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Introduction Générale

Avant méme l'aube de I'histoire, les humains ont indubitablement tiré des avantages
vitaux en decouvrant les plantes médicinales et aromatiques, servant a la fois d'aliments et de
remedes. La médecine traditionnelle est devenue donc une composante essentielle de chaque
civilisation. Récemment, une grande variété d'herbes et d'épices sont utilisées dans le monde

entier, continuant ainsi & promouvoir la santé (Inoueet al., 2018)

Les graines de Lupinus albus, ou le lupin blanc, sont depuis longtemps reconnues pour
leurs valeurs nutritionnelles et leurs bienfaits potentiels pour la santé. Ces graines sont
reconnues pour leur teneur élevée en protéines, en fibres alimentaires et en composés
bioactifs, tout en ayant une faible teneur en matieres grasses. Ces caractéristiques les rendent
attrayantes non seulement pour la nutrition humaine, mais aussi comme complément

alimentaire pour les animaux (Pereira et al., 2022).

L'évaluation des activités biologiques des graines de lupin blanc permet de reveler leur
potentiel en tant que superaliment. Les études récentes indiquent que la consommation de ces
graines peut aider a prévenir des maladies telles que [I'hypertension, les maladies
cardiovasculaires et les troubles métaboliques, grace a leurs propriétés antioxydantes et anti-

inflammatoires (Spina et al., 2022).

Cependant, malgré ces découvertes prometteuses, il subsiste des lacunes dans la
comprehension complete des mécanismes sous-jacents aux activités biologiques des graines
de lupin blanc. Notamment, les études sur les effets des différents composés bioactifs présents

dans les graines de lupin et leur interaction avec le métabolisme humain qui restent limitées.

Pour cela, la présente étude se propose donc de combler ces lacunes en évaluant les
activités biologiques spécifiques des graines de lupin blanc, en mettant I'accent sur leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes. En effet, nous avons
effectué des tests de la mise en évidence des métabolites secondaires tels que les alcaloides,
les flavonoides et les tanins..., qui contribuent aux propriétés nutritionnelles et thérapeutiques
de cette légumineuse. Cette analyse a permis également de quantifier quelques composés

bioactifs, tels que les flavonoides et les polyphénols.

Le manuscrit est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre synthétise les données
bibliographiques sur les plantes médicinales, la description de Lupinus albus, les huiles

essentielles et les métabolites des plantes médicinales. Le deuxieme est consacré a la
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caracterisation du matériel biologique utilisé ainsi que la description des méthodes suivies. Le

troisieme présente les résultats obtenus et leur interprétation. Enfin, le travail se termine par
une conclusion et des perspectives.



Chapitre 1 ;
Synthese
bibliographique



Synthese bibliographie

1. Médecine traditionnelle

De nombreux pays utilisent régulierement des formes de médecine traditionnelle. En
Afrique, les plantes médicinales représentent des ressources essentielles pour la majorité des
populations rurales, ou plus de 80 % les utilisent pour assurer leurs soins de santé en

I’absence d'un systéme médical moderne (Jiofack et al., 2010).

La médecine traditionnelle tire ses origines de différentes cultures. Elle joue un rdle
important dans la découverte de traitements efficaces. D’ailleurs, environ 40% des
médicaments actuels sont basés sur des produits naturels utilisés dans la médecine
traditionnelle, incluant des exemples emblématiques comme l'aspirine, la pilule contraceptive

et les traitements contre le cancer (OMS, 2023).

En 2022, 1'0Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a répondu a I’intérét croissant en
matiere de médecine traditionnelle, en créant un centre mondial d’OMS pour la médecine
traditionnelle, avec le soutien du gouvernement indien. Ce centre vise a promouvoir la
médecine traditionnelle, qui est fondee sur des données probantes pour répondre aux besoins
de santé mondiaux, et contribuera a I'élaboration d'une nouvelle stratégie pour la méedecine
traditionnelle pour la période 2025-2034 (OMS, 2023).

Au 9™ siecle, les premiers écrits concernant les plantes médicinales en Algérie et dans
la région du Maghreb sont attribués a Isha-Ben-Amran, un médecin du prince de Kairouan

(Tunisie), qui a rédigeé divers traités de la médecine traditionnelle (Baba Aissa, 2000).

Malgré le colonialisme francais, les botanistes ont réussi a répertorier en Algérie un
grand nombre d'espéces ayant des propriétés médicinales. En 1942, Fourmevnt et Roques ont
publié un ouvrage sur les plantes médicinales et aromatiques et décrivent 200 especes
étudiées principalement dans le Nord Algérien et six dans le Sahara. Aujourd'hui, en Algérie,
la phytothérapie est largement pratiquée pour traiter diverses affections telles que le diabéte,
les rhumatismes, la perte de poids, et méme des maladies réputées incurables (Belkhodja,
2016).

2. Plantes médicinales

Selon la XM édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont définies
comme des drogues Vvégétales, dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses. En outre, ces plantes peuvent également avoir des usages alimentaires,

condimentaires ou hygiéniques (Chabrier, 2010).

3
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Récemment, la Pharmacopée francaise a défini avec précision les plantes médicinales
comme des drogues végétales, c’est est une plante ou une partiec de la plante ayant des

propriétés médicinales (Cardenas, 2019).

3. Phytothérapie

Le mot phytothérapie est étymologiquement composé de deux racines grecques : phuton
et therapeia, qui signifie plante et guérison, respectivement (Chabrier, 2010). La
phytothérapie peut donc étre définie comme une discipline allopathique, visant la prévention
et le traitement de certaines pathologies et/ou états fonctionnels en utilisant des plantes, des
parties de plantes ou des préparations a base de plantes, prises ou appliquées a l'extérieur
(Chabrier, 2010).

Dans les années 80, le ministére de la Santé frangais a officiellement défini la
phytothérapie comme une forme de médecine a part entiére. Les médicaments utilisés en
phytothérapie sont doses en principe actifs, ils contiennent une concentration plus ou moins
importante, mais toujours connue. La phytothérapie implique 1’utilisation de plantes sous
diverses formes galéniques : tisanes, décoctions, infusions ou extraits chaud ou froid de la
plante ou d'une partie spécifique de celle-ci, comme les racines, les tiges, les feuilles, les

fleurs, les graines et ’écorce (Charline, 2021).

4. Lupinus albus

4.1Historique

Le lupin blanc (Lupinus albus L.) est une légumineuse originaire de la région
méditerranéenne et de I'Afrique du Nord (Kass et Wink, 1999), il est cultivé depuis
I’antiquité et a été exploité pour divers usages, incluant le fourrage, la production d’engrais,
ainsi que la consommation des graines(Pereira et al., 2022).Les graines du lupin blanc,
également appelées haricots sont connues sous différents noms selon les régions : lupins ou
lupinos en Amérique latine, altramuz en Espagne, tremoco au Portugal et au Brésil, et lupins
dans les pays anglophones. Actuellement, le lupin suscite un vif intérét en raison de sa valeur

nutritionnelle remarquable (Spina et al., 2022).

4.2 Définition

Le Lupinus albus L. (lupin) est une lIégumineuse dont les graines suscitent un intérét
croissant en raison de leurs propriétés nutritionnelles remarquables. Elles sont reconnues pour
leur haute teneur en protéines et en fibres alimentaires, ainsi que leur faible teneur en matieres
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grasses (Pereira et al.,2022) Les graines de lupin blanc, lisses et comprimées, sont les plus

populaires pour la consommation (Figl), car elles sont dépourvues de substances toxiques et
ne demandent pas une préparation laborieuse (Sbabou, 2009).

Figure 1 : Lupinusalbus. Les feuilles, les fleurs et la graine.

(https://www.semencesdupuy.com/lupinus-alba/983-lupinus-alba.html

4.3 Classification

Les lupins sont classés dans I’embranchement des spermaphytes, plus spécifiquement

dans le sous-embranchement des angiospermes, le Lupinus albus L appartient a (Shabou,
2009) :

Regne : Plantae
Classe : Magnoliopsidae
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fables
Famille : Fabaceae
Sous-famille : Papilionacées
Tribu : Genistées
Genre : Lupinus
Espéce : Lupinus albus. L (Ainouche et al., 2004)


https://www.semencesdupuy.com/lupinus-alba/983-lupinus-alba.html
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4.4 Nomenclature

Le nom scientifique de cette plante est Lupinus albus L. Elle est également connue sous
plusieurs autres noms vernaculaires tels que termis (EGY) (Shabou, 2009), termoceiro,
termoceirobranco, termoceiro de Beira, termoco (Po) (Brink et al., 2006). En langue
francaise, elle est souvent appelée lupin blanc, lupin d’Egypte, lupin. En anglais, elle est
principalement désignée sous le nom de white lupin, white lupine. Son nom en Espagnole et
Italie est, Altramuz, Altramuz blanco, Altramuz blanco amargo, Chocho, Lupino.
Lupinobianco(Léger, 2007).

4.5 Description morphologique de Lupinus albus

Le Lupinus albus est une plante herbacée annuelle. Il se présente généralement sous la
forme d'une tige dressée, cylindrique et simple, mesurant entre 20 et 40 cm de hauteur
(Fig.2.). La surface de la tige ainsi que celle des feuilles est recouverte de poils doux et
blanchatres. Les feuilles sont alternées le long de la tige. Elles sont portées par de longs
pétioles et se composent de cing a sept folioles ovales, pointues et douces au toucher. Les
folioles sont caractérisées par leur forme obovale-oblongue, leur face supérieure lisse et leur

face inférieure poilue.

