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Résumé

Le présent travail consiste a comparer les résultats des analyses phytochimiques des principes
actifs isolés de la luzerne récoltée de la région d’El Tarf (Est Algérien).

L’autre objectif est de déterminer 1’effet antimicrobien des douze extraits des flavonoides et
des saponines obtenus & partir de différentes parties de Medicago sativa.L testés sur seize
souches bactériennes du groupe Gram™ et Gram™ et une souche de champignon, ainsi que
I’identification de I’influence du solvant d’extraction sur ’activité microbiologique des
flavonoides de la plante étudiée.

L'étude phytochimique de Medicago sativa.L démontre sa richesse en plusieurs principes
actifs tels que: les flavonoides, les saponines, les anthocyanes et les leuco-anthocyanes.

La chromatographie sur couche mince (CCM) a permis d’identifier dans 1’extrait
méthanolique de la luzerne des composés phénoliques tels que : les flavones, les flavonols et
les anthocyanes.

Les résultats des analyses effectuées montrent que les rendements des polyphénols
influencent 1’activité antioxydante des extraits méthanolique de Medicago sativa.L.

Les caractéristiques physicochimiques du sol de prélevement a permis de déterminer 1’effet
de la nature du sol sur le rendement en flavonoides et en saponines de la luzerne.

L’analyse chromatographique et microbiologique des flavonoides et des saponines de la
luzerne montre que la quantité et la qualité de ces substances varient d’une plante a une autre
dans la méme espece et d’une partie a une autre dans la méme plante, ces différences
dépendent du solvant d’extraction utilisé et du milieu de développement de la plante.

Les résultats de I’étude microbiologique et comparativement aux autres études réalisées dans
le méme domaine montrent qu’il existe une sensibilité importante de la majorité des souches
a nos produits, on peut dire que 1’extrait butanolique des flavonoides isolés du mélange de
la partie aérienne de Medicago sativa.L présente une meilleure activité antibactérienne et
antifongique.

Mots clés :

Medicago sativa L, flavonoides, saponines, polyphénols, activité antioxydante, activité
antibactérienne, activité antifongique, sol, HPLC.
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Abstract

The present work is to compare the results of phytochemical analysis of alfalfa isolated active
ingredients harvested from the area of El Tarf (eastern Algeria).

The other objective is to determine the antimicrobial effect of the twelve extracts flavonoids
and saponins obtained from different parts of Medicago sativa.L tested sixteen bacterial
strains of Gram + and Gram-group and fungus strain and the identification of the influence of
the extraction solvent to the microbiological activity of flavonoids of the plant studied.

The phytochemical study of Medicago sativa.L demonstrates its wealth more active
ingredients such as: flavonoids, saponins, anthocyanins and leuco-anthocyanins.

The thin layer chromatography (TLC) identified in the methanol extract phenolic compounds
such as: flavones, flavonols and anthocyanins.

The results of the analyzes show that the yields of polyphenols affect the antioxidant activity
of methanol extracts of Medicago sativa.L.

The physico chemical characteristics of the soil sample was used to determine the effect of the
soil on the yield of flavonoids and saponins in alfalfa.

Chromatographic and microbiological analysis of flavonoids and saponins alfalfa shows that
the quantity and quality of these substances varies from one plant to another in the same
species and from one part to another in the same plant, the differences depend on the solvent
used and the extraction medium development of the plant.

The results of the microbiological study and comparison with other studies in the same field
show that there is a high sensitivity of the majority of the strains to our products, we can say
that the butanol extract of flavonoids isolated from the aerial part of Medicago sativa.L has
better antibacterial and antifungal activity.

Keywords:

Medicago sativa L, flavonoids, saponins, polyphenols, antioxydant activity, antibacterial
activity, antifungal activity, HPLC, soil.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les humains apprécient les vertus apaisantes et analgésiques
des plantes (Chevallier , 2008). Aujourd'hui, les traitements & base de plantes reviennent au
premier plan, car I'efficacité des médicaments décroit, les bactéries et les virus se sont peu a
peu adaptés aux médicaments et leurs résistent de plus en plus. C'est pourquoi on utilise la
phytothérapie qui sur la base des molécules naturelles souvent associées aux traitements
classiques propose des remédes bien acceptés par 1I’organisme. En Algérie, pays avec plus de
3000 espéces dont 15% endémiques (Quezel, 1963 ; Gaussen, 1982;Boutaghane, 2013).

Notre travail constitue dans ce cadre une modeste contribution a la valorisation des
plantes médicinales. La luzerne cultivée Medicago sativa.L a fait 1’objet de plusieurs travaux
publiés particulierement sur son utilisation comme plante fourragére et sa capacité a fixer
I’azote atmosphérique. Elle est cultivée aussi, surtout pour les besoins agricoles. Néanmoins,
ses applications thérapeutiques demeurent rares ou méme inconnues. L’objectif de cette étude
est de valoriser Medicago sativa.L en tant que plante médicinale. Notre intérét s’est porté sur
la richesse en composés chimiques de cette espece végetale lui donnant des propriétés
exceptionnelles qui lui permettent d’étre classée parmi les plantes a effets thérapeutiques
(Faid et al., 1995; Hsieh, 2000 ).

L’organisme humain posséde des molécules antioxydants. Certains de ces molécules
sont endogenes d’autres sont exogenes qu’on peut obtenus a partir des substances apportées
par ’alimentation, notamment le cas des polyphenols végétaux. Les composés phénoliques
représentent 1’un des groupes les plus importants du fait qu’ils aient une faible toxicité et de
nombreux avantages thérapeutiques. Le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain
nombre de facteurs intrinséques et extrinseques (Falleh et al., 2008). L’étude réalisée sur
cette espece portera aussi bien sur 1’aspect quantitatif et qualitatif d’un groupe de substances
actives : les polyphénols tels que les saponines et les flavonoides extraits respectivement de
feuilles, des tiges et du mélange de la partie aérienne de Medicago sativa.L ainsi que leur
activité microbiologique. Le calcul du rendement et I’activité microbiologique des différents
extraits, ont permis de déterminer I’influence de la partie utilisée de la plante et du solvant
d’extraction sur ces derniers (Joki¢ et al., 2010; Bonnaillie et al., 2012).

