthese bibliographique

valeur nutritionnelle (bon équilibre acides aminés essentiels-protéines) et le ratuquis pour sa
précocité (FAO, 2014).

3) Classification scientifique de quinoa

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

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

Depuis 2009, une nouvelle classification dite phylogénétique (APG I11) range le quinoa dans

la famille des Amaranthaceae.

Tableau I : Classification scientifique de quinoa.

Classification de Cronquist (1981)

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsidae
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Chenopodiaceae
Genre Chenopodium
Classification APG 111 (2009)

Ordre Caryophyllales
Famille Amaranthaceae
Nom binomial

Chenopodium quinoa Willd., 1798

4) Phenologie de quinoa

Les grains germent en une dizaine d’heures environ et au champ les cotylédons apparaissent
généralement vers le 7eme jour apres I’émergence. La croissance racinaire est en rapport étroit

avec celle de la partie aérienne (Del Castillo et al., 2008).

L'échelle de développement a été décrite par Mujica et Canahua (1989) en 12 phases, les

durées indiquées de chaque phase sont des nombres des jours moyens.
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i

S
3 4
@ @ ®
1.- émergence 7.~ panicule
2.- deux feuilles vraies 8 - début de floraison

3.- quatre feullles viales 9.~ floraison

10.~ grains laiteux
11.- grains pateux
12.- maturité physiologique

4 - slx feullles vrales
5.- ramification
6.- début de panicule

(12

Figure 2 : Culture et phénologie de quinoa (FAO 2001)

- Stade Levée

Elle correspond a la sortie de la plantule et au déploiement des feuilles cotylédonaires
(germination épigée). Elle se produit entre sept et dix jours apres le semis, en conditions de

germination optimales.
- Deux feuilles vraies

Les deux premiéres feuilles vraies apparaissent 15 a 20 jours apres le semis, conjointement a
une croissance rapide des racines. Elles sont de forme rhomboidale au contraire des feuilles

cotylédonaires, lancéolées. Elles sont trés sensibles aux attaques d’insectes.
- Quatre feuilles vraies

La deuxieme paire de feuilles vraies se déploie 25 a 30 jours aprés le semis. Les feuilles
cotyledonaires sont toujours vertes. La plantule montre dans cette phase une assez bonne
résistance au froid et a la sécheresse, mais ses feuilles tendres constituent une alimentation de

choix pour les ruminants.
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- Six feuilles vraies

L’apparition de la troisiéme paire de feuilles vraies se produit 35 a 45 jours apres le semis, alors
que les feuilles cotylédonaires commencent a se flétrir. L’apex végétatif est nettement protége
par les feuilles les plus agées, en particulier lorsque la plante est soumise a un stress (thermique,

hydrique ou salin).
- Ramification

A partir du stade huit feuilles, soit 45 a 50 jours apreés le semis, on peut observer pour les variéteés
qui ramifient la présence de bourgeons axillaires jusqu’aux troisiémes nceuds. Les feuilles
cotylédonaires jaunies, tombent et laissent une cicatrice sur la tige. L’inflorescence n’est pas

encore visible recouverte et protégée par les feuilles.
- Début de formation de la panicule

L’inflorescence commence a apparaitre a 1’apex de la plante au bout de 55 a 60 jours, entourée
d’une agglomération de feuilles de toute petite taille qui la recouvrent encore partie.
Parallelement, la premiere paire de feuilles vraies jaunit et n’est plus photosynthétiquement

active. La tige s’allonge et son diameétre augmente.
- Panicule

L’inflorescence est désormais clairement visible au-dessus des feuilles, ainsi que les glomérules

qui la composent. Des boutons floraux individualisés apparaissent, 65 a 70 jours apres le semis.
- Début de floraison

Les premiceres fleurs s’ouvrent 75 a 80 jours apres le semis. La plante commence a étre plus

sensible au froid et a la sécheresse.
- Floraison

L’ouverture de 50% des fleurs de 1’inflorescence se produit aux environs du 90eme ou 100eme
jour Cette observation doit se faire a la mi-journée, les fleurs se refermant pendant la nuit. C’est
durant cette phase que la plante est la plus sensible aux gelées. Les feuilles inférieures, flétries,

tombent.
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- Grain laiteux

Le grain est qualifié de laiteux 100 a 130 jours apres le semis, car un liquide blanchétre en sort
lorsqu’une pression est exercée sur le fruit. Un déficit hydrique pendant cette phase peut
entrainer une forte diminution du rendement.

- Grain pateux

L’intérieur des fruits devient d’une consistance pateuse, toujours de couleur blanche, 130 a 160
jours apres le semis.

- Maturité physiologique

Le grain, plus résistant a la pression, est a maturité au bout de 160 a 180 jours, avec une teneur
en eau inférieure a 15%. Pendant le remplissage des grains depuis la floraison, la plupart des

feuilles ont jauni et sont tombées si bien que la défoliation est presque compléte a maturité.

Figure 4 : Structure du grain de Quinoa (Beatriz et al. 2012).