Figure 2. Feuilles, tige, et fleur de Lupinus

albus (https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Lupinus albus).



https://fr.m.wikipedia.org/wiki/Lupinus_albus

Synthese bibliographie

Les fleurs du Lupinus albus sont blanches, parfois teintées de bleu & leur sommet et
apparaissent en grappes courtes le long des tiges et des rameaux (Fig.2.). Elles sont disposées
de maniére alternée et les pédicelles sont plus courts que le calice. Les fleurs sont de type
papilionacé, avec un calice velu a deux lévres, dont la lévre supérieure est entiére et presque

aussi longue que la levre inférieure, qui est a peine tridentée.

Les gousses de cette plante sont velues, largement linéaires et apiculées, présentant une
suture supérieure droite. Elles renferment généralement de 2 a 4 grosses graines lenticulaires
lisses et blanches, qui ne sont pas marbrées (Fig.3.). En termes de caractéristiques
sensorielles, le Lupinus albus est dépourvu d'odeur et présente une saveur légérement ameére,
notamment dans ses graines, appelées lupins, qui sont utilisées en médecine. (Gautier, 1822 ;
Richard, 1831 ; Milcent, 2011).

\ ; \b h l
’ 3
‘

taaas

Figure 3. Grains de Lupinus albus( https://www.quatremoineaux.be/2020/09/legume-le-

lupin-comestible-doux-dieta.html )(https://www.alamyimages.fr/plantes-en-fleurs-de-lupinus-
albus-le-lupin-blanc-image247114737.html).

4.6 Reépartition géographique du lupin blanc

Lupinus albus s'étend des champs et des chemins de la Provence et du Roussillon
jusqu'a la Corse, ou il pousse spontanément dans le Midi et est également cultivé comme

plante fourragére et d'engrais (Sbabou, 2009).

Originaire du sud-est de I'Europe et de I'Asie occidentale (Fig.4.), le lupin blanc a des
variétés sauvages, présentes dans ces régions. Son histoire de culture remonte a I'Antiquité, ou
il était cultivé en Gréce, en Italie, en Egypte et & Chypre. Bien que son importance ait fluctué
au fil du temps, il a quasiment disparu d'Europe centrale de nos jours ; tandis qu'il est de plus

en plus cultivé en Amérique. Actuellement, il est largement répandu comme un légume sec
7
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traditionnel secondaire, cultivé dans les régions méditerranéennes, autour de la mer Noire,
dans la vallée du Nil, jusqu'au Soudan et en Ethiopie, et parfois méme dans d'autres régions
telles que le Kenya, la Tanzanie, le Zimbabwe, I'Afrique du Sud, I'fle Maurice, les Etats-Unis
et 'Amérique du Sud, principalement au Brésil et au Chili (Brink et al.,2006).

Figure 4 : Carte de répartition géographique de Lupinus albus dans le monde (Omnia M
Arief, 2019)

4 .7 Composition chimique et propriétés

La graine de lupin contient environ 10% d’eau, 40% de glucides, 38 a 39% de protéines
et le reste est principalement constitué des lipides. Elle est pourvue de minéraux tels que le
sélénium, sodium, cuivre, magnésium, fer, calcium, phosphore, potassium, et le zinc. La
graine est également riche en vitamines A et C et toutes les vitamines du groupe B. Les
principaux acides aminés presentent dans la graine sont la tyrosine, la valine, la tryptophane,
I’acide aspartique, l’arginine, [’alanine, la lysine, la cystéine, I’isoleucine et I’acide
glutamique (Poiret, 2014). Les graines de lupin ont une valeur énergétique élevée, avec une

concentration de lipides généralement comprise entre 10 et 15 % (Guillaume, 1987).

5. Huiles essentielles
5.1 Historique

Au cours des récentes années, l'intérét pour l'utilisation de substances naturelles a
considérablement augmenté, tandis que des préoccupations concernant la slreté des composés
synthétiques ont stimulé des recherches approfondies sur les ressources végétales. Les huiles

essentielles, des produits aromatiques et volatils issus du métabolisme secondaire des plantes,
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sont largement employées dans la médecine traditionnelle, I'aromatisation et la préservation
des aliments, ainsi que dans l'industrie des parfums. Leurs propriétés antimicrobiennes sont
connues depuis des siécles. Entre 1987 et 2001, un grand nombre d'études ont été menées sur
les huiles essentielles et leurs composants pour évaluer leurs activités antimicrobiennes contre

diverses bactéries et champignons (Kalemba et kunicka , 2003).
5.2 Définition

Les huiles essentielles sont constituées d’un mélange complexe de composés
organiques volatils qui dégagent des ardmes distincts (Saika et al., 2019), Ces substances sont
stockées dans des cellules ou des regroupements de cellules spécifiques, souvent présents
dans diverses parties des plantes telles que les feuilles, les tiges, ou les fruits. Elles ont
tendance a étre concentrées dans des zones particulieres comme les feuilles, 1’écorce ou les
fruits. Lorsqu’elles se trouvent dans différents organes de la méme plante, elles peuvent

présenter des compostions chimiques distincts (Oussalahet al, 2003).
5.3 Identification des huiles essentielles

L'analyse chimique des huiles essentielles est essentielle pour identifier et quantifier
leurs composants. Les avancées dans les methodes analytiques ont rendu possible
I'identification rapide d'un grand nombre de composés. La chromatographie en phase gazeuse
(CPG) est la méthode de réference utilisée a cette fin. Elle permet l'analyse de mélanges
complexes, souvent caractérisés par une volatilité trés variée. Cette technique est
particulierement adaptée a l'étude des huiles essentielles en raison de leur nature volatile
(Bouras, 2018).

5.4 Fonction biologiques des huiles essentielles

Les experts estiment que les huiles essentielles servent de messager chimique
permettant aux plantes de réguler leur environnement. Par exemple, ces huiles jouent un réle
protecteur contre les champignons et autres microorganismes, tout en étant attractives pour les
insectes pollinisateurs. Un feuillage contenant une concentration élevée d'huiles essentielles,
comme le laurier, protege la plante contre les herbivores. De plus, les huiles essentielles
présentes dans les racines, I'écorce et le bois conferent a la plante des propriétés antiseptiques

contre les parasites du sol (Richter,1993).
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5.5 Activité biologique des huiles essentielles

En 1977, il a été rapporté que 60% des dérivés d'huiles essentielles examinés jusqu'en
1999 avaient des propriétés inhibitrices sur les champignons, tandis que 30% étaient efficaces
contre les bactéries. Parmi les terpénoides, I'acide bétulinique, un triterpénoide, est I'un des
composés ayant montré une activité inhibitrice contre le VIH. Le mécanisme d'action des
terpénes n'est pas completement compris, mais il est supposé qu'il implique la perturbation de

la membrane cellulaire due & la nature lipophile de ce composé (Belkhiri, 2015).
5.6 Extraction des huiles essentielles

La distillation, étant la méthode la plus ancienne et largement employée pour extraire
les huiles essentielles. Elle a été accompagnee par le développement de techniques plus
modernes visant a optimiser différents aspects de l'extraction. Ces methodes récentes
cherchent a améliorer le rendement et la qualité des huiles obtenues, a réduire le temps
d'extraction, a diminuer la quantité de solvant utilisé, et a accélerer le processus d'extraction

(Besmobes, 2008)Parmi les techniques d’extraction des huiles essentielles :

> La distillation a la vapeur d'eau : il s'agit de la méthode la plus courante et elle
convient a la plupart des plantes.
> La pression a froid : cette methode est spécialement utilisée pour les agrumes, ou

I'huile essentielle est principalement présente dans I'écorce.

L'extraction par solvant : cette technique est employée pour les fleurs qui contiennent peu d'huiles
essentielles, permettant une extraction plus efficace des composés volatils (Louis-Jeune et jerry
,2020).

6. Métabolites des plantes médicinales
On distingue deux classes : les métabolites primaires et les métabolites secondaires :
6.1 Métabolites primaires

Le terme "métabolite primaire” désigne lI'ensemble des glucides, des protéines, des
glucides, et des lipides. Ils sont essentiels a la survie de la cellule ou de ’organisme. Ils sont
les éléments de base pour la construction des membranes cellulaires (Badiaga, 2011). Ces
composés jouent un rdle crucial dans plusieurs processus métaboliques, notamment la

production d'énergie sous forme d'ATP via des voies telles que la glycolyse, la voie des
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pentoses-phosphates, le cycle de Krebs et la chaine respiratoire (phosphorylation oxydative).
lls contribuent également a la formation d'intermédiaires de biosynthése tels que les acides
aminés et les acides nucléiques nécessaires a la synthése de polymeres tels que les protéines
(Mergheme, 2009).

6.2 Métabolites secondaires

Une caractéristique distinctive des plantes est leur capacité a produire une grande
variété de composés secondaires dont les fonctions précises demeurent encore largement
méconnues. La diversité de ces composés, qui ne se retrouvent pas systématiqguement chez
toutes les especes, indique qu'ils ne sont pas essentiels aux processus métaboliques de base de
la plante. Ces derniers ne participent pas directement aux activités vitales de la plante
(Mergheme, 2009). Ils sont essentiels pour I'adaptation des plantes a leur environnement, en
les aidant a résister aux défis tant biotiques (phytopathogenes, insectes, herbivores, etc.)

qu'abiotiques (température, lumiére, rayons UV, etc.).