Dans cette étude nos objectifs fixés sont les suivant :

Dans un premier temps, nous avons réalisés une étude bibliographique impliquant la
description botanique et la composition chimique de la plante étudiée Medicago sativa.L et
également la structure, la classification, la biosynthése et activité biologique des deux
métabolites secondaires étudiés : les flavonoides et les saponines.

La deuxieme partie sera consacrée a la partie expérimentale portant sur la présentation
des techniques d’isolement et d’analyse utilisées dans ce présent travail.

Dans un troisieme temps nous présenterons les résultats obtenus : apreés la séparation
des molécules par chromatographie sur couche mince (C.C.M.) nous essayerons d’évaluer le

pouvoir piégeur (scavenger) des différents extraits méthanoliques (feuilles, tiges et mélange :

1
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feuilles/tiges) vis-a-vis au radicaux libres (DPPH), ainsi que I’identification quantitatifs des
polyphénols.

Une étude physico-chimique des sols est également réalisée afin de déterminer
I’impact de la nature de ce facteur édaphique sur le rendement en flavonoides et en saponines
avec I’analyse qualitatif des flavonoides de Medicago sativa. L par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC).

Enfin, les tests microbiologiques réalisés, nous permettront d’évaluer et de comparer
I’activité antibactérienne de douze extraits obtenus a partir des feuilles, des tiges et du
mélange de Medicago sativa .L. sur seize souches bactériennes de type Gram® et Gram’
responsables de I’infection chez I’homme ainsi qu’une souche de champignon.
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1. Présentation de la famille des Fabacées

La luzerne cultivée ou Medigago sativa.L appartient a la famille des Fabacées qui
constituent la troisieme famille la plus importante du monde végeétal (environ 12000 espéces)
apres les Asteracées et les Orchidacées.

Les Fabacées, au sens large, sont des plantes herbacées, des arbustes, des arbres ou des lianes.
C'est une famille cosmopolite des zones froides a tropicales. Leurs feuilles sont alternes,
composées, pennées ou palmées et en genéral pourvues de stipules formées d'un calice
gamosépale souvent bilabié et d'une corolle dite papilionacée parce que sa forme rappelle
celle d'un papillon, leurs fleurs hermaphrodites, sont surtout zygomorphes et en genéral
pentameéres. La corolle qui du reste ne présente pas ce type de structure dans I'ensemble de la
famille est formée d'un grand pétale supérieur, I'étendard de deux pétales latéraux paralleles,
les ailes et de deux pétales inférieurs recourbés vers le bas libres ou réunis par le bord
inférieur de maniére a former la carene qui renferme les étamines et le pistil. Les étamines
sont au nombre de 10 (figure n°01). Le fruit issu d'un seul carpelle, est un fruit sec typique
(Gilbert et al., 1952 ; 1953; 1954).

Figure 01 : Le diagramme floral de la famille des Fabacées (Boullard, 2002).

Les trois sous-familles des Fabacées sont :
» Sous-famille Caesalpinioideae avec une fleur pseudo-papillonacée ;
» Sous-famille Mimosoideae avec une fleur réguliére ;
» Sous-famille Faboideae ou Papilionoideae avec une fleur typique en papillon.

On observe normalement la présence de nodules fixateurs de 1’azote atmosphérique sur les
racines chez les Papilionoideae et les Mimosoideae alors gu'ils sont absents chez la plupart
des Caesalpinioideae (Raven et al., 2000).

Ces nodosités sont le résultat d'une symbiose entre des bactéries fixatrices d'azote, les
Rhizobiums et ces différentes espéeces de légumineuses. C'est pourquoi elles peuvent se
développer sur des sols pauvres en azote et I'enrichir en engrais vert.
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Une particularité métabolique des Fabacées est la présence d'une hemoprotéine fixatrice de
dioxygéne, la leghémoglobine (ou LegHb), trés proche de I’hémoglobine. Cette protéine se
trouve dans les nodules des racines et permet de fixer I'oxygene pour former un milieu
anaérobie favorable au développement de Rhizobium. Dans les applications pharmaceutiques,
de tres nombreuses préparations (baumes, gommes, sirops, insecticides) sont faits a partir de
fabacées papilionacées (Harrier et al., 1995).

2. Origine et distribution géographique de la luzerne

La luzerne fut introduite en Europe vers 470 avant J.C avant les guerres médiques. Elle
portait alors le nom de Medica herba « I’herbe de Médie », devenu plus tard le nom de genre :
Medicago. Toutefois, les tablettes Hittites mentionnent déja son utilisation, comme nourriture
hivernale pour les animaux, 1400 a 1200 ans av.J.C.

La luzerne proviendrait des hauts plateaux du Caucase de I’Iran et de Turquie ou elle était
appelée Alfalfa «le meilleur des fourrages ». A I’heure actuelle, la luzerne est la plante
fourragére la plus cultivée dans le monde en raison de ses propriétés nutritives et méedicinales
(Brooker, 2007). Elle est notamment tres répandue dans les zones tempérées chaudes
subtropicales et en altitude (Mauries, 2003).

3. Caractéres botaniques et position systématique de Medicago sativa.L

3.1. Caractéres botaniques

C’est une plante herbacée vivace a tige dressée dés la base puis rameuse et anguleuse. Sa
hauteur varie de 30 a 90 cm (figure n°02). Elle présente des nodules racinaires qui témoignent
de son association symbiotique avec les bactéries Rhizobium.

Figure 02 : La luzerne Medicago sativa.L (Clark et al., 1913).
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La premiere feuille est unifoliée. Les feuilles suivantes alternes, sont composées de trois
folioles égales, glabres, obtuses, un peu échancreées et denticulées.