5) Valeur nutritionnelle et antinutritionnelle du quinoa :

5-1Valeur nutritionnelle :
Les graines de quinoa (QS) sont compactes, digestes, et constituent également une riche source
de protéines, de lipides, de fer, de magnésium,de fibres et de vitamines(JAgronTechnol et al.,
2024).
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5-2Valeur antinutritionnelle :
5-2-1 Lessaponines :
Selon (Savarino P et al., 2022), les saponines sont des métabolites spécifiques
abondamment présents dans les plantes et plusieurs animaux marins. Leur cytotoxicité
élevée est associée a leurs propriétés membranolytique, c’est-a-dire a leur propension a
perturber les membranes cellulaires lors de leur incorporation. En tant que telles, les
saponines sont tres intéressantes pour de nombreuses applications, a condition que la relation
entre leurs structures moléculaires et leur activité biologiques soit comprise au niveau
moléculaire. Dans la présente étude, nous nous sommes concentrés sur les saponines
bidesmosidiques extraites de I’enveloppe du quinoa, dons les chaines saccharidiques sont
ajoutées a ’aglycone par deux liaisons différentes, une liaison glycosidique et une fonction
ester. Cette derniére position est sensible aux modifications chimiques, telles que I’hydrolyse
et la méthanolyse. Nous avons préparé et caractérisé trois ensembles de saponines en
utilisant la spectrométrie masse :
% Des saponines bidesmosidiques directement extraites de I’enveloppe broyée
%+ Des saponines monodesmosidiques avec un group acide carboxylique
% Des saponines monodesmaosidiques avec une fonction ester méthylique
L’impact des modifications structurelles sur 1’activité membra-nolytique des saponines a été
évalué sur la base de la détermination de leur activité hémolytique. Les saponines
bidesmosidiques naturelles ne présentent aucune activité hémolytique, méme a la plus forte
concentration testée (500 Lg-ml). Les saponines hydrolysées dégradent déja les érythrocytes a
20 pg-ml, alors qu’il faut 100 pg-ml de saponines transestérifiées pour induire une activité
détectable. L’observation que les saponines monodesmosidiques, hydrolysées ou
transestérifiées, sont beaucoup plus active contre les érythrocytes que les saponines

bidesmosidiques sont probablement la forme dormante des saponines dans les plantes.

a) Classification et structure :
L’hydrolyse des saponines produit un glycon (sucre) et un aglycone (sapogénine). Selon la
structure de I’aglycone ou de la sapogénine, Les saponines sont classées en deux catégories :
les saponines neutres et les saponines acides. Les saponines neutres sont derivees de stéroide
avec des chaines latérales spirocétales qui sont presque exclusivement présentes dans les

angiospermes monocotylédones et les saponines acides qui possédent une structure de type
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triterpénoide, qui est la plus courante et qui se trouve principalement dans les angiospermes

dicotylédone (www.friedli.com/herbs/phytochem/ saponin).

Saponine
Glycone Aglfcone
Sugar sapogenin
1-Glucos PN
2-Arabinose Neutral saponin acidsaponins
3-xylose* l l
4-glucuronicacid steroids triterpenoids

Figure 3 : Classifications des saponines.

Les sapogénines sont constituées d’un aglycone polycyclique, par exemple une stéroide choline
ou un triterpernoide. L’aglycone peut contenir une ou plusieurs liaisons C-C insaturées. La
chaine d’oligosaccharides est normalement attachée en position C 3 (monodesmosidiques),
mais de nombreuses saponines ont une fraction de sucre supplémentaire en position C26 ou
C28 (bidesmosidiques). La grande complexité de la structure des saponines provient de la
variabilité de la structure de 1’aglycone, de la nature des chaines latérales et de la position
d’attachement de ces moitiés sur 1’aglycone. Le troisiéme group est celui des amines

stéroidiennes, également connues sous le nom d’alcaloides stéroidiens (Sparg S.G, 2004).

Selon (Francis G, 2002) les saponines sont constituées d’une fraction de sucre contenant
généralement du glucose, du galactose, de I’acide glucuronique, de la xylose, du rhamnose ou
du méthylpentose, liée de maniere glycosidique a un aglycone hydrophobe (sapogénine) qui

peut étre de nature triterpénoide ou stéroidienne.

La capacité d’une saponine a mousser est due a la combinaison de la sapogénine non polaire et
de la chaine latérale soluble dans 1’eau. Les saponines sont ameéres réduisent 1’appétence des

aliments pour le bétail.
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La voie principalement aux deux types de sapogénines est similaire et implique le couplage
téte-queue d’unités d’acétate. Cependant, apres la formation de I’hydrocarbure triterpénoide le
squaléne, une branche apparait qui mene aux stéroides dans une direction et aux triterpénoides

cycliques dans I’autre.
oyau stéroide spirocétal
Acétate —»Mévalonate — Squaléne e
T riterpénoidepentacyclique
b) Rodle des saponines dans les plantes :