Les métabolites secondaires des végétaux, se divisent en trois principales catégories :
les terpénes (ou isoprénoides), les composés phénoliques (phénylpropanoides et flavonoides)
et les composés azotés (alcaloides, glucosinolates et glycosides cyanogenes) (Naser,
2018)(Tab .1.).

11
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Tableau 1. Principaux métabolites secondaires (Mergheme, 2009).

Classes Nombre de structure | Distribution
Composés azotés
Alcaloides 5500 Angiospermes, feuille, fruit, racine
Alcaloides 100 Angiospermes, fleurs
Amines 400 Graines
Glucosides cyanogéniques 30 Fruit et feuilles
Glucosinolates 75 Cruciféres

Trapénoides

Monotérpénes 1000 Huiles essentielles
Sesquiterpénes 600 Composées, angiospermes
Diterpénes 1000 Latex, résines
Saponines 500 Feuilles, fleur, fruit
Caroténoides 500 Apoginacees
Composés
phénoliques
Phénols simples 200 Feuilles et tissus
Flavonoides 1000 Angiospermes
Pro anthocyanidines / Gymnospermes
Quinones 500 Rhamnacées

6.2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques présentent une large gamme de structures (Tab .2.), allant
des simples molécules aux polyméres complexes. Ces polyphénols comprennent diverses
classes de composés tels que les flavonoides simples, les acides phénoliques, les flavonoides

12
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complexes et les anthocyanes colorés (Lin et al., 2016). Ce qui caractérise un composé
phénolique est la présence d’au moins un noyau phénolique, qui est une molécule cyclique a 6
atomes de carbone appelée cycle benzénique (ou aromatique), lié a au moins un groupe
hydroxyle (-OH) (Labbani, 2022).

Les composés phénoliques possedent diverses activités biologiques. Ils agissent en tant
qu'inhibiteurs d'enzymes, comme la lipase pour le traitement de I'obésité (Hispidin,
Quercétine), l'alpha-amylase et I'alpha-glucosidase pour le traitement du diabete (Lutéoline,
Sinensétine), l'acétylcholinestérase et la butyrylcholin estérase pour le traitement de
I'Alzheimer (Calycoptérine, 3-méthoxyquercétine, Quercitrine, Quercétine), et la xanthine
oxydase pour le traitement de la goutte (Quercétine, Kaempférol). Ils agissent également en
tant qu’antioxydants. Certains ont des propriétés anti-cancéreuses, comme le Quercétine-3-O-
lactopyranoside. D'autres ont des effets anti-inflammatoires, tels que le Sideritoflavone et le
Cirsiliol. Enfin, certains composés phénoliques ont des activites antivirales comme 1’Hispidin
(Benarous, 2022).

13
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Tableau 02 : Principales classes de composes phénoliques (Bouteldja, 2020).

Nombre Squelette de Classe Exemple Plante
d’atomes de base alimentaire
carbone (Exemple)
6 C6 Phénols simples Catéchol
7 C6-C1 A.Hydroxybenzoiques P- Epices, fraise
Hydroxybenzpique
9 C6-C3 A.Hydroxycinnamiques | Acide Caféique Pomme, P. de
terre Citrus
10 C6-C4 Coumarines Scopoline Noix
Naphthoquinones Juglone
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Mangue
15 C6-C3-C6 Flavonoides Quercétol, Fruits, légumes
cyanidol Soja, Pois.
n (C6-C3) n Isoflavonoides Daidzeine Fruits a noyau
Lignines
n (C15)n Tanins Raisin rouge,
Kaki

6.2.1.1 Acides phéenoliques simples (C6-C1 ou C6-C3)

Les phénols simples sont des dérivés benzéniques avec des substitutions (Benarous,

2022) (Fig.5.). Les acides phénoliques se divisent en deux principaux groupes : les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Lamarti, 1994).

14




Synthese bibliographie

OH

Figure 5. Acide phénol simple (Dosemeci et al.,1991).
a. Acides hydroxybenzoiques (C6-C1)

Les acides hydroxybenzoiques se trouvent soit sous forme libre, soit liés a d'autres
composes tels que les esters ou les hétérosides. Parmi les plus courants, on trouve l'acide
salicylique et l'acide gallique. Ils sont libérés lors de I'hydrolyse alcaline de certaines

molécules, notamment la lignine et certains tanins (Macheixet al., 2005) (Fig .6.).

R,=R,=R,=R, =1l acide benzoique (non phénoligue)
R. R R, =R,=R,=1],R, =0l acide p-hydroxybenzoique
' R,=R,=H,R,= R; = Oll acide protocatéchique
R,=R,=IR,=0CH R, =0H acide vanillique
Rs Cooll R,=1,Ry=R,=R,=0Il acide gallique
R R|=II.R1=R_._=CICII R,=0H acide syringique
) R/ =0l R,=Ry =R, =H acide salicylique
R,=R,=0H,R,=R,=H acide gentisique

Figure 6. Structure de base des acides hydroxybenzoiques (Macheixet al., 2005).
b. Acides hydroxycinnamiques (C6-C3)

Les acides hydroxycinnamiques, dérivés de l'acide cinnamique, appartiennent a la classe
des phénylpropanoides (C6-C3). La réactivité de ces acides dépend du degré d'hydroxylation
du cycle benzénique et peut étre modifiée par des réactions secondaires de maniere aléatoire.

Les exemples les plus communs sont I'acide caféique et lI'acide férulique (Macheixet al.,2005)
(Fig.7).

x, foon R,=R,=R,= acide cinnamigque (non phénolique}
R, R,=R,=H,R,=0H acide p-coumarique
:g\/ R,=R,=0H,R;=H acide caféique
R R,=0CH,R,=0H,R;=H acide férulique
Rj R,=R,=0CH,, R,=0H acide sinapigue

Figure 7. Structure de base des acides hydroxycinnamiques (Macheixet al., 2005).
15
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6.2.1.2 Flavonoides

Les flavonoides sont constitués de 15 atomes de carbone (C15). lls présentent tous la
structure C6-C3-C6, ou deux cycles benzéne sont liés par un groupe de trois carbones
(Fig.8).Ces métabolites secondaires sont synthétisés par la voie des phénylpropanoides chez
les végétaux. Ils englobent plus de 9 000 composés distincts (Dong et Song,2020).

OH

HO 0
2 OH
C

OH
OH

Figure 8. Structure de base des flavonoides (Coste E,et al 2015).

Selon Martens et al. (2006), la classification des flavonoides repose sur le degré

d’oxydation du noyau pyrane central (cycle C), elle comprend plusieurs groupes distincts

(Fig.9.) :

e Les phényl-2-chromones, qui regroupent les flavones, les flavonols et les
flavanones.

e Les phényl-2-chromanes ouflavanes, incluant les flavan-3-ols et les flavan-3,4-
diols, qui présentent des variations dans leur arrangement moléculaire.

e Les flavyliums comprennent les pigments naturels tels que les anthocyanes, qui
conferent des couleurs vives aux plantes.

e Les chalcones sont des formes isomeéres ouvertes des flavanones, qui se
distinguent par leur structure linéaire.

e Les aurones sont des homologues des flavones possédant des hétérocycles
pentagonaux, offrant ainsi une diversité structurale et fonctionnelle.

e Les phényl-3 chromones, représentés par les isoflavones(Rhouma-Martin,
2013).
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cyanidine

Figure 9. Classification et structure des différents flavonoides (Ngangmou, 2012).

6.2.1.3. Tanins

Les tanins sont des substances naturelles polyphénoliques, hydrosolubles, de masse

moléculaire comprise entre 500 et 3000 kDa, a saveur astringente, ayant en commun la

propriété de tanner la peau (Harrar, 2012).

Les tanins sont classés comme le quatriéme groupe des composés les plus répandus
dans les tissus des végétaux vasculaires apres la cellulose, les hémicelluloses et la lignine
(Watrelot, Nroton., 2020). Ils se divisent souvent en deux principaux groupes : les tanins
hydrolysables et les tanins condensés. Les tanins hydrolysables comprennent les gallotanins et
les ellagitanins, formés respectivement d'esters dacide galligue ou dacide
hexahydroxydiphénique liés a un fragment de sucre. Les tanins condensés, comme les
proanthocyanidines, sont des polymeéres de flavanols a trois cycles reliés par des liaisons
C—C12 (Adamczyk et al., 2017) (Fig.10.).
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Figure 10. Structure des tanins hydrolysables (a) et des tanins condensés(b) (Bayart, 2019).

6.2.2. Terpénoides

Les terpénoides, tout comme les polyphénols, sont classées parmi les composes
secondaires du métabolisme vegétal. Ces substances dérivent de l'isopréne, ce qui leur vaut
parfois le nom d'isoprénoides. Ils se distinguent selon le nombre d'unités isopréniques qui les
composent, avec les monoterpenes (C10), les sesquiterpénes (C15), les diterpenes (C20), les
triterpénes (C30), les tétraterpenes (C40) et les polyterpenes (C4000). Les stéroides font partie
des terpenoides tandis que les caroténoides sont classés comme des tétraterpenes (Mergheme,
2009).