Les fleurs violettes ou bleuatres (figure n°03), sont réunies en grappes allongées avec un fruit
sous forme d’une gousse plus ou moins enroulée et spiralée de 1 a 4 spires (figure n°04). La
floraison se déroule entre juin et octobre.

Figure 03 La morphologie de la fleur de Medicago sativa.L (Perron, 2015).

Les parties aériennes sont les parties de la plante utilisées en médecine (Malinow, 1981;
Gray, 1997; Hwang, 2001). La luzerne est une plante pérenne qui dure 2 a 10 ans selon
son mode d’exploitation.

C’est une plante qui résiste trés bien au gel. Durant la période de froid, elle entre en
dormance. Au printemps, elle crée de nouvelles tiges a partir de son pivot central. Elle
repousse apres I’hiver ou aprés chaque coupe grace aux réserves constituées dans ses racines
durant les périodes de végétation. Ces réserves durent jusqu’a 10 mois. Elle pousse de Mars
a Octobre avec en moyenne de quatre coupes par an espacées de 35 a 45 jours selon la
température (Mauries, 2003).



Figure 04 : Les différents organes de Medicago sativa.L (Papleux, 2015).

3.2. Position systématique

Elle est établie selon Cronquist (1981) :

Regne : Plantae
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Sous-famille: Faboideae
Genre: Medicago

Espéce: sativa

4. Superficies consacrées a la culture de la luzerne

Grace a sa capacité d’assurer sa nutrition azotée par la fonction symbiotique et également par
la voie de I’absorption racinaire de 1’azote minéral du sol, au cours des années 80, la luzerne
était cultivée sur 32 millions d’hectares a travers le monde (tableau n-01).

En Algérie, pour la période 1995 a 1997, la superficie consacrée a la luzerne pérenne
Medicago sativa. L se situe entre 0.37 et 0.71% de la superficie réservée aux cultures
fourrageres. Par rapport aux cultures herbaceées sa superficie représente entre 1.86 et 3.03%
pour la méme période (Chaabena, 2001).
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Tableau 01:  Superficies occupées par la luzerne Medicago sativa.L a travers le monde
(Maurie, 2003).

Continents et pays Années Hectares
Total Afrique 434 970
Algérie 1981 10 000
Egypte 1983 81 000
Afrigue du Sud 1985 300 000
Total Europe 7494 310
France 1983 566 000
Italie 2000 800 000
Suisse 1983 25 000
Total Amérique du Sud 6 264 500
Brésil 1983 26 000
Equateur 1969 30 000
Total Amérique du Nord 14 462 042
Etat Unis 2000 9 713 000
Mexique 1982 245 000

5. Exigences environnementales de Medicago sativa.L
5.1. Le sol

La luzerne c’est une plante exigeant beaucoup de calcium. Pour un développement optimum,
elle doit donc étre implantée dans un sol sain de calcaire, argileux a pH variant de 6 a 7. Dans
un sol normalement équilibré, seuls les apports de potassium sont nécessaires, 1’apport en
azote est inutile du fait de la capacité de la luzerne a utiliser 1’azote atmosphérique et 1’azote
minéral contenu dans le sol. Son systéme racinaire est suffisamment important pour puiser et
valoriser les éléments nutritifs présents dans le sol (Zanin, 1998).

5.2. La température

La croissance optimale des plantes se situe a des températures comprises entre 15 et 30° C
(Zanin, 1998).

5.3. L’hydratation

La luzerne pousse dans des zones a pluviométrie équilibrée, le manque d’eau freine fortement
le développement des plantes; un excés d’eau favorise le développement des maladies
fongiques et prive les racines d’oxygene (Zanin, 1998).

5.4. La luminosité

En conditions non limitantes (bonne température et hygrométrie) la croissance dépend aussi
directement du rayonnement visible intercepté au cours de la pousse (Zanin, 1998).



6. Composition chimique de Medicago sativa.L
6.1. Composition nutritionnelle

Le concentré de la luzerne est un aliment intéressant du point de vue nutritionnel par sa forte
teneur en protéines et la diversité des éléments nutritionnels (tableau n-02).

6.1.1. Composition en protéines et acides aminés

Les extraits de la luzerne contiennent entre 50 et 60% de la matiére azotée totale. La protéine
la plus abondante est une proteine chloroplastique soluble de 500 K Da : la rubisco (rubilose-
1,5 biphosphate carboxylase-oxygénase). De nombreuses autres protéines solubles a fonction
enzymatique sont également présentes mais en moindre proportion. Enfin I’extrait contient
aussi des protéines membranaires et des polypeptides issus de I’hydrolyse des protéines
lourdes (Bertin, 2002).

6.1.2. Les lipides

L’extrait de la luzerne contient en moyenne 8 a 12% de lipides sous forme d’acides gras, de
glycérides, de pigments de stérols et de quinones liposolubles essentiellement des lamelles
chloroplastiques. Les lipides sont trés importants pour I’organisme puisqu’ils participent a
I’¢laboration d’hormones de prostaglandines et sont aussi indispensables a 1’absorption de
certaines vitamines liposolubles (Bertin, 2002).

6.1.3. Les hydrates de carbone

Les sucres constituent la principale et la plus économique source d’énergie pour 1’organisme.
Cette consommation d’énergie sous forme de glucose est quasi constante et nécessite un
apport régulier de glucides par I’alimentation. Dans la luzerne, les glucides existent sous ces
deux formes :

» Sucres simples : glucose (0.8%).
» Sucres complexes : saccharose (0.3%) et stachyose (0.1%), glucosanes (3.2%),
pentosanes (2%), galactanes (2.7%) et mananes (0.1%) (Bertin, 2002).