Les saponines ont de multiples effets sur les cellules animales, les champignons et les bactéries,
mais peu d’études se sont intéressées a leur fonction dans les cellules végétales. De nombreuses
saponines sont connues pour étre antimicrobiennes, pour inhiber les moisissures et pour
protéger les plantes contre les attaques d’insectes. Les saponines peuvent étre considérées
comme faisant partie des systemes de défense des plantes et a ce titre, elles ont été incluses dans
un vaste groupe de molécules protectrices trouvées dans les plantes et appelées
‘phytoanticipines’ ou 'phyto-protecteurs © (Benie T et al.,1990)

c) Role des saponines chez les étres vivants

La membrane des globules rouges, riche en acides in N-acétyl-neuraminique, est globalement
chargée négativement (Muramatsu N et al., 1990), (Stuardo M et al., 2008). Cette charge
négative globale permanente est indispensable pour empécher les globules rouges de s’agréger
et pour crée une forte concentration d’ion positifs tout autour des globules rouges (Kawasaki
H et al., 1990) (San Martin et al., 2008). La plus grande activité des saponines hydrolyséees
qui présentent une charge négative nette peut étre liée a cette accumulation de charges positives
autour des globules rouges. Nous avons récemment montré que la désulfatation des saponines
sulfatées charge négativement extraites de holothuriascabra génére des saponines neutres dont

I’AH ne peut plus étre détecté (Savarino et al., 2022).
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6) Les activités biologiques

Outre leur intérét nutritionnel, les graines de quinoa offrent une large gamme de composés
chimiques dont les propriétés thérapeutiques sont activement étudiées depuis quelques années.

En effet, le milieu scientifique prend conscience de la valeur du quinoa dans la problématique

De la santé humaine et évalue son potentiel en tant que ressource pour le développement

d’aliments fonctionnels.

Les précurseurs de ce concept apparu dans les années 1980 sont les autorités japonaises qui
réalisent qu’une amélioration de la qualité de vie était primordiale au sein de la population agée
croissante, sans que cela n’empiéte considérablement sur le colit des soins de santé. Ce concept
alimentaire a ensuite été adopté par les américains puis les européens, cependant sa définition
fait I’objet de nombreuses contradictions. En résumé, « un aliment peut étre considéré comme
fonctionnel s'il a été démontré de facon satisfaisante qu'il exerce un effet bénéfique sur une ou
plusieurs fonctions cibles de I'organisme, au-dela des effets nutritionnels de base, de maniére a
améliorer la santé et le bien-étre et/ou a réduire le risque de maladie » (définition proposee
par I’'ILSI Europe en 1998).

Par ailleurs, certains composes bioactifs ont montré des propriétés pharmacologiques
intéressantes, laissant entrevoir de possibles applications dans le domaine pharmaceutique. Ce
constat concerne également des composés initialement destinés a étre éliminés, ce qui
permettrait a terme d’utiliser ces sous-produits. L’exemple le plus flagrant est celui des
saponines contenues dans I’enveloppe des graines. Responsables de leur amertume, réputées
toxiques et reconnues comme étant les principaux facteurs antinutritionnels du quinoa, elles

présentent néanmoins un grand nombre d’activités biologiques (Herbillon Marie, 2015).

Précisons que dans certains cas, et en particulier concernant les saponines, les activités
rapportées n’ont pas systématiquement été étudiées avec le quinoa, toutefois il existe

suffisamment de preuves de leurs effets dans d’autres végétaux (Herbillon Marie, 2015).

6-1. Activité antifongique

Les saponines du quinoa présentent une activité antifongique importante puisqu’elles inhibent
la croissance de Candida albicansa 50 ug/ml. Cet effet a été observé avec un melange brut de
saponines, tandis que les saponines individuelles pures ont montré peu ou pas d’activité, ce qui

suggere un effet synergique (Woldemichael et Wink, 2001).
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Plus récemment, les saponines contenues dans I’enveloppe des graines de quinoa ont également
montré une activité contre Botrytis cinerea. Comme pour ’activité molluscicide, les extraits de
saponines non traités n’ont montré qu’une activité minimale, tandis qu’aprés un traitement
alcalin, la croissance mycélienne et la germination des conidies étaient significativement
inhibées. On suppose encore gque cette opération entraine la formation de derivés de saponines
plus hydrophobes ayant une plus grande affinité pour les stérols présents dans les membranes
cellulaires (Stuardo et San Martin, 2008).

6-1-1- les champignons pathogenes :

a) Les champignons phytopathogénes

Les champignons phytopathogénes sont des especes de champignons parasites qui provoquent
des maladies cryptogamiques chez les plantes. Ces champignons appartiennent au regne des
eumycoceétes, regroupant un large éventail de groupe des organismes pluricellulaires qui sont
les moisissures. Les champignons restent de potentiels producteurs de mycotoxines (Quillien
J.F, 2002) et elles sont moins sensibles que les bactéries aux conditions du milieu et résistent
bien aux conditions acides du sol (Delahaye et al., 2011).

Plusieurs moisissures, notamment les genres Acremonium, Aspergillus, Botrytis,
Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus, Stachybotrys, Trichoderma et Fusarium sont connus pour
étre des contaminants des produits agricoles et/ou pour leur capacité a produire des métabolites
toxiques. (Cahagnier B et Richard-Molar D, 1998).