6.2.2.1 Saponosides

Les saponosides, quant a eux, sont des hétérosides composés d'une chaine glucidique
hydrophile associée a une structure de stéroide ou de triterpénique lipophile (Fig.11.). Elles
suscitent un intérét croissant en raison de leurs multiples activités biologiques et de leur
potentiel thérapeutique (Maxim, 2022 ; Sefriouiet al., 2021). Elles sont utilisées dans
I'alimentation animale pour réduire les émissions dammoniac et de méthane, ainsi que pour

limiter la propagation de la coccidiose et d'autres agents pathogénes (Maxim, 2022).
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--OH

-7 YCHLOH

Figure 11. Structure d'une saponine typique (de soja)(savage, 2003).

6.2.3 Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés composés d’amines (Fig.12.). Les plus connus
sont I'indole, la purine, la quinoléine, etc. (Dey et al., 2020). Les alcaloides sont sujets a une
oxydation facile lorsqu'ils sont exposés a l'air, ce qui les rend instables. Pour preserver leur
intégrité, ils sont souvent conservés sous forme de sels cristallisés comme les tartrates,
citrates, sulfates ou chlorhydrates, bien que certains, tels que la nicotine et la coniine

demeurent liquides (Benarous, 2022).

Certains alcaloides, malgré leur toxicité notable (comme la strychnine ou 1’aconitine),
sont utilisés en médecine. La morphine et la codéine, par exemple, sont connues pour leurs
effets analgésiques, tandis que l'atropine est utilisée dans des protocoles de sédation et
d'anesthésie. D'autres alcaloides comme la quinine et la chloroquine sont employés comme
agents antipaludéens, et certains, tels que le taxol, la vinblastine et la vincristine sont utilisés

dans le traitement du cancer (Muanda, 2010).
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Figure 12. Structure de base des alcaloides (vasquez-Ocmin, 2018).
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Chapitre 2 :
Materiel et Methodes



Matériel et méthodes

1. Objectif du travail

Ce mémoire vise a examiner les propriétés antioxydantes, antibactériennes et anti-
inflammatoires d’un extrait des graines delLupinus albus. Les expériences sont menées
conjointement au laboratoire de Biochimie et laboratoire de Microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie (SNV) de I'Université des Fréres Mentouri Constantine
1(UMC1), ainsi qu'au laboratoire de Biochimie du Centre de Recherche en Biotechnologie de
Constantine(CRBt).

Pour cela, les teneurs en composés phénoliques, flavonoides, saponines, tanin,
alcaloides sont mis en évidence dans un extrait alcoolique des graine de Lupinus albus , puis
la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en proteines sont mésurés. De plus, le
potentiel antioxydant est évalué en utilisant le test anti-radicalair vis-a-vis le radical DPPH
(1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) et le radical ABTS, le teste du pouvoir réducteuret le test
phénanthroline. En outre, Dactivité antibactérienne est testée contre une gamme de
microorganismes (bactéries et champignons) et l'activité antiinflamatoire est effectuee en

utilisant ’albumin du sérum bovin (BSA) comme indicateur.

2. Echantillonnage

Les graines de Lupinus albus (le lupin) sont achetées chez un herboriste constantinois.

Le lupin choisi dans cette étude était le lupin amer.
3. Lavage

Les échantillons sont nettoyés et rincés a 1’eau distillée pour éliminer toute les poussiére

et impuretés.
4. Séchage

Une fois, les échantillons sont nettoyes, ils sont séchés a température ambiante, dans un
endroit bien aéré et a lI'abri de la lumiére. Cela permet de sécher les graines tout en préservant
ses propriétés et ses composants, d’obtenir un meilleur broyage et de standardiser le taux

d'humidité résiduelle.
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5. Broyage

Apreés séchage, les graines sont broyées au moyen d’un broyeur électrique afin de les
réduire en poudre. La poudre ainsi obtenue est transférée dans un récipient hermétique et
opaque pour la protéger de la lumiere et de I'humidité et éviter la photooxydation des

substances bioactives.
6. Préparation de I’extrait et détermination du rendement

L’extraction des substances bioactives a partir des graines est effectuée par une
macération a froid, de la poudre de lupin blanc amer, selon le protocole décrit par Anwar et
al. (2010) avec quelques modifications. Dans une fiole conique, 35¢g de la poudre sont versés

puis mélanges avec 200 ml de méthanol (80 : 20) (méthanol: eau) (v : v).

Le mélange est laissé pour une macération pendant 24 heures sous agitation. L’extrait
obtenu est ensuite filtré sur du papier filtre. Aprés l'extraction, le methanol est évaporé sous
vide a l'aide d'un Rotavapor a 42°C. L’extrait est récupéré dans une boite de Pétri en verre,

puis conservé a 1’obscurité dans une étuve a 40°C jusqu’a son utilisation (Fig.13.).
Le rendement de I’extraction est calculé en utilisant la formule suivante :
R%=(PE/PV) x100

e R% : représente le rendement de ’extraction, exprimeé en pourcentage.

e PE :représente le poids de I’extrait aprés évaporation des solvants, exprimé en
grammes (Q).

e PV :représente le poids de la matiére végétale utilisée pour ’extraction, exprimé en

grammes (Q).
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Figure .13. Schéma générale des différentes étapes de la procédure expérimentale.
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7. Mise en évidience des métabolites secondaires

7.1. Mise en évidience des alcaloides

7.1.1. Préparation de I’extrait

Dans un Erlenmeyer, 5 g de la poudre fine sont introduits, auxquels sont ajoutés 25 ml
d’acide sulfurique (H2SO.) dilué au 1/10°™, Le mélange est laissé 24 h sous agitation a
température ambiante pour la macération. L’extrait obtenu est ensuite filtré sur du papier

filtre, puis lavé a I’eau de maniére a obtenir 25 ml de filtrat (Pierre, 2008).
7.1.2 Procedure

Dans cing tubes a essais, 1 ml du filtrat est introduit puis 5 gouttes de chacun des

réactifs sont ajoutées séparément :

-Reéactif de Mayer: Ce réactif contient 1,36 g de chlorure de mercure et 5 g d’iodure

de potassiumdissolvent dans 100 ml d’eau distillée.

- Réactif de Wagner: Ce réactif est constitué de 1,27 g d’iode et 2 g d’iode de

potassium, dans 100 ml d’eau distillée.

- Réactif de Hager:Ce reactif contient 1,5 g d’acide picrique dans 100 ml d’eau

distillée.

- Reéactif de Dragendorff : Il s’agit d’un mélange (v/v) de deux solution A et B : la
solution A contient 1,7 g de nitrate de bismuth, 20 g d’acide tartrique concentré
disouttent dans 100 ml d’ecau distillée. La solution B est constituée de 10 g d’iodure de

potassium dans 100 ml d’eau distillée.

La formation d’un précipité dans chacun de ces tubes indique la présence des
alcaloides. Avec le réactif de Mayer le précipité est blanc-jaunatre, en présence du réactif
Wagner, le précipité est de couleur rouge brique foncé. La réactif d’Hager donne un précipité
jaune en présence des alcaloides, et avec le réactif de Dragendorff donne un précipité rouge-
orangée (Bramki et Nekia ,2016).
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7.2. Mise en évidience des tanins

Une quantité de 1,5 g de la poudre séche est placée dans 10 ml de méthanol (80%),
agitee durant 15 mn puis filtrée. Quelques gouttes du chlorure ferrique (Fe Cl3)(1%) sont
ajoutées a cet extrait méthanolique. En présence de tanins galliques et ellagiques, une
coloration bleue noire est observée, alors qu'en présence de tanins catéchiques cette coloration
est brune verdatre (Alilou et al., 2014).

7.3. Mise en évidence des tanins condensés

La mise en évidence des tanins condensés est effectuée en utilisantle réactif de Stiasny
(10 ml de formaldéhyde et 5 ml d’acide chlorhydrique concentré). A10 ml de I’extrait
meéthanoliques des graines de L. albus, 5 ml du réactif de Stiasny sont ajoutés. L’apparition

d’un précipité rouge confirme la présence des tanins condensés (Bramki et Nekia ,2016).
7.4. Mise en évidence des polyphénols

0,5 ml d’une solution aqueuse de FeClz (1 %) est ajouté a 2,5 ml de I’extrait des graines
de L. albus. La présence de composé phénolique provoque la formation de couleur noiratre
(Bramki et Nekia ,2016).

7.5. Mise en évidence des flavonoides

La présence de flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une couleur jaune, apres
I’addition de quelques gouttes d’AlICIz (1%) a 5 ml d’extrait de la plante étudier (Haioun et
Hamoudi., 2015).

7.6. Mise en évidence des saponosides

Dans un bécher, 100 ml d’eau distilléesont ajoutésa 2 g de la poudre seche. Le mélange
est porté a I’ébullition pendant 30 min. Apres refroidissement, la solution est filtrée, et ajustée
aux 100 ml avec de I'eau distillée. Une série de dilutions décimales est préparée. Les tubes
sont agités d’une fagon violente et horizontale pendant 15 secondes. Aprés 15 mn de repos, la
hauteur de la mousse résiduelle (exprimée en cm) est mesurée dans chaque tube. La présence
des saponines est indiquée par un indice de mousse qui est supérieur a 100, en utilisant
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Saponaria officinalis comme témoin positif(Alilou et al., 2014). Cetindice est calculé selon

I’équation suivante:

| = La hauteur de la mousse dans le 9 éme tube X 10/0,09 .
8. Dosage des polyphénols
8.1. Principe de dosage

Le dosage des polyphénols totaux dans 1’extrait est réalisé selon la méthode de Folin-
Ciocalteu, qui repose sur l'oxydation des phénols (Singleton et Rossi ,1965). La méthode de
dosage est adaptée pour une analyse sur microplaque décrite par Muller et al. (2010). Cette
méthode utilise l'acide phosphotungstique (H3sPW12040) et l'acide phosphomolybdique
(H3PMo012040), qui reagissent avec les phénols pour former une coloration bleue
proportionnelle a la quantité de phénols présents, et qui possede une absorption maximale aux
environs de 750-765nm (Muller, 2010).