6.1.4. Les fibres

L’extrait de luzerne contient moins de 2% de fibres sous forme de cellulose, d’hémicelluloses,
d’oses polymérisés et de lignine. Ce faible taux de fibres permet la concentration des
composants utiles (vitamines et minéraux) et améliore leur assimilation dans le tube digestif
(Bertin, 2002).

6.1.5. Les vitamines

La luzerne constitue une source importante de B caroténe (précurseur de la vitamine A) mais
aussi d’autres vitamines telles que les vitamines E, K, et B9, chacun de ces ¢léments assurent
des fonctions spécifiques trés importantes au sein de 1I’organisme. On trouve également dans
la luzerne de la choline chlorhydrate & un taux de 6.4 mg pour 10g de concentré (Bertin,
2002).

6.1.6. Les éléments minéraux

Les matiéres minérales contenues dans ’extrait de la luzerne représentent en moyenne 13 a
14% de la matiere seche (tableau n- 02). Elles sont en grande partie solubles dans 1’eau et



peuvent étre partiellement éliminées par lavage acide (pH 3-4). Elles participent activement a
de nombreux métabolismes et a la formation des tissus. Les uns sont uniquement catalytiques,
d’autres ont un réle mixte, plastique (structure des tissus) et catalytique. Tous ces éléments
présentent des propriétés fonctionnelles importantes (Bertin, 2002).

Tableau 02:  Composition nutritionnelle de Medicago sativa.L (1mg =167ug ER) (Bertin,

2002).
Acides Aminés mg/g de protéines Vitamines Valeur pour 10g
de la Luzerne
Histidine 24 A (B caroténe) 750 ug ER
Isoleucine 55 Bl 0.03 mg
Leucine 95 B2 0.05 mg
Lysine 65 B3 (PP) 0.06 mg
Methlop_lne et 31 BS ~0mg
cystéine
Phenylala}nlne et 88 B6 0.84 mg
tyrosine
Thréonine 52 B8 2 Ug
Tryptophane 25 B9 7.5 ug
valine 62 B12 0.14 ug
c 6mg
D ~0pg
E 9 mg
K 1mg
Oligo-éléments Minéraux
cuivre 0.08 mg calcium 320 mg
iode 3 ug magnésium 14 mg
fer 5mg phosphore 78 mg
zinc 0.2 mg potassium 78 mg

6.2. Les substances du métabolisme secondaire
6.2.1. Les flavonoides

Flavones (apigénine, lutéoline, tricine), flavonols (quercétine, kaempférol), anthocyanes et
les isoflavones qui sont des phyto-estrogenes (composés naturels et actifs jouent le méme role
des hormones dans 1’organisme humain). Les produits actifs des phyto-estrogénes sont la
génesténe et la daidzéine (Malinow, 1981; Gray, 1997; Hwang, 2001) (figure n-05).
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Figure 05 : Les produits actifs des isoflavones (Roussel, 2006).

6.2.2. Les saponines

Les saponines de la luzerne présentent une variété de génines et sont réparties régulierement a
travers les différentes parties de la plante (Massiot et al., 1986) (tableau n° 03).

Tableau 03: Les différentes génines des saponines de luzerne (Massiot et al., 1986).

Génines Racine Feuilles Graines
Soyasapogénol C X X
Soyasapogénol E X
Soyasapogénol B X X
Soyasapogénol A X X

Hédérangine X X
Bayogénine X X
Acide Médicagénique X X
Acide Lucernique X
Acide Zanhique X
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7. Intérét de Medicago sativa.L
7.1. Intérét écologique

La luzerne est caractérisée par une teneur en Matiere Azotée Totale (MAT) importante qui
peut varier de 14 & 29 % de la Matiére Seche (MS) selon le stade, les époques et les modes de
récolte. La luzerne fixe 1’azote atmosphérique mais elle utilise préférentiellement 1’azote
nitrique présent dans le sol, la concentration en azote nitrique du sol diminue d’année en
année lors d’une culture de luzerne. La luzerne permet donc de récupérer et de soustraire au
lessivage les surplus de nitrates présents dans le sol, protégeant ainsi les nappes phréatiques
(Zanin, 1998).

7.2. Intérét alimentaire

La luzerne a une remarquable composition en acides aminés qui la rend supérieure, sur ce
critere, au tourteau de soja, en plus, la Rubisco est une proteine blanche extraite des feuilles
de la luzerne utilisée comme diététique en pharmacie.

La luzerne comporte une combinaison particuliérement intéressante de minéraux et d'oligo-
éléments. Elle est riche en vitamines du groupe B, C, D, E et A (Schoutteten, 2004).

7.3. Intérét thérapeutique

1- Le noyau phénolique des phyto-estrogénes qui sont des flavonoides, présente des
groupements OH (hydroxyles), il est en fait trés semblable a celui de 1’cestradiol. De plus la
distance entre les groupements hydroxyles des deux extrémités de la molécule est identique,
cette propriété est tres importante car elle permet de rendre plus assimilatrice aux récepteurs
que les cestrogeénes stéroidiens.

2- Les saponines de la luzerne ont comme effets : La diminution significative de 1’absorption
intestinale du cholestérol, la diminution de la progression de cellules cancéreuses et I’effet
anti-oxydant.

3- La luzerne est utilisée traditionnellement dans le traitement du diabéte. Cette action a été
mise en évidence in vivo sur des modeles de souris diabétiques. La luzerne stimulerait
notamment 1’incorporation du glucose sous forme de glycogene dans le muscle abdominal et
possederait des propriétés similaires a celles de I’insuline (Malinow, 1981; Gray, 1997;
Hwang, 2001).

4- Autres propriétés

anti-bactérienne et anti-fongique

Anti-hémorragique

Régulateur métabolique

Hémostatique

Medicago sativa.L pourrait contrer I’action anticoagulante des médicaments a action
similaire. Ses effets sur la régulation du meétabolisme du cholestérol pourraient
s’ajouter a ceux des médicaments hypolipidémiants (Malinow, 1981;Gray, 1997 ;
Hwang, 2001).