A-1) Le Fusarium

Les Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs, causant des
flétrissements et des pourritures sur de nombreuses especes végétales cultivées (Benhamou N
et al., 1997). Ces champignons contaminent les céréales, les légumes, les arbres fruitiers
provoquant des maladies nommées fusarioses. lls sont responsables des fontes de semis et

contaminent les sols (Trenholm H et al., 1988).
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A-2) Classification

Le systeme Saccardo de classification des champignons imparfaits « fungi imperfecti » (Henni

J.E, 1998) classe Fusarium comme suit :

Tableau 11 : Classification de fusarium.

Embranchement Thallophytes

Classe Deutéromycétes

Ordre Monodiales

Famille Tuberculariacées

Genre Fusarium

Espéces - Fusarium graminearum
- Fusarium oxysporum

6-2 Activité hémolytique

Les saponines ont tendance a altérer la perméabilité cellulaire et, par conséquent, exercent une
toxicité générale sur tous les tissus organises. Il a été avancé comme hypothése que les
différentes saponines pouvaient produire différentes modifications structurelles dans les lipides
des membranes cellulaires mais il reste & éelucider la relation exacte de ces changements

structurels avec I’hémolyse.

Cette propriété a été étudiée sur des cellules saines et néoplasiques et aucune différence de

comportement n’a été établie (Basu et Rastogi, 1967).

Nous avons vu précédemment quel les saponines monodesmosidiques ont montré une activité
hémolytique supérieure aux saponines de type bidesmosidique car seuls les monodesmosides
agissent comme détergents et peuvent lyser les biomembranes (Woldemichael et Wink,
2001).L’activité hémolytique est représentée comme dépendante de la longueur des chaines
glucidiques, ainsi que de la présence d’une chaine glucidique en C3 ou de groupes fonctionnels
sur la sapogénine (Voutquenne et al., 2002), ce qui suggere que 1’augmentation du caractére

lipophile de la saponine via I’estérification des groupements carboxyliques tend a faciliter
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I’interaction avec les membranes cellulaires. En outre, la présence d’un acide carboxylique libre
en C28 semble essentielle pour la cytotoxicité (Quetinleclercq et al., 1992 ); (Oda et al., 2000
); (Woldemichael et Wink, 2001).

6-3 Activité insecticide

Comme la consommation de quinoa augmente en raison de sa valeur nutritionnelle, les
chercheurs sont intéressés par le développement de nouvelles technologies. L'innovation la plus
importante dans la transformation du quinoa concerne les opérations unitaires pour I'élimination
des saponines ; comme mentionné précédemment, les saponines donnent un go(t amer au
produit et doivent donc étre éliminées pour obtenir des propriétés organoleptiques souhaitables,
mais ce sous-produit du quinoa peut étre utilisé dans d'autres industries.

Les propriétés physicologiques et biologiques de la saponine l'ont rendue utile pour des
applications commerciales dans I'agriculture, telles que la préparation de bio-insecticides et
d'aliments, ainsi que dans le secteur des cosmétiques et des produits pharmaceutique.

Des études ont suggeéré que les substances phytochimiques, telles que les saponines, peuvent
étre transformeées si la méthode de transformation alcaline est utilisée lors d'une expérience, il
a été observé que les saponines simples de quinoa transformées par la méthode alcaline

présentaient une activité inhibitrice remarquable contre les bactéries. (APrajapati et al., 2024)
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1-Matériel

1-1Matériel végétale :

Le matériel végetal utilisé est la poudre des saponines de Chenopodium quinoa Willd.

Figure 4 : Poudre de saponine.

1-2 Matériel biologique :
Les souches fongiques :

Fusaruim 1 : F. graminearum | Fusaruim 2 : F. oxysporuml | Fusaruim 3 : F. oxysporum2

2-Méthodes :

2-1 Extraction des saponines :

2-1-1 Extraction alcalin :

Le quinoa a été traité avec de l'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. Ces
conditions se sont avérées maximiser la disparition des saponines originales du quinoa été séché

a 70°C pour atteindre une teneur en humidité d'environ 8-10% p/p.
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2-2 les activités biologiques :

2-2-1 L’effet antifongique :
a) Préparation du 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 cosmetiques et

pharmaceutiques.

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée : 200g de 1’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 1minute.
- Répartir en tubes ou flacons.
-Autoclave a 121°C pendant 20 minutes.

La gélose stérile bouillie dans un bain-marie pendant environ 1h du temps pour devenir liquide,
puis il sera coulé dans des boites de pétrie avec une épaisseur de 4 a 5mm dans une zone stérile
par le Bec benzéne puis laissées sechera température ambiante prés du bec benzéne pour éviter

leurs contaminations avec les bactéries de I’air. (Emanfo et al., 2013).

b) Protocol expérimentale

Inhibition de la croissance mycélienne :

La capacité de I'extrait végétal a inhiber la croissance mycélienne est évaluée, des disques
mycéliens de 5 mm provenant d'une culture de 7 jours de chaque souche de Fusarium testée
sont ensemenceés sur des boites de Pétri contenant un milieu PDA additionné d'un volume de
I'extrait végétal pour obtenir une dilution de 10 % (la solution mere est préparée en diluant
10mg/100ml de DMSO). Les boites sont incubées a 25 + 2°C pendant 5 jours et la croissance
mycélienne est déterminée par le diameétre de croissance moyen. Le pourcentage d'inhibition de

la croissance mycélienne est calculé a lI'aide de la formule suivante :