8.2. Mode opératoire

Pour effectuer le dosage, 1 mg de I'échantillon est dissous dans 1 ml méthanol. Ensuite,
100 pld’une solution diluée de Folin-Ciocalteu (1/10°™) et 75 ul du bicarbonate de sodium
(7,5 %) sont ajoutés a 20 ul de la solution précédemment préparée. Apres incubation pendant
2 heures a l'obscurité et a température ambiante, la lecture de l'absorption est effectuée a
765nm. L'acide gallique est utilisé comme standard, et le blanc est préparé en remplacgant

I'extrait par le méthanol (Annexela).

9. Dosage des flavonoides
9.1 Principe de dosage

Le dosage des flavonoides est déterminé par la formation d’un complexe entre Al¥*et les
flavonoides, en utilisant la méthode de Topcu et al. (2007) avec quelques modifications pour

une analyse sur microplaque 96 puits.
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9.2. Mode opératoire

Une masse de 1mg de 1’échantillon est dissoute dans 1ml de méthanol. Ensuite, 50 pl de
la solution sont mélangés avec 130 pl de méthanol, 10 pl de solution d’acétate de potassium
(CH3COOK) et 10 pl d’une solution de nitrate d’aluminium (Al (NO3)3, 9H20) a 10 %.
L’absorbance est mesurée a 415 nm aprés une incubation de 40 minutes, en utilisant la

quercétine comme étalon (Annexelb).
10. Dosage des protéines
10.1 Principe de dosage

En milieu alcalin (NaOH) et a froid, les ions cuivriques (Cu2*) forment un complexe de
coordination rose avec les liaisons peptidiques. Ce complexe, en combinaison avec la couleur
bleue du reactif de Bieuret, produit une coloration pourpre (bleu-violet). La réaction est
positive dés que la molécule contient 3 a 4 liaisons peptidiques, ce qui la rend adaptée pour
détecter les protéines et les polypeptides. L'absorbance est mesurée a 540 nm aprés 30

minutes de developpement de la coloration.
10.2 Mode opératoire

Le dosage des protéines des graines de Lupinus albus, est effectué en utilisant la
méthode de Biuret.100 ul d’extrait de lupinus albus sont mis avec 100 pl de réactif de Biuret.
La mesure de I’absorbance se fait a 540 nm aprés avoir laissé la coloration se développer 30
min dans I’obscurité et en utilisant la BSA comme standard pour établir une courbe

d’étalonnage (Annexelc).
11. Evaluation de P’activité antioxydante

Le test du DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), le test ABTS (acide 2,2'-azino-bis-3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), le test de la phénanthroline et le test du pouvoir réducteur
sont les méthodes employées pour évaluer, in vitro, l'activité antioxydante des graines du

lupin blanc.
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11.1.Activiteé anti radicalaire du radical DPPH
11.1.1Principe

Le diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement utilisé pour évaluer
I’activité antioxydante, dont 1’effet des antioxydants sur le piégeage de ce radical est dd a leur

pouvoir a céder un hydrogene (Haioun et Hamoudi., 2015).
DPPH- + AH DPPH-H + A>» ——» DPPH-H + Ae-
11.1.2 Procédure

Le test est réalisé selon le protocole décrit par Blois (1958). 40 ul I’extrait méthanolique sont
ajoutés a 160 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0,6 %). Apres incubation de 30 min a
30 °C et a l'obscurité, I’absorbance est mesurée a 517 nm en utilisant la solution méthanolique
comme blanc. Le BHT (butylhydroxytoluene) et le BHA (butylhydroxyanisol), le Trolox et
I’acide ascorbique sont pris comme standards antioxydants, et qui sont préparés dans les

mémes conditions que les échantillons.
Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé selon la formule suivante :
Inhibition DPPH (%) = ((AC- AE) /AC) x100. (1)

AC : Absorbance du standard.
AE : Absorbance de 1’extrait.

La concentration inhibitrice 50 % (CI50) est la concentration des antioxydants
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Elle est déterminée graphiquement par la

régression linéaire (Dangles et al., 1999), selon 1’équation suivante :
IC50 =Y-b /a ¥100 pg/mL.

IC50 : La concentration inhibitrice 50 %
Y : Pente du témoin
B : Pente du test

A : pente du témoin
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Ou, le témoin est le signal témoin obtenu avec la xanthine oxydase ; et le test est le
signal test, obtenu en présence de l’antioxydant. Les mesures sont effectuées en trois

répliques.
11.2. Activité anti-radicalaire du radical ABTS
11.2.1Principe

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999). Le radical
cationique ABTS réagit avec la plupart des antioxydants, notamment les phénols, les thiols et
la vitamine C. Au cours de ces réactions, il retrouve son état neutre et perd sa couleur bleue.
Ces réactions peuvent étre suivies par spectrophotométrie. La capacité antioxydante est
mesurée comme la capacité de I’extrait test a diminuer l'intensité de la coloration obtenue a
partir de 'ABTS a 734 nm.

11.2.2Procédure

Pour former la solution aqueuse d’ABTS, le persulfate de potassium est ajouté comme
agent oxydant a I’ABTS dans le méthanol. Le mélange est laisse a I'obscurité pendant 12 a 16
h. L’absorbance de la solution ABTS ainsi obtenue est ajustée par 1’é¢thanol a 0.700 £ 0.020 a
734 nm. Ensuite, 40 ul de I'échantillon sont ajoutés a 160 pl de la solution d'ABTS.
L'absorbance est lue aprés 10 min a 734 nm. L'activité ABTS" est exprimée en pourcentage et

calculée par I'équation suivante :

Effet de piégeage de PABTS" (%0) = (A Contréle-A Echantillon / A Controlz) * 100.
11.3. Test de phénanthroline
11.3.1 Principe

Le test de phénanthroline repose sur la conversion du Fe3* en Fe?" par un agent
antioxydant. Le Fe?* ainsi produit réagit avec la phénanthroline pour former un complexe
rouge-orange (Bakhouche,2021). La concentration de ce complexe est mesurée a 510 nm, ou

une couleur intense indique un fort pouvoir réducteur.
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11.3.2 Procédure

La réduction des ions fer a été évaluée en dosant la phénanthroline selon la méthode
décrite par Szydlowska-Czerniak et al. (2008). L'échantillon est mélangé avec de la
phénanthroline, du méthanol et du FeCls, puis l'absorbance est mesurée a 510 nm aprés une
incubation a 30 °C pendant 20 minutes. Les standards utilisés sont le BHA, le BHT, le Trolox

et I’acide ascorbique, et les valeurs Aos calculées a partir des courbes de régression
11.4. Pouvoir réducteur
11.4.1 Principe

Le pouvoir réducteur est évalué¢ selon la méthode d’Oyaizu (1986) avec quelques
ajustements. Cette méthode repose sur la conversion de 1’ion Fe®" (fer ferrique) du
ferricyanure de potassium (Fe3*(CN-)e) en fer ferreux (Fe?*(CN")6). Le produit ainsi obtenu
est détecté grace a I’addition d’ions Fe®" provenant du FeCls, formant ainsi le complexe
Fe3*4,[Fe?*(CN-)¢]s de couleur bleue, dont lintensité est mesurée a 700 nm (Bakhouche,
2021).

11.4.2 Procédure

Le protocole implique de mélanger 20 ul de I’extrait avec 40 ul du tampon phosphate
(0,2 M, pH 6,6) et 40 ul de ferricyanure de potassium KzFe (CN)s (1%). Ce mélange est
ensuite incubé a 50°C pendant 20 minutes. Ensuite, 40 pl d’acide trichloracétique (TCA) (10
%), 20 wul de chlorure de fer (FeCl3) (0,1 %), et 40 ul d’eau distillée sont ajoutés.
L’absorbance est mesurée a 700 nm. Le BHA, le BHT, le Trolox et I’acide ascorbique sont

utilisés comme étalons.
12.Activité Anti-inflammatoire

L'effet anti-inflammatoire est testé en utilisant la dénaturation de la BSA (albumine de
sérum bovin) par la chaleur, selon la méthode décrite par Kandikattu et al. (2013), avec
quelques modifications pour une analyse dans les microplaques 96 puis. 100 pl d’extrait sont
mélangés avec 100 ul de BSA préparée dans le tampon TRIS-HCI (0,05M, pH 6,6). Le
mélange est chauffé a 37C° pendant 15 min, puis a 72 C°pendant 5 min. L'absorbance est

mesurée a 660 nm aprés refroidissement. Le Diclofénac de sodium est utilisé comme
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référence. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la
BSA. L'activité anti inflammatoire est exprimée en pourcentage et calculée par I'équation

suivante.

Inhibition BSA (%) = ((AC- AE) /AC) x 100.