VVVYY
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7.4. Intérét fourrager

Parmi les nombreuses utilités de la luzerne, la plus importante est celle liée a 1’alimentation
du bétail . La luzerne est une plante fourragére par excellence car elle est une véritable source
de protéines et de caroténe (Zanin, 1998).

8. Toxicité et effets secondaires

La luzerne ne présente pas de danger aux doses recommandées a 1’exception de quelques cas
d’allergiec (Malinow, 1981; Gray, 1997 ; Hwang, 2001) et des rares cas de troubles gastro-
intestinaux (diarrhées...), dermatites et arthralgies.
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Chapitre I

Les composes
phénoliques



1. Activités biologiques des composés phénoliques

Les composes phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus
d'autres constituants. La relation entre le méetabolisme phénolique et le programme général de
développement de I'organisme végeétal pose en elle-méme la question d'un réle éventuel de ces
substances.

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associés a des nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation organogene, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation. Les composés phénoliques des végétaux constituent un
groupe d’une extréme diversité et ¢’est pour cela, ils ont plusieurs activités selon leur voie
métabolique (Bahorun, 1997) (tableau n-04).

Tableau 04 : Les différentes activités des polyphénols (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités

Acide phénols (cinnamique Anti-bactériennes, anti-fongiques et anti-
et benzoique) oxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires et anti-oedemateuses

Anti-tumorale, anti-carcinogénes,
Flavonoides anti-inflammatoires, hypotenseurs, diurétiques
et anti-oxydantes

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineuses

Effets stabilisants sur le calogéne, anti-
Pranthocyanidines oxydantes, anti-tumorales, anti-fongiques et
anti-inflammatoires.

Tannins galliques et

catéchiques Anti-oxydantes

2. Classification des composés phénolique

Les polyphénols naturels sont des molécules simples, comme les acides phénoliques, a des
composes hautement polymérisés comme les tanins. Il existe différentes classes de
polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbénes, les
lignanes, les saponines, les phytostérols ou bien phytostanols (Figure n° 06). Les plus
importants sont les acides phénols, les flavonoides et les tanins (Yvon Gervaise, 2004).
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Figure 06: Les différentes classes des composés (Yvon Gervaise, 2004).

2.1. Les flavonoides

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances naturelles généralement colorées
répandues chez les végétaux. On les trouve dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou
comme constituants des chromoplastes. Le terme flavonoides rassemble une tres large gamme
de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont présents dans toutes
les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et
bois). Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-dela de la
chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines) (Chevallier , 2008).

Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des
feuilles. Ils sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du
rayonnement UV (Riberau—-Gayon, 1968).
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Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-Phenyl Chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Heller et al., 1998) (figure n°07).

Figure 07 : Structure de noyau flavone (Giulia et al., 1999).

2.1.1. Structure chimique des flavonoides

Les flavonoides sont des dérivés de génines, sur lesquelles sont greffés un ou plusieurs oses :
D-glucose, L-rahmnose, glucorhamnose, galactose, arabinose, etc....La liaison génine-ose
existe grace a la réunion, soit d’un hydroxyle phénolique, soit d’un hydroxyle de I’hétérocycle
oxygéné, soit d’un -CH avec I’hydroxyle hémiacétalique du génine ou des ose(s) (Macheix
et al., 2005).

Les positions des substituants hydroxylés et méthoxylés des génines peuvent étre tres
diverses. On obtient ainsi des O-hétérosides et des C-hétérosides ayant chacun des structures
qui leur sont propres. Les C-hétérosides semblent intéressants en thérapeutique. La rupture de
la liaison Génine-Ose est plus difficile dans le cas des C-hétérosides que dans celui des O-
hétérosides (Macheix et al., 2005).

2.1.2. Classification des flavonoides
Les flavonoides sont classés en plusieurs classes différentes :
2.1.2.1. Les flavonols

Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont largement répandus et incolores. Les flavonols qui
possédent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines fleurs en jaune. Parmi les
flavonols les plus repandus, on trouve le kaempférol (OH en 4', 5, 7), le quercétol (OH en 3',
4', 5, 7) ces deux flavonols sont incolores; le myricétol et 1’isorhamétol (Higdon, 2004)
(figure n°08).
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Ry{=H; Rz = H: Kaempferol
Ry =0H., R,=H: Quercetin
Ry=0H; R, OH: Myricetin

Ry = 0OCH3; Ro = H: Isorhamnetin

Figure 08: Structures chimiques de quelques flavonols (Higdon, 2004).

2.1.2.2. Les isoflafonoides

Les isoflavones font partie de la famille des flavonoides (génisténine-5-7-4-
trihydroxyisoflavone, biochanine A, daidzéine-7-4-dihydro-isoflavone, formononétrie), ils
sont formés par I’oxydation et 1’élimination d’une molécule d’eau d’une flavone. Selon leur
formule chimique, il existe une douzaine de types structuraux, mais le squelette principal reste
la méme (les 3 phenylchromane). lls se présentent presque exclusivement dans la famille des
Fabacées (Braden et al., 1967) (figure n-09).

C

Mol gy 1aoflavone

Figure 09 : Structure des isoflavones (Giulia et al., 1999).
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2.1.2.3. Les flavanones

Ces composés ne comportent pas de groupements OH en position 3 et présentent de fortes
similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette catégorie, il faut ranger les flavonoides
responsables de la saveur ameére de certaines pamplemousses, citrons, oranges et qui sont la
naringine (naringénol lié a du glucose et du rhamnose) et I'nespéridine (Higdon, 2004).

2.1.2.4. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui regroupe les
anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces molécules faisant partie de la famille des
flavonoides et capables d'absorber la lumiere visible, sont des pigments qui colorent les
plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange (Chevallier , 2008) .