Inhibition de la croissance (%) = (Dc-Dt) /Dt x 100

Dc : diameétre de croissance du témoin (mm) et Dt : diametre de croissance en présence de

I'extrait végétal (mm).
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2-2-2 I’effet hémolytique :

a) Préparation PBS :

En dissolvant 8g de (NaCl), 1,45g de (Na2HPO4-2H20), 0,29 de (Kcl), 0,2g de (KH2PO4)

dans un volume de 1 L d’eau Milli-Q ; le pH de la solution a été ajusté a 7,4.
b) Evaluation de I’effet hémolytique

Le test de I’effet hémolytique des extraits (saponines de quinoa) a été réalisé, in vitro, sur une
suspension érythrocytaire du sang humain incubée dans un tampon phosphate salin (PBS), pH
7,4.

c) Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé d’un donneur sain unique dans un tube d’héparine, est centrifugé
a 2500 tours/minutes pendant 10 minutes. Apres élimination du plasma, le culot est lavé 2 fois
avec une solution de PBS, le culot ainsi obtenu est suspendu a nouveau dans le méme volume

du plasma éliminé, la suspension érythrocytaire ainsi obtenue est diluée 20 fois par PBS.
d) Préparation des extraits

Les différents extraits des saponines (poudre et avec traitement alcalin) de quinoa sont dilués
dans du tampon phosphate salin (PBS). Pour obtenir les différentes concentrations (25 mg/ml,
75 mg/ml)

e) Test d’hémolyse

Mettre dans chaque tube a hémolyse 1950ul de la suspension érythrocytaire préparée, avec
20ul de I’extrait a différentes concentrations (25 mg/ml, 75 mg/ml). Incuber les tubes dans

I’incubateur & 37°C durant 60 min. Puis arréter la réaction avec un bain glacon.

La lecture de 1’absorbance (Abs) de chaque tube est effectuée a 548nm a l’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Visible contre le blanc contenant du PBS apreés leur centrifugation a

2500 tour/minute durant 20 min.

Un tube témoin négatif est préparé dans les mémes démarches expérimentales. Il est composé
de 250ul de suspension érythrocytaire et 750ul du tampon phosphate (PBS), en absence

d’extrait.
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Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, nous avons préparé un

tube d’hémolyse totale qui contient 100ul de la suspension érythrocytaire et 1900ul d’eau

distillée et en absence d’extrait.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage (%), selon la formule

suivante :
Taux d’hémolyse (%) = (Aextrait _ A témoin négatif) / A témoin positif X 100
2-2-3 L’effet insecticide :
a) Test insecticide :

Le test insecticide a base de saponine et d'extrait a été effectué sur des pucerons en utilisant une
solution préparée dans des conditions appropriées. Les boites de pétris ont été apportées et des
trous ont été creusés au niveau des couvercles des boites, disposer deux feuilles de plantes dans

chaque boite de pétris, en recouvrant la cote de la feuille par un coton imbibé d'eau.

-Disposer les pucerons dans les boites contenant dix (10) pucerons, puis distribuer la solution

préparée a distance aux insectes.
Fermez les boites et attendez le résultat en prenant en compte les conditions précédentes.

Aprés 24 heures, Comptez-la quotidiennement les insectes vivants pendant une période de 7
jours (Abohts, 1925) :

Taux de mortalité (%) = (Témoin _ App (jour 1)) / Témoin X 100

21



Partie 03 :

Reésultat et discussion




Partie 03 : Résultat et discussion

1-L’effet antifongique :

L’évaluation de I’activité antifongique de saponine de Chenopodium quinoa Willd (poudre et
extrait) par le fusarium graminearum et les 2 fusarium oxysporum 1 et 2 montre une efficacité

aux extraits de saponine de quinoa vis-a-vis des champignons phytopathogéne Fusarium sp.

Fusl Fus2 Fus3

90
80
70
6
5
4
3
2
1

Taux d'inhibition
o o o O O O

concentration 100pg/ml

B témoin sans extarit % m % d'inhibition extrait 100mg/ml

® % d'inhibition poudre 100mg/ml

Figure 5 : Taux d’inhibition (%) de la croissance de (ST et S) a la concentration 100 pug/ml a
fonction des especes de fusariums par apport au témoin.

Fus 1 : F. graminearum

Fus 2 : F. oxysporum

Fus 3 : F. oxysporum

Les figures (5,6) ci-dessus représentent les taux d’inhibition de la croissance de (ST et S) a la

concentration 100pug/ml (mm) en fonction des espéces de Fusaruim par rapport au témoin.