13 .Activité antimicrobienne

13.1. Principe

L'évaluation de l'activité antibactérienne de ’extrait de Lupinus albus est effectuée par
la méthode de diffusion sur disque, vis-a-vis des bactéries et des champignon de références.
Il s’agit de deux bactérie a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) ,
deux bactéries a Gram positif (Bacillus sp. et Staphylococcus aureus), une levure (Candida
albicans) et une moisissure (Aspergillus niger). Ces souches de référence sont fournies par le

Laboratoire de I’Institut Passeur de Constantine.

13.2. Procédure

50 upl d’une préculture de chague souche (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus sp., Staphylococcus aureus et Candida albicans, sont ensemencés en
spirale sur de la gélosé nutritive et la gélose Mueller-Hinton (Annexe 2). Pour la souche
Aspergillus niger, un fragment du mycélium est ensemencé au centre d’une boite de Pétri
contenant la gélose de Sabouraud (Annexe 2). Dans chaque boite, trois disques stériles sont
ajoutés puis imbibés par I’extrait brut et dilué a %2 et ¥a. Chaque culture est réalisée en trois
répliques. Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés apres incubation a 37 °C, pour

les bactéries, et 30 °C pour les champignons pendant 24 h.
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Résultats et discussion

Ce travail est réalisé dans le cadre d'un projet de fin d'études. Il est visé la mise en
évidences des métabolites secondaires (les alcaloides, les polyphenols, les flavonoides, les
saponines et lestanins), et I’évaluation de la teneur en polyphénols totaux, flavonoides et

protéines dans extrait des graines de Lupinus Albus.

Le potentiel antioxydant de cet extrait est estimé en effectuant le test de piégeage des
radicaux libres (DPPH et ABTYS), le test du pouvoir réducteur et le test phénanthroline. De
plus, I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire du méme extrait est étudiée en utilisant la
methode de la BSA dégradée. Enfin, I’examen du pouvoir antimicrobien est testé contre
quelques souches microbiennes référencées fournies par I’institut Pasteur (annexe de

Constantine).

1. Rendement de I’extraction

Aprés avoir calculé le rendement d’extraction de Lupinus albus, il ressort que
’utilisation du méthanol (80%), lors de la macération a froid, a donné un faible rendement

d’une valeur de 9,09 %.

Selon la bibliographie, le rendement de I'extraction a l'aide de solvants organiques varie
en fonction de la méthode d'extraction utilisee et sa durée, de la nature du solvant et de sa
concentration. Par exemple, I'éthanol, le méthanol ou lI'acétone peuvent efficacement extraire
les lipides et d'autres composeés bioactifs (Hossain et al., 2012). En outre, Chemat et al. (2020)
ont montré que le traitement a haute pression combineé a I'éthanol améliorait considérablement
les rendements d'extraction des composés bioactifs par rapport aux méthodes

conventionnelles.

Il est important de signaler que la méthode d'extraction et le choix des solvants, ainsi les
conditions d’extraction, a chaud ou a froid, influencent considérablement le contenu total en
métabolites secondaires et leurs activités biologiques. En effet, les conditions de I'extraction

définissent l'efficacité et la nature des composés bioactifs extraits, et leur utilisation dans

plusieurs domaines biologiques et pharmaceutiques (Lee et al., 2003).

2. Criblage des métabolites secondaire

Le criblage phytochimique vise a détecter la présence de divers types de métabolites

secondaires dans les graines de Lupinus albus. Il est réalisé par des méthodes standards qui
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reposent sur des réactions qualitatives spécifiques de précipitation ou de coloration en
solution. Les résultats des tests phytochimiques pour les différents groupes chimiques
recherchés sont résumés dans le tableau .3.

Tableau .3. Résultats du criblage des métabolites secondaires.

Composés phytochimiques Résultats
Alcaloides (+++)
Flavonoides (++)
Polyphénols (++)
Tanins condensés (--)
Tanins catéchiques (+++)
Saponosides (+++)

+ : Présence, - : Absence

2.1Mise en évidence des alcaloides

Les résultats des tests de caractérisation des alcaloides, avec les réactifs de Mayer,
Wagner, Hager, et Dragendorff, sont consignés dans le tableau 4. lls indiquent une forte
concentration d'alcaloides dans les graines de lupin blanc, dont la présence de ces composés

est confirmée par la formation de précipités caractéristiques dans chaque test respectivement.
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Tableau .4. Mise en évidence des alcaloides dans les graines de Lupinus albus.

Test Photos des Coloration Précipité /Intensité de la
resultats coloration
Reactif de précipiteest blanc- (+++)
Mayer jaunatre
Réactif de précipiteest rouge (+++)
Wagner brique foncé
Réactif de précipite jaune (+++)
Hager
Réactif de précipite rouge- (+++)
Dragendorff orangée

Lors de I'ajout du réactif de Mayer (iodure de mercure-potassium) a I'extrait des graines
de lupin blanc, un précipité blanc crémeux s'est formé, car le réactif de Mayer réagit avec les

alcaloides pour former un complexe insoluble. De méme, l'iodure de potassium du réactif de
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Wagner réagit avec les alcaloides pour former un précipité brun. Alors que le picrate de
sodium contenant dans le réactif d’Hager et le bismuth-potassium iodure du réactif de
Dragendorff réagissent avec les alcaloides pour donner un sel de picrate insoluble de couleur
jaune et un complexe insoluble de bismuth de couleur orange, respectivement. Ces résultats
indiquent la présence d’une quantité importante des alcaloides dans I’extrait des graines de

Lupinus albus.
2.2. Mise en évidence des tanins catéchiques

Le résultat de la mise en évidence des tanins catéchiques dans les graines de lupin en
utilisant le FeCl3(1%) est présenté dans le tableau 5. Lors de cette réaction, le FeCls réagit
avec les groupes phénoliques des tanins, conduisant a la formation d’un complexe de couleur
brune verdatre. L’intensité de cette coloration confirme la présence d’une forte concentration

de tanins catéchiques.

Tableau .5. Mise en évidence des tanins catéchiques dans les graines de Lupinus

albus.
Test Photos des Coloration | Précipité /Intensité de la
résultats coloration
Extrait brune (+++)
(méthanol verdatre
80%)+
Quelques
gouttes (FeCls)
1%

2.3. Mise en évidence des tanins condensés

Le tableau 6 présente le résultat du test de la mise en évidence des tanins condensés en
utilisant le réactif de Stiasny. C’est un test colorométrique, qui donne une coloration rouge en

présence de ces composées. Les résultats obtenus montrent qu’aucun changement de couleur
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rouge n'a été observé ; ce qui suggere 1’absence des tanins condensés dans I'extrait des graines

de Lupinus albus.

Tableau .6. Mise en évidence des tanins condensés dans les graines de Lupinus albus

Test Photos des Coloration Précipité /Intensité
résultats de la coloration
Réactif de Précipité rouge | (--)
Stiasny

2.3. Mise en évidence des polyphénols

Le resultat de caractérisation des polyphénols avec le test de chlorure ferrique, est

présenté dans le tableau 7. Il montre que les graines de Lupinus albus sont riches en

polyphénols, ce résultat est justifié par ’apparition d’un complexe de couleur noiratre, suite a

la réaction du chlorure ferrique avec les polyphénols.
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Tableau .7. Mise en évidence des polyphénols dans les graines de Lupinusalbus

Test Photos des résultats Coloration Précipité
/Intensité de la
coloration

Test au Noiratre (++)

chlorure

Ferrique

2.4. Mise en évidence des flavonoides

Le résultat de la caractérisation des flavonoides en présence d’AlClz (1%) est présenté

dans le tableau 8. Cette réaction a donné une coloration jaune relativement dense. Ce qui

indique la présence d’une quantité modérée ce type de polyphénols dans les graines

de Lupinus albus.

Tableau .8. Mise en évidence des flavonoides dans les graines de Lupinus albus

Test Photo des résultats | Coloration | Preécipité /Intensité de la
coloration
Test au couleur (++)
AICI;3 ( jaune
1%)

37




Résultats et discussion

2.5. Mise en évidence des saponosides

Le résultat du test de la mise en évidence des saponosides dans I'extrait des graines
de Lupinus albus est résumé dans le tableau 9. Il montre la formation d’une mousse
tensioactive, de 1 cm de hauteur, caractéristique des saponines, résultant de la réduction

de la tension superficielle de l'eau.

Tableau .9. Mise en évidence des saponosides dans les graines de Lupinus albus.

Test Photos des résultats Coloration Précipité
/Intensité de la

coloration
Extrait Une mousse | (+++)
+ 100 de1cm
ml de
l'eau t
distillée "

7
]
&
L

Les résultats de la mise en évidence des métabolites secondaires révelent que l'extrait
méthanolique des graines de lupin blanc est riche en métabolites secondaires notamment les
alcaloides, les taninscatéchiques et les saponosides, ainsi qu'une quantité relativement

modérée en polyphénols et en flavonoides.

L’étude de Sibul et al. (2015) a également confirmé la richesse de I'extrait méthanolique
de ces graines en metabolites secondaires, ce qui suggeére une forte activité biologique.
D'autre part, une recherche ultérieure menée par lbrahim et al. (2019) a révélé que I'extrait
éthanolique des graines de Lupinus albus renferme des quantités importantes des alcaloides,
glycosides, saponines et terpénes, avec une absence totale des tanins et des flavonoides dans

le méme échantillon.