2.1.3. Biosynthese des flavonoides

Elle se fait & partir d'un précurseur commun, la 4, 2', 4', 6'-tétrahydroxychalcone (figure n-
10). Cette chalcone métabolisée sous I'action d'enzyme, la chalcone isomérase, en
naringenine. Sur cette derniére agit la flavone synthase pour donner 1’apigénine ou le
dihydroflavonol.

Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase se métabolise en flavonol ou en
anthocyanes, en présence de dihydroflavonol réductase se métabolise en tanins condensés
(Ono et al., 2006 ; Seeram et al., 2006).
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Figure 10: La voie de biosynthése des flavonoides (Subsamanian et al., 2007).

2.1.4. Propriétés pharmacologiques des flavonoides
2.1.4.1. Propriétés anti-inflammatoires et effets sur le systeme immunitaire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti-
inflammatoires. Ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire.
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Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes "B" et "T".
Cet effet des flavonoides sur les lymphocytes "B"™ ou "T" peut étre variable:
en effet, les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3’,4’ hydroxyflavone) et les flavonols
(kaempférol, quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes "T" alors que
seule la myricétine est active sur les lymphocytes "B". L’explication est encore inconnue.
L’effet antiprolifératif des flavonoides pourrait s’expliquer par leur capacité a inhiber
I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase "C" ou protéine tyrosine kinase). Par
ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine, des
basophiles et des mastocytes (Mookerjee et al., 1986; Middleton et al., 1994; Namgoong et
al., 1994).

2.1.4.2. Propriétés antimicrobiennes et antivirales

Les produits antibactériens sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines voies
métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d’effets toxiques pour les organismes
supérieurs (Figure n-11). Ces produits peuvent étres synthétises (pharmaceutiques) ou
naturelles (végétale).

©

Diminution de la pénétration

Q 9 ®

Augmentation
de I'efflux

Modification du recepteur
ou du site actif

Dégradation enzymatique ou

modification de I'antibiotique

Figure 11:  Mécanismes de résistance bactérienne aux antibiotiques. Q: La substance
antibiotique, ws : Récepteur, v : Récepteur modifié, = Pompe d’efflux,
& Enzyme, <> : Dégradation de I’antibiotique (Hemaiswarya et al., 2008).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe. Parmi
les hypotheses avancees, il faut citer :
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- I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes

- la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de
métaux tels que le fer.

- I'inhibition du métabolisme microbien (Akroum, 2011).

e Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité differente selon le
microorganisme et I’écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et
al., 2004), Escherichia coli (Ulanowska et al., 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis ... etc. (Didrak, 1999 ; Modak, 2001 ;
Okigbo et al., 2005) (Tableau n-05).

Chaque composé agit spécifiqguement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur plusieurs
bactéries testées 1’apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus,
toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’a donné
une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont averés
résistants contre cette molécule (Basile et al., 1999 ; Cushnie et al., 2003 ; Martini et al.,
2004).

Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du méthanol 95 %
étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méthanol 60 % de la
méme plante ne I’étaient pas, comme c’était le cas des flavonoides de Linum capitatum contre
Staphylococcus aureus (Slavica et al., 2004). La diffusion radiale souvent demeure utilisée
pour mettre en évidence I’activité antimicrobienne in vitro, méme si la mesure par le biais de
cette méthode est parfois difficile a cause des zones diffusionnelles (llic et al., 2004).

Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure encore
imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur activité
antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine censée
agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et al., 2009).

En effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs, la quercétine serait capable d’inhiber
la gyrase bactérienne par deux mécanismes : Elle se fixe sur ’ADN au niveau des sites
d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son activité. Elle bloque le site de fixation de I’ATP se
trouvant sur I’ADN gyrase.

Dans les deux cas I’action du flavonoide se manifeste par le clivage de ’ADN bactérien,
désormais incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon
fonctionnement (Dadi et al., 2009).

e Activité antifongique des flavonoides

Aussi, comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique trés
puissante. Batawita et ses collaborateurs (2002), dans leur étude sur les flavonoides de
Conyza aegyptica L., ont aussi démontré que ces molécules avaient une action fongicide et
fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes et Candida zeylanoides. D’autres flavonoides extraits de
Tibouchina grandifolia ont montré une forte activité antifongique contre différents types de
moisissures (Kuster et al., 2009).
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Néanmoins, les études portées sur I’activité antifongique des flavonoides restent encore
insuffisantes du fait de la grande hétérogénéité des moisissures et des levures.

Tableau 05 : Principaux composés phénoliques ayant une activité antimicrobienne
(Daglia, 2011).

Composés phénoliques et leurs structures Microorganismes sensibles Exemples

V.cholerae, S.mutans, C.jejuni,
C.perfringes, E.coli, B.Cereus,
e H.pylori, S.aureus, L.acidophilus,
i A.naeslundii, P.oralis, P.gingivalis,
P.melaninogenica, F.nucleatum,
C.pneumonia

Flavane-3-ol

vy - Adénovirus, Entérovirus, Flu virus.
Virus
H Candida albicans, Microsporum
. gypseum, Trichophyton
e mentagrophytes, Trichophyton rubrum.

Flavonol

S.mutans, E.coli, S.aureus
Bactéries

Virus de I’influenza A, type -1 herpes

Virus simplex virus (HSV).

Tannins condensés

OH
HO oH  Ho OHO o
He "'} '!.5"? A {_DH Bactéries
o=8_= o Différentes souches de: Salmonella,
o o Staphylococcus, Helicobacter, E.coli,
Bacillus, Clostridium, Campylobacter,

S N - e
HD-{ b4 g oM
b -:'“:l?—a—{_._,,'r Lysteria.
A

Hd 0 { b
e -~ ¥ ou
0y i
HHE’_;Q_(;H o"='. HoHD b Virus Le virus Epstein-Barr, les virus Herpes
Ho o HSV-1 et HSV-2.
HO—, }
oH Champignons Candida parapsilosis

F.:U,ILDH
e S.aureus, L.monocytogenes, E.coli,

o~
" 3:1“'4 Bactéries )
P.aeruginosa.