Les résultats obtenus montrent : L’effet inhibiteur de ST et S sur la souche fusarium

graminearum été pratiqguement similaire a celui du témoin (63,33%) (63,33%) (60%).
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Figure 6 : Activité antifongique contre Fusarium sp du blé. (A) Fusl; (B) Fus 2; (C) Fus 3.
(1) Témoin (PDA) ; (2) Extrait ; (3) Poudre

L’effet inhibiteur de ST sur la souche fusarium oxysporum 1 est meilleur que celui du témoin

et S qui exerce une inhibition moins sensible (80%) (60%) (58,33%) respectivement.

L’effet inhibiteur de la souche fusarium oxysporum 2 ST est plus grand que celui du témoin et
S (75%) (60%) (50%) respectivement.

Donc ’effet inhibiteur dépend de I’extrait utilisé et de la souche testée. Ce qui a éte démontré
par (Woldemichael 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 1’effet est 1égérement supérieur a celui de

I’extrait purifié.
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Il a également été rapporté, comme cite 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 saponines de quinoa présentent peu ou pas d’activité antifongique, sauf lorsque le mélange
brut des saponines appliqué & Candida Albicans est de 50ug/ml (Woldemichael et Wink ,
2001), bien que D’activité fongique soit généralement inférieure ou non égale a ’activité des
aglycones seuls, la présence de chaines glucidique en C3 renforce 1’effet antifongique des
saponines, mais aussi sur la perméabilité membranaire (Stuardo et San Martin, 2008), selon
(Woldemichael et Wink, 2001) et I’effet sur la croissance mycélienne est probablement plus

prononceé pour les saponines monodesmosides que pour les chaines glucidiques.

2-I’effet hémolytique :
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Figure 7: Taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations de

Saponine poudre et extrait par apport a I’hémolyse totale.

Les résultats relatifs aux taux d’hémolyse induit par les différentes concentrations des saponines

de quinoa (extrait et poudre) sont présentés dans la figure (7).

D’apres les résultats nous avons noté un taux d’hémolyse bas (32,32%) par apport a I’hémolyse

totale pour la concentration de 25mg/ml de S.

Par contre le taux d’hémolyse de ST (50,25%) par apport a ce dernier pour la méme

concentration.
Pour la concentration 75mg/ml, le taux d’hémolyse a I’effet de ST est le plus éleve (61.86%).
Alors que le taux d’hémolyse obtenu avec la S est égale (47.44%) par apport I’hémolyse totale.

L’hémolyse maximale obtenue de ST (61,86%) a la concentration 75mg/ml est considéré

comme étant le plus toxique vis-a-vis des globules rouges.

En revanche, a une concentration maximale de 75mg /ml, la S de saponine présente un taux
d’hémolyse de 47,44%.

Donc S de saponine présente une faible toxicité méme a une concentration élevée 75mg/ml par

apport a I’extrait qui donne une forte toxicité apres le contact avec les érythrocytes humains.
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Les saponines sont des composants terpéniques, 1’effet hémolytique peut étre expliqué par la
présence de ces molécules qui ont la capacité d’induire la formation des pores a travers les
membranes cellulaires, entrainants I’hémolyse et la libération de I’hémoglobine dans le plasma

(Makkar et al., 1997).

La constatation que les saponines monodesmosiques, hydrolyseées ou transestérifiées, sont
beaucoup plus actives contre les érythrocytes que les bidesmosiques. De plus, 1’observation
selon laquelle les saponines chargées négativement, c’est —a-dire que les hydrolysés sont plus

hémolytiques que les neutres, cela pourrait étre lié au sang rouge membrane cellulaire structure.

3-L’effet insecticide :
L’effet insecticide a permis de déterminer I’efficacité de 1’insecticide a base de S et ST est

évalué a partir de mortalité enregistrée chez les pucerons pendant 7 jours.

120%

F I [ |
80% T
60%
40%
20% 1
0%
1 2 3 4 5 6 7

Jours

Taux de mortalité %

BT WS mST

Figure 8: Mortalité observée en fonction de la saponine poudre(S) et extrait
(ST) par apport au témoin(T) pendant 7 jours.

Dans la présente étude nous avons testé I’efficacité de 1a S et de ST du la plante quinoa contre

les pucerons.

La figure (8) montre que le taux de mortalité des insectes qui dépend de saponine (S et ST) par

apport au temoin (T) et la durée d’exposition (7jour).

27



Partie 03 : Résultat et discussion

En effet nous avons estimé un taux de mortalité 37% pendant 24 h (1jour) qui a atteint 100 %

apres 5 jours par apport au témoin avec la S.

Pour ST, le taux a monté jusqu’a 70% durant 24 h (1 jour) et atteint 100% dans 72 h (3éme

jour) par apport au témoin.

Ce qui explique I’efficacité du ST et qui présente un bon effet insecticide que la S car il
provoque une mortalité de 100% des pucerons pendant 3 jours par contre la S atteint 100%

apres 5 jours.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenu par autres chercheurs qui ont mis en évidence

I’effet insecticide.

D’aprés (Regnault-Roger et al., 2002), I’analyse chromatographique des résidus botaniques
hydrodistillés indique la présence de nombreux composés phénoliques, acides phénols et
flavonoides qui provoquent la perturbation de la motricité de 1’insecte ; de plus la toxicité des

polyphénols est corrélée positivement avec le pouvoir attractif du composé.
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Conclusion générale

Conclusion Générale :

Le quinoa est une plante d ‘origine d’Amérique du sud ; considéré a tort comme une

céréale.