Ces variations peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs, dont la méthode d’extraction
utilisée et le choix des solvants d’extraction qui affectent la solubilit¢ des composants

contenus dans les graines de de Lupinus albus (Lee et al., 2003). De plus, la grande diversité
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génétique de I’espéce Lupinus albus, amers et doux, la localisation geéographique, les
conditions climatiques ainsi que la période de récolte jouent un role crucial dans la richesse en
composés phénoliques et leur activité biologique (Kumar et al., 2017). Les conditions
expérimentales telles que la température, le temps et la méthode d’extraction, ainsi que la
nature et le pourcentage du solvant utilisé, sont également des facteurs déterminants (Lee et
al., 2003 ; Hammoudi et al., 2017).

3.Teneur en polyphénols

L'extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour leur valorisation et
évaluer l'efficacité de leur activité biologique. Le tableau ci-dessous résume les teneurs en

polyphénols totaux et en flavonoides.

Tableau.10. Teneur totale en composés phénoliques et flavonoides dans les graines de

Lupinus albus

Extrait Teneur en flavonoides | Teneur en polyphenols
(Mg QE/mI) (Mg QE/mI)
24,58%1,47 20,76x0,77

Les valeurs ont été exprimées sous forme de moyennes + SD (n=3).
Les composés phénoliques totaux ont été exprimés en pg d’équivalent acide gallique /ml (ung GAE/ml)

La teneur en flavonoides a été exprimée en ug équivalent a la quercétine /ml (ug QE/mI)
3.1Teneur en polyphénols totaux

La quantité des polyphénols totaux, dans I’extrait de Lupinus albus, est déterminée en
utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu, ou I’acide gallique est considéré comme standard. Les
résultats répertoriés dans le tableau 8 montrent que la quantité des composés phénoliques

contenus dans les graines de lupin blanc est de 20,76 £ 0,77 ug GAE/ml (Tab. 10).

La teneur de ces composés dans les extraits est généralement liée a leur solubilité ainsi
du type du solvant utilisé, et méme de leur degré de polymérisation (Naczk et Shahidi, 2004).
En outre, les composés phénoliques sont le plus souvent combinés aux polysaccharides, aux

protéines, aux lipides a la chlorophylle et autres (Mompon et al., 1998).

Les résultats obtenus sont en contradiction notable avec ceux des travaux de Cmmilleri

et al. (2023), qui ont examiné la teneur del4 polyphénols dans des échantillons de Lupinus
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albus L. cultivés dans le sud de I'ltalie. Dans cette étude, l'acide ellagique a été identifié
comme le polyphénol prédominant, avec une concentration moyenne de 16271,86 + 19798,53

Mg/Kg, suivi par l'apigénine a 2749,51 + 889,95 ug/kg.

Par ailleurs, Vollmannova et al. (2021) a comparé la teneur en polyphénols totaux de 11
variétés de lupin blanc provenant de 9 pays différents, cultivées dans des conditions
climatiques uniformes. Il a constaté que les extraits de méthanol a 80 % ont montré des
valeurs statistiquement plus élevées dans les variétés Alban, Satmarien, Weibit et WTD ;
tandis que le cultivar Nelly a présenté une teneur en polyphénols totaux, significativement,

inférieure par rapport aux autres cultivars.

De leur coté, Khan et al. (2015) ont réaffirmé que Lupinus est une plante riche en
composés phénoliques. Leur étude, menée sur différentes parties de la plante, a révélé des

variations significatives de concentration selon la partie analyseée.

Les résultats divergents peuvent s’expliquer par une diversit¢ de conditions, qu'elles
soient liées a la plante elle-méme ou aux variables expérimentales. Les fluctuations
climatiques et les techniques d’extraction, semblent jouer un role prépondérant dans la

variation des taux de polyphénols observée entre différentes études.
3.2Teneur en flavonoides

Les taux de flavonoides dans I’extrait de Lupinus albus sont mesurés en utilisant la
méthode au trichlorure d'ammonium, ou la quercitrine est considérée comme étalon. Les
résultats illustrés dans le tableau 10 montrent que le taux en flavonoides des graines de lupin
blanc est de24,58+1,47ug GAE/ml (Tab. 10)..

Les résultats obtenus sont en contradiction avec ceux trouvés dans 1’étude d’Arnoldi et
al. (2015), qui ont montré que les principaux flavonoides identifiés dans le lupin blanc sont C-
glucosides de [l'apigénine. Plus précisement, il s'agit de I'apigénine-6,8-di-C-p-
glucopyranoside H et de I'apigénine 7-O-B-apiofuranosyl-6,8-di-C-p-glucopyranosidel. Ces
deux flavonoides sont significatifs en raison de leurs propriétés antioxydants et de leurs

potentiels effets bénéfiques pour la santé.

La variation de la quantité des composés phénoliques dans les extraits les graines

étudiées peut s'expliquer principalement par leur solubilité dans les solvants utilisés, tels que
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le méthanol et I'eau distillée, ainsi que par la polarité de ces solvants (Naczk et shahidi, 2004).
Les composés phénoliques présents dans les plantes ont une gamme de polarité variable.
Certains sont plus solubles dans des solvants polaires comme l'eau, tandis que d'autres sont

mieux extraits par des solvants apolaires comme le méthanol ou I'éthanol.

Les résultats divergents peuvent s’expliquer par la variabilité génétique, les techniques
d’extraction et aussi, la teneur en flavonoides peut varier selon le stade de maturité de la

plante et la partie de la plante étudiée (feuilles, fleurs, graine).

4. Teneur en protéines

La quantité des protéines de I’extrait de Lupinus albus est déterminée en utilisant la
méthode de Biuret. Cette estimation est basée sur une courbe d’étalonnage en utilisant la BSA
comme standard. Le résultat exprimé dans le tableau 11 présente la quantité de protéines
contenues dans les graines de lupin blanc, qui est de440 pg/mL.

Tableau.11. Teneur en protéines dans les graines de Lupinus albus

Extrait Teneur en proteines (ug/mL)

440 pg/mL

La teneur en protéines peut varier en fonction de plusieurs facteurs, notamment la
variété de lupin, les conditions de culture et les méthodes de traitement. L’étude de Pereira et
al (2022) a montre que les graines de lupin blanc sont remarquables pour leur teneur élevée en

proteines et en fibres, surpassant souvent d'autres légumineuses.

De plus, Sujak et al. (2006) on tconfirmé la présence d’une teneur élevée en protéines
dans les graines de lupin blanc. Ces protéines se caractérisent par un indice d'acides aminés
essentiels (EAAI) et un score chimique (CS) d'acides aminés restrictifs plus élevés. De méme,
I’étude Abdallah et al. (2017) a révelé la présence de certains composés primaires

nutritionnels tels que les protéines
5. Evaluation de ’activité antioxydante

L'activité antioxydante de I’extrait méthanolique des graines de lupin est examinée par
quatre méthodes : DPPH, ABTS, FRAP et phénanthroline, en mesurant I’'ICso (concentration
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inhibitrice a 50%). Sachant que I’'ICso est déterminée pour I’extrait et les standards utilisés
(BHT, BHA,Trolox et acide ascorbique). Les 1Cso sont inversement proportionnelles a 1’effet
de piégeage (scavenge) des radicaux libres, dont les valeurs faibles refletent un effet
antiradicalaire important (Khoudali et al., 2014). Les résultats obtenus sont récapitulés dans le

tableau 9.

Tableau .12. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait des graines deLupinus albus

Test antioxydant Résultats

DPPH Aucune activité détectée
Phénathroline Aucune reaction observée
Pouvoireréducteur Absence de capacité de réduction
ABTS Aucune activité détectée

Les résultats portés dans le tableau ci-dessus I’extrait des graines de lupin n’a montré
aucune activité antioxydante en utilisant les tests antioxydants suivant: DPPH, ABTS,
phénanthroline et FRAP. Ces résultats se contrastent avec ceux de l'étude menée par
Vollmannova et al. (2021), ou des activités antioxydantes sont mises en évidence dans 11
variétés de lupin blanc, par les méthodes de DPPH', ABTS"™" et FRAP.

Pokorna et al. (2015) ont rapporté que de nombreux antioxydants réagissant rapidement
avec les radicaux peroxydes, et peuvent réagir lentement ou étre inertes vis-a-vis du DPPHe.
De plus, Rufino et al. (2010) ont confirmé que les composés phénoliques présentant une
activité antioxydante élevée avec une méthode donnée, peuvent montrer une faible activité
avec une autre méthode. Selon ces auteurs, la variabilité observée est principalement due a la
méthode utilisée, ce qui rend difficile la comparaison des valeurs d'activité antioxydante

obtenues par différentes techniques.

En outre, la qualité de I'extraction est influencée par plusieurs parametres, notamment la
polarité des solvants utilisés. Les solvants organiques sont généralement plus efficaces que
I'eau, en raison de leur capacité a extraire les polyphénols, connus pour leur réle majeur dans
I'activité antioxydante (Lafka et al., 2007 ; Sepahpour et al., 2018). De nombreuses études ont
montré que I'extrait éthanolique a 80% est plus efficace que I’extrait méthanolique a 80% et
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aqueux, grace a sa polarité qui favorise une extraction accrue des composés phénoliques et
des flavonoides (Koffi et al., 2010 ; Anwar et Przybylski, 2012 ; Grujic et al., 2012).