Acides phénoliques

.,
’ G(E/\/ Bactéries Différentes souches de Mycobacterium
HO CH, tuberculosis.

HCO

Néolignane
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e Propriétés antivirales

La stratégie de recherche d’un compos¢ antiviral consiste & mesurer la réduction de I’infection
virale des cellules en culture. Une substance peut agir a différents niveaux du cycle viral. Les
flavonoides sont capables d’agir au niveau de la synthese des protéines virales. Ce mécanisme
semble étre impliqué dans la protection des souris vis-a-vis d’une infection virale a la suite
d’une administration journaliére de 3-0-méthylquercétine a raison de 20 mg/kg pendant 9
jours (Dadi et al., 2009).

2.1.4.3. Propriété antioxydante

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a ét¢ employée dans plusieurs
¢tudes afin de déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. A cause de leurs
faibles potentiels redox (Rice-Evans et al.,, 1996), les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le
superoxyde, le peroxyle, 1’alkoxyle et I’hydroxyle par transfert d’hydrogéne.

L’activité anti-radicalaire peut étre évaluée par radiolyse pulsée, par 1’étude spectrométrique
du piégeage de radicaux colorés tel que le 1-diphenyl-2-picrylhydraxyl (DPPH) ou I’acide
2,2°—azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS - +).

L’activité¢ des flavonoides est comparée avec celle du Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique), et exprimée en TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity). Il est a noter que plus la valeur de TEAC est élevée plus la molécule est active.
Une méthode alternative consiste aussi a déterminer leur aptitude a diminuer la réaction de
peroxydation des lipides (Burda et al., 2001).

e Mécanismes d’action
Plusieurs modes d’action de I’activité antioxydante des flavonoides ont été décrits :

- Le piégeage direct des radicaux libres
Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres oxygénés (X) par transfert d’un
¢lectron ou d’un hydrogéne :

X" + ArOHs XH + ArO’

X' + ArOH X+ ArOH’

Le radical aryloxyle formé est stabilisé par résonance. L’¢lectron non appari¢ peut se
délocaliser sur I’ensemble du cycle aromatique. Mais, il peut continuer a évoluer selon
plusieurs processus (dimérisation, dismutation, recombinaison avec d’autres radicaux,
réduction en molécule parent, oxydation en quinone) soit en réagissant avec des radicaux ou
d’autres antioxydants, soit avec des biomolécules.

L’activité antiradicalaire a été corrélée avec le potentiel d’oxydation des flavonoides (Van
Acker et al., 1996).

- Chélation des ions métalliques (Fe3+, Cu+)
Le pouvoir antioxydant des flavonoides peut s’exercer par la complexation des métaux de
transition. En effet, ces derniers accélérent la formation d’especes oxygénées réactives.
Par ailleurs, la complexation des flavonoides par des métaux de transition peut améliorer leur
pouvoir antioxydant en diminuant leur potentiel d’oxydation (Afanas et al., 2001).
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- Inhibition d’enzyme
Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme dont, en particulier, les
oxydo-réductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des especes
radicalaires  (lipoxygénase, cyclo-oxygénase, = monoxygenase, xanthine  oxydase,
phospholipase A2, protéine kinase...).
Le régénération des antioxydants liés aux membranes comme 1’ « -tocopherol (Rice-Evans et
al., 1996).

e Relation structure-activité antioxydante des flavonoides

Les ¢léments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale ont
été établis par plusieurs auteurs (Aliaga, 2004; Sroka, 2005) (figure n°12). 1l s’agit de :

- La présence d’une fonction catéchol sur le cycle B
La configuration des hydroxyles du noyau B est le paramétre structural le plus significatif de
I’activité¢ antioxydante. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence d’un hydroxyle
en ortho de celui qui a cédé son atome d’hydrogene. En effet, cette stabilité résulte de la
délocalisation de 1’¢lectron non apparié et de la formation d’une liaison hydrogéne.

- La présence d’un motif énone dans le cycle C
La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une délocalisation
électronique stabilisante du radical phénoxy.

- La présence de groupement hydroxyle en position 3
La glycosylation ou la méthylation de 1’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit & une
diminution importante de I’activité antioxydante. Cet effet est moins marqué lorsque les
autres groupements phénoliques sont substitués. La présence d’un groupement hydroxyle en
position 3 renforce donc les propriétés antioxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé. La
présence d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a 1’effet antioxydant dans
le cas des isoflavones (Heim, 2002).

HO

OH O

Figure 12 : Eléments essentiels pour ’activité antioxydante des flavonoides (Marfak,
2003).

23



D’autre part, plus le degré d’hydroxylation du flavonoide est important, plus le pouvoir
antioxydant est élevé (Cao, 1997). De méme, la polymérisation de flavonoide peut améliorer,
comme dans le cas des polymeéres de rutine (Kurisawa, 2003) ou des procyanidines (Lotito,
2000), ou conserver les activités antiradicalaires.

En ce qui concerne l’effet de I’acylation sur les propriétés antioxydantes, il a été
principalement rapporté pour les esters galliques de la famille des flavanes (Miller, 1996)
ainsi que pour les esters de rutine et d’acide succinique (Alluis, 2000).

Dans ce dernier cas, 1’auteur a montré que les modifications de la partie osidique de la rutine
n’altéraient pas le pouvoir antioxydant sauf dans les cas d’une succinylation élevee. Perrier
et al., (1998) et Boumendjel et al., (2003) ont revendiqué la conservation de I’activité
antioxydante des esters d’hespéritine et d’acide dodécandioique.

De méme, Saija et al., (2003) ont observé que 1’acylation de la quercétine sur le groupe
hydroxyle en position 3 avec différentes chaines aliphatiques (acétate, propionate, palmitate)
ne masque pas ’activité de piégeage de radicaux libres de la molécule parent.