Il 'y a une quarantaine d’année, le monde redécouvert cette plante qui s’est introduite
récemment en Algérie et commence a s’intéresser de la composition chimique exceptionnelle
de ses graines, elles renferment de haut valeur nutritionnelles (protéines, acides aminés,
calcium...) et des substances antinutritionnels dans la graine qui menace de diminuer la
biodisponibilité¢ de tous ces nutriments. Les saponines sont des composeés amers et
particulierement toxiques, localisés dans les couches externes de la graine et peuvent donc
facilement étre éliminés par lavage ou abrasion mécanique. Le présent travail s’inscrit donc,
dans le cadre d’une valorisation et évaluation des activités antifongique et anti hémolytique,
effet insecticide des extraits de saponine et les saponines brute. Notre étude avait clairement
montré que les extraits des saponines pour cette étude sont efficaces a réduire I’effet biologique.

Toutefois, ce potentiel s’est manifesté surtout important pour I’extrait que la poudre.

Cette étude a montré que 1’extrait de saponine était efficace contre plusieurs souche des
champignons phytopathogénes tel que « Fusarium graminearum et 2 fusarium oxysporum »

plus que la poudre. L’extrait pouvait inhiber la croissance de certains champignons.

L’effet antifongique est dii a la présence des composés bioactifs dans les saponines telles
que les flavonoides et les acides phénoliques, ces composés peuvent aider a perturber la
membrane cellulaire des microorganismes ce qui entraine leur mort ou leur incapacité a se

reproduire.

L’effet hémolytique d’extrait montre que les saponines monodesmosiques, hydrolysées
sont plus actives contre les globules rouges que les saponines bidesmosiques (saponine poudre),
en plus les composants terpéniques qui ont la capacité d’induire la formation des pores a les

membranes cellulaires et entrainants 1’hémolyse.

L’extrait de saponines a un effet insecticide bio sur les insectes tels que les pucerons,
cet extrait montre une toxicité élevée comparativement a la poudre de saponine car la présence
des composes phénoliques et les flavonoides provoquent la perturbation de la motricité de

I’insecte.

En perspective, il est prévu de tester les graines du Chenopodium quinoa Wild sur des
plusieurs différents agents phytopathogeénes et des insectes nuisibles pour repérer le spectre
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Conclusion générale

d’action afin de développer une alternative par apport a I’utilisation des fongicide et pesticide

(insecticide) d’origine synthétique dans le but les remplacer par des traitements biologiques a
base des extraits des plantes.
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Résumé :
Cette étude est réalisée au niveau de laboratoire de I’institut national de la recherche

agronomique d’Algérie (INRAA) de Constantine EI Khroub et les laboratoires de la faculté des

sciences de la nature et la vie Université des freres Mentouri Constantine.

L’objectif de cette étude et d’évaluer les effets biologiques de ’extrait et la poudre des

saponines des graines de quinoa.

L’activité antifongique est réalisée sur PDA sous les effets de I’extrait et la poudre de
saponine avec une concentration de 100ug/ml, les souches utilisées sont Fusarium graminearum

et 2 fusarium oxysporum.

Les résultats obtenus indiquent que le test antifongique de saponine sur les souches du
fusarium précédentes a montré une activité inhibitrice efficace et hautement significative de
I’extrait (63.33% ; 80%,75%) par apport a la poudre (63.33% ; 68% ; 50%) respectivement.

Pour I’effet hémolytique, les résultats montrent que le taux hémolyse de I’extrait a
concentration de 75mg/ml (61,86%) est plus élevé que le taux d’hémolyse de saponine poudre
a la méme concentration (47,44%). Le test avait montré que 1’extrait de saponine a un effet

hémolytique élevé contre les érythrocytes.

Pour I’effet insecticide, les résultats obtenus pendant 7 jours ont montré que I’extrait a
provoqué un taux de mortalité maximal avec une valeur de 100% pendant 72h (3jour) en

comparaison avec le taux maximal de mortalité par la poudre est de 100% apres 5 jours.

Enfin les résultats confirment que ’effet de I’extrait a une grande efficacité par apport

a la poudre.

Mots clés : saponine, extrait, antifongique, hémolyse, insecticide.




ABSTRACT :

This study is carried out at the laboratory level of the National Institute of Agricultural
Research of Algeria (INRAA) of Constantine El Khroub and the laboratories of the Faculty of

Natural Sciences and Life University of the Mentouri Brothers Constantine.

The objective of this study is to evaluate the biological effects of quinoa seed saponin
extract and powder.

The antifungal activity is carried out on PDA under the effects of the extract and saponin
powder with a concentration of 100pg/ml, the strains used are Fusarium graminearum and 2

fusarium oxysporum.

The results obtained indicate that the saponin antifungal test on the previous fusarium
strains showed an effective and highly significant inhibitory activity of the extract (63.33%;
80%,75%) when added to the powder (63.33%; 68%; 50%) respectively.