6. Activité antiinflammatoire

La dénaturation des protéines est la cause la plus étudié lors d’une l'inflammation, dont
les anti-inflammatoires non stéroidiens agissent en inhibant ce processus. Pour évaluer
l'activité anti-inflammatoire des graines de lupin blanc, la méthode du BSA dénaturée est
utilisée (Bakhouche, 2021).

Les résultats de I'étude de I'activité anti-inflammatoire in vitro de l'extrait de graines de
lupin indiquent I’absence totale de l'activité anti-inflammatoire. Cette constatation est en
accord avec celle de Sibul et al. (2015). Ces auteurs ont exploré le potentiel anti-
inflammatoire des parties aériennes du lupin blanc ; ils ont montré la présence d’une activité

anti-inflammatoire modérée.

Par ailleurs, une étude menée par Walsh et al. (2014) a révélé que les protéines de lupin
possedent des propriétes inflammatoires bénéfiques, influencant positivement le métabolisme,

I'absorption des nutriments et 'immunité.

7. Activité antibactérienne

L’effet antimicrobien de 1’extrait de Lupinus albus, avant et apres dilution, est examiné
par la méthode de diffusion sur disques. Pour cela, une gamme, de bactéries de Gram positif
et négatif ainsi que des champignons, est utilisee. Les diamétres des zones d’inhibition sont

mesurés apres 24h d’incubation a 37°C pour les bactéries et 30°C pour les champignons.

Figure .14. Zone d’inhibition d’extrait de Lupins albus contre Bacillus sp.
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Pour chaque dilution de I’extrait, les moyennes des diamétres des zones d’inhibition
(mm) sont mesurées. Les résultats obtenus montrent que I’extrait brut posséde une faible
activité anti microbienne contre la souche Bacillus sur la gélose nutritive, avec une zone
d’inhibition de 8 mm de diamétre (figure 14). Par contre, et les deux dilutions du méme
extrait (1/2 et ¥4), sont dépourvus de toute activité antimicrobienne contre toute la gamme des

microorganisme choisis.

Ces résultats se concordent avec ceux Abdallah et al.(2017) ou I'extrait méthanolique de
Lupinus albus n'a montré aucune activité antibactérienne contre les bactéries Gram-positives
et Gram-négatives testées. Cependant, Hanania et al. (2017) ont trouvé des résultats
contradictoires, ils ont rapporté que I’extrait des graines de la méme plante est doté d’une
activité antimicrobienne significative contre les bactéries Gram positif, en particulier
Staphylococcus aureus. Alors que cette activité est limitée ou absente contre les bactéries
Gram négatif, telles qu'Escherichia colis. Lampart-Szczapa et al. (2003) ont suggeré dans
leurs recherches que cette activité antibactérienne des extraits de lupin est corrélée a leur

contenu en composeés phenoliques.
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La phytothérapie tire son importance des composés bioactifs des plantes médicinales.
Ces derniers offrent des propriétés thérapeutiques variées avec moins d'effets secondaires, par
rapport aux médicaments chimiques. Cette approche holistique traite les causes sous-jacentes
des maladies, améliorant ainsi la santé globale. La recherche scientifique, de plus en plus, est
focalisée sur l'extraction de ces composes actifs, et vise a réduire les risques associés aux

substances chimiques utilisées dans les médicaments.

De ce fait, le présent travail a porté sur 1’évaluation de I’extrait méthanolique des
graines de Lupinus albus en composés phénoliques, flavonoides et protéines. De plus,
I’évaluation de ses effets biologiques est effectuée in vitro, en examinant Iactivité

antioxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne.

Le criblage des métabolites secondaires a révélé que I’extrait méthanolique de Lupinus
albus est riche en alcaloides, des tanins catéchiques, des saponosides, et une quantité modéree
de flavonoides et de polyphénols. La quantification des polyphénols, des flavonoides et des
proteines dans I’extrait des graines de cette plante a révélé des teneurs relativement faibles
en polyphenols (20,76 + 0,77 ug EAG/mI), en flavonoides (24,58 + 1,47 pug EQ/ml) et en
proteines (440 pg/ml).

En revanche, les résultats des tests de l'activité antioxydante sur quatre essais différents
n'ont révélé aucune activité pour l'extrait de graines de lupin. De méme, aucune activité anti-
inflammatoire n'a été observée, comme en témoignant la dénaturation de l'albumine sérique
bovine (BSA). Parallélement, l'activité antimicrobienne évaluée par la méthode de diffusion,
contre des bactéries de reférence a Gram négatif (Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa) et a Gram positif (Bacillus sp. Et Staphylococcus aureus), une levure (Candida
albicans) et une moisissure (Aspergillus niger) a montré que l'extrait présente une activité

antibactérienne uniquement contre Bacillus sp.

Ces résultats révelent que Lupinus albus renferme des molécules bioactives,
susceptibles d’étre exploitées dans divers domaines tels que : la pharmacie, I’alimentation, la

cosmétique, agriculture, biotechnologie et médical ...

Pour compléter ce travail, les perspectives suivantes sont proposées :
» Tester d'autres solvants pour améliorer I'extraction.

» Etudier les autres parties de la plante, comme les feuilles, la tige et les fleurs.
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> Evaluer l'activité antioxydante des différentes parties de la plante in vitro et in vivo.

> Etudier l'activité anti-inflammatoire in vivo.

> Tester in vitro l'activité enzymatique, alpha-amylase, acétylcholinestérase, etc., des
extraits.

> Detecter la présence des quinones, flavonols, flavanols, stérols et polyterpénes.

> Déterminer le profil physicochimique, pH, taux d’humidité..., des extraits.

> Identifier les principes actifs de cette espéce par des méthodes chromatographiques
(HPLC, CPG) et par spectrométrie de masse.

> Evaluer les activités biologiques des huiles essentielles de cette plante.

En suivant ces perspectives, nous espérons approfondir notre compréhension des
propriétés biologiques de Lupinus albus et maximiser son potentiel d'application dans divers

domaines industriels.
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Annexe 1

Courbes d’étalonnage
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Annexe 2

Composition des milieux de cultures

Formule exprimée dans un litre d’eau distillée
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Résumé

Le Lupin blanc (Lupinus albus) est largement utilisé en médecine traditionnelle pour ses
propriétés biologiques. Pour cela, le présent travail se focalise sur la détection des composes
phytochimiques de I’extrait méthanolique des graines de cette plante et I'étude de ses
propriétés antioxydantes, antiinflammatoire et antimicrobien. Les résultats de l'analyse
phytochimique confirment que I'extrait méthanolique des graines de Lupinus albus est riche
en composés bioactifs tels que les alcaloides, les tanins catéchiques, les saponosides et
relativement riche en flavonoides et polyphénols. En effet, le dosage de quelques composants
secondaires a montré que la teneur en polyphénols est de 20,76 + 0,77ug GAE/mI et en
flavonoides est de 24,58 + 1,47 ug GAE/ml. Le dosage des protéines a montré que cet extrait
contient environ 440 pg/ml. L'étude du pouvoir antioxydant évalué par le test DPPH, le test
ABTS, le pouvoir réducteur et le test de la phénanthroline, n’a dévoilé aucune activité
antioxydante de cet extrait. De méme, ce dernier n'a montré aucune efficacité dans la
dégradation de la structure du BSA. Cependant, le test de l'activité antimicrobienne de I'extrait
méthanolique des graines de Lupinus albus vis-a-vis une gamme de microorganismes
(bactéries et champignons), a révélé que cet extrait est capable d’inhiber la croissance de
Bacillus sp. Les résultats obtenus montrent que Lupinus albus, riche en métabolites
secondaires, peut étre utilisé dans le domaine pharmaceutique. De plus, ces composés
renforcent son potentiel en tant qu'ingrédient clé pour le développement de nouveaux

médicaments et traitements.

Mots clés : Lupinus albus, métabolites secondaires, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire, activité antimicrobienne, polyphénols, flavonoides, teneur en protéines.



Summary

White Lupin (Lupinus albus) is widely used in traditional medicine for its biological
properties. Therefore, the present work focuses on the detection of phytochemical compounds
in the methanolic extract of the seeds of this plant and the study of its antioxidant, anti-
inflammatory, and antimicrobial properties. The results of the phytochemical analysis confirm
that the methanolic extract of Lupinus albus seeds is rich in active compounds such as
alkaloids, catechin tannins, saponins, and relatively rich in flavonoids and polyphenols.
Indeed, the quantification of some secondary components showed that the content of
polyphenols is 20.76 + 0.77 ug GAE/ml and that of flavonoids is 24.58 + 1.47 ug GAE/ml.
The protein content was found to be approximately 440 pg/ml. The study of the antioxidant
power evaluated by the DPPH test, the ABTS test, the reducing power, and the
phenanthroline test revealed no antioxidant activity of this extract. Similarly, it showed no
efficacy in degrading the structure of BSA. However, the antimicrobial activity test of the
methanolic extract of Lupinus albus seeds against a range of microorganisms (bacteria and
fungi) revealed that this extract is capable of inhibiting the growth of Bacillus sp. The results
obtained indicate that Lupinus albus, rich in secondary metabolites, can be used in the
pharmaceutical field. Moreover, these phenolic compounds enhance its potential as a key

ingredient for the development of new drugs and treatments.

Keywords: Lupinus albus, secondary metabolites, antioxidant activity, anti-inflammatory

activity, antimicrobial activity, polyphenols, flavonoids, protein content.
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