For the haemolytic effect, the results show that the haemolysis rate of the extract at a
concentration of 75mg/ml (61.86%) is higher than the haemolysis rate of saponin powder at the
same concentration (47.44%). The test had shown that saponin extract has a high hemolytic

effect against erythrocytes.

For the insecticidal effect, the results obtained for 7 days showed that the extract caused
a maximum mortality rate with a value of 100% for 72 hours (3 days) compared to the maximum

mortality rate by the powder is 100% after 5 days.

Finally, the results confirm that the effect of the extract is highly effective when added

to the powder.

Key words : saponin, extract, antifungal, hemolysis, insecticide.
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LES ANNEXES




Tableau (1) : les résultats de 1’activité antifongique.

Témoin Extrait % Poudre %

sans extrait | 100mg/ml | d’inhibition | 100mg/ml | d’inhibition

(mm) (mm) (mm)
Fus 1 60 11 63,33 22 63,33
Fus 2 60 12 80 25 58,33
Fus 3 60 15 75 30 50

Tableau (2) : Evaluation des absorbances des tubes contenant une suspension érythrocytaire

en présence de la poudre et ’extrait de saponine du quinoa, incubé a 37C° durant 60 minutes a

548 nm.

Concentration mg/mi Saponine poudre(S) L’extrait (ST)
25 0.86 0.15
75 0.99 0.05

Témoin positif=0.582 Témoin négatif=0.86

Tableau (3) : Evaluation de taux d’hémolyse (%) de la poudre et I’extrait de saponine par

apport a I’hémolyse totale.

Concentration Taux Taux Taux d’hémolyse
mg/mi d’hémolyse% de | d’hémolyse% de | totale %(témoin)
saponine I’extrait (ST%0)
poudre(S%o)
25 32.32 50.25 100
75 47.32 61.86 100




Tableau (4) : Evaluation le nombre des pucerons vivants pendant 7 jours a 1’effet de saponine

poudre par apport au témoin.

Jours Témoin(T) Répétition1(R1) | Répétition2(R2) | Répétition3(R3)
1 10 7 8 3
2 10 5 6 1
3 7 4 2 1
4 6 3 0 1
5 4 1 0 0
6 1 0 0 0
7 1 0 0 0

Tableau (5) : Evaluation le nombre des pucerons vivants pendant 7 jours a 1’effet de saponine

extrait par apport au témoin.

Jours Témoin(T) Répétition1(R1) | Répétition2(R2) | Répétition3(R3)
1 10 4 3 2
2 6 2 1 1
3 6 0 0 O
4 6 0 0 0
5 3 0 0 0
6 3 0 0 0
7 1 0 0 0




Tableau (6) : Mortalité (%), pendant 7 jours des pucerons a I’effet de saponine poudre.

Jours Témoin % Répétition (1) | Répétition (2) | Répétition (3)
% % %

1 37 30 20 60

2 60 50 40 90

3 66.66 42.85 71.42 85.71

4 78 50 100 83.33

5 92 75 100 100

6 100 100 100 100

7 100 100 100 100

Tableau (7) : Mortalité (%), pendant 7 jours des pucerons a I’effet de saponine extrait.

Jours Témoin % Répétition (1) | Répétition (2) | Répétition (3)
% % %

1 0 60 70 80

2 40 66.66 83.33 83.33

3 40 100 100 100

4 40 100 100 100

5 30 100 100 100

6 30 100 100 100

7 90 100 100 100

Tableau (8) : Effet de la poudre et I’extrait de saponine du quinoa sur le taux de mortalité des

pucerons.

Jours Témoin Saponine poudre(S) |L’extrait (ST)
1 0% +0 37% £21 70% £10

2 20% %0,28 60% +26 77,7% 11,79

3 35% 0,071 66,6% +21,81 100% +0

4 40% 0 78% £25 100% =0

5 65% +0,071 92% +14 100% =0

6 80%=0,141 100% +0 100 +0




90% +0 100% +0 100 +0
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L’activité antifongique est réalisée sur PDA sous les effets de 1’extrait et la poudre de saponine avec une concentration de

100ug/ml, les souches utilisées sont Fusarium graminearum et 2 fusarium oxysporum.

Les résultats obtenus indiquent que le test antifongique de saponine sur les souches du fusarium précédentes a montré une
activité inhibitrice efficace et hautement significative de I’extrait (63.33% ; 80%),75%) par apport & la poudre (63.33% ; 68% ; 50%)

respectivement.

Pour I’effet hémolytique, les résultats montrent que le taux hémolyse de I’extrait & concentration de 75mg/ml (61,86%) est
plus élevé que le taux d’hémolyse de saponine poudre a la méme concentration (47,44%). Le test avait montré que 1’extrait de

saponine a un effet hémolytique élevé contre les érythrocytes.

Pour D’effet insecticide, les résultats obtenus pendant 7 jours ont montré que l’extrait a provoqué un taux de mortalité
maximal avec une valeur de 100% pendant 72h (3jour) en comparaison avec le taux maximal de mortalité par la poudre est de 100%

apres 5 jours.

Enfin les résultats confirment que I’effet de 1’extrait a une grande efficacité par apport a la poudre.
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