Récemment, Mellou et al., (2005) ont observé que les dérivés acylés de la chrysoeriol-7-O-
-D-(3”’-E-p-coumaroyl)-glucopyranoside et de la chrysoeriol-7-[6’"’-Oacetyl-p-D-allosyl-
(1—2)-B-D-glycopyranoside] ont une activité antimicrobienne et antioxydante plus
importante que les molécules parents.

De méme, Katsoura et al., (2006) ont constaté une augmentation de 1’activité antioxydante
avec la rutine-4’’’-O-oléate. En fonction du mécanisme de 1’activité antiradicalaire étudiée,
quelques différences dans les relations structure-activité ont été observées.

Le tableau n- 06 résume ’effet des éléments structuraux des flavonoides sur les activites
antiradicalaires, de complexation des métaux et d’inhibition de la péroxydation des lipides
(Chebil, 2006).

Tableau 06 : Effet de la structure sur les activités antioxydantes des flavonoides (Chebil,
2006).

Activités Facteurs améliorant le pouvoir antioxydant

-le nombre de groupements OH disponibles
-la méthylation a des effets variables et son effet est difficile &
quantifier.
-les structures possédant une double liaison C2-C3 et un seul
OH en position 4’
-une fonction catéchol sur le cycle B.
- la présence du C4’-OH.

anti-radicalaire

-la présence d’une fonction carbonyle en C4 et de groupe
hydroxyle en C5 et/ou C3
- la présence d’une partie catéchol
-la présence d’un sucre a peu d’effet

Complexation métallique

- la présence d’une fonction catéchol
-le groupement carbonyle en position 4 du cycle C
-La présence de groupement hydroxyle en position C5, C7, C3’,
C4’,C3

inhibition de la peroxydation
des lipides
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2.1.4.4. Propriétés anti-carcinogenes

La quercétine, par exemple, est capable de diminuer chez le rat I’incidence des tumeurs
mammaires induites par le DMBA (7,12 diméthylbenz(a)anthracene) ou la NMU (N-
nitrosométhylurée).

Les études réalisées chez la souris abondent dans le méme sens et mettent en évidence les
effets protecteurs des flavonoides vis-a-vis des promoteurs des tumeurs.

L’action antitumorale de la quercétine pourrait aussi s’expliquer par une interaction de celle-
ci avec le complexe calcium-calmoduline qui jouerait aussi un réle dans le mécanisme
d’action de nombreux promoteurs de tumeur. C’est ainsi qu’un antagoniste de la calmoduline
inhiberait 1’induction de 1I’ODC (Ormitine Décarboxylase) par le TPA (12-0-
tétradécanoylphorbol-13-acétate). Les flavonoides peuvent également interférer avec le
métabolisme des xeénobiotiques, notamment en stimulant les systémes de détoxification
(Brusselmans et al., 2005).

2.2. Les saponines

Ce sont des composés naturels dont la structure est d'hétérosides (glucides), de stérols ou de
triterpénes, tres abondants dans les végétaux. Les saponines sont des substances tensio-actifs,
qui forment des solutions colloidales et font apparaitre de la mousse comme le savon (en
latin: sapo signifie savon) ( Cheeke et al., 2005) .

2.2.1. Propriétés physicochimiques des saponines
Les saponines sont formées par deux parties:

» Une partie osidique comprenant une, deux a trois chaines de sucres ; parmi les sucres
les plus connus et qui sont attachés aux génines des saponines on cite, le D-glucose,
D-galactose, D-xylose, D-ribose, D- rhannose et I'acide uronique, l'acide D-
glucuronique.

» Une partie aglycone dont on distingue deux classes, les saponines triterpeniques et les
saponines stéroidiques (Cheeke et al., 2005).

2.2.2. Les saponines triterpéniques

La plupart des saponines végétales appartiennent a cette classe. Elles sont trés abondantes
chez les dicotylédones.

La majorité des génines triterpéniques sont des molécules pentacycliques : oleanane, ursane,
hopane et plus rarement tétracyclique : lanostane (Figure n° 13) (Gucli-Ustundag et al.,
2007).
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Figure 13 : Structures chimiques des saponines triterpéniques (Alexander, 2009).

2.2.3. Les saponines stéroidiques

Les composés de cette classe sont principalement présents chez les monocotylédones. Ils sont
classés en hétérosides de spirostanales, hétérosides de furostanols et hétérosides d'amines
stéroidiques (pseudo-alcaloides) (Figure n-14).

furostane

Figure 14 : Structures chimiques des saponines stéroidiques (Alexander, 2009).
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2.2.4. Propriétés pharmacologiques des saponines

Les saponines jouent un réle pharmacologique trés important. Elles sont caractérisées par leur
fort pouvoir hémolytique lié a la nature de la génine et du nombre des unités osidiques. Elles
sont connues par leur action anti-fongique qui est plus efficace chez les saponines a génine
stéroidiques que les saponines a génine triterpéniques.

La majorité des saponines possedent des propriétés cytotoxiques et anti-tumorales. Elles sont
toxiques a I'égard des animaux a sang froid, surtout les poissons.

Parmi les saponines connues pour leurs propriétés médicinales importantes on peut citer:
2.2.4.1. La Dioscine (saponine a génine stéroidiques)

Trouvee dans certains légumes. Elle est connue pour son activité anti-fongique et anti-
tumorale.

2.2.4.2. L'acide medicagéniques et I'acide luzernique

Trouvés dans certaines variétés de la luzerne (Figure n°15) (Massiot et al., 1986).
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Figure 15 : Les saponines de certaines variétés de la luzerne (Massiot et al., 1986).
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3. Quelques composés phénoliques utilisés en phytothérapie
3.1. Les tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci donnent un
golit amer a I’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les
insectes ou le bétail. Les tanins sont des composants polyphénoliques qui contractent les
tissus en liant les protéines et en les précipitant, d’ou leur emploi pour «tanner» les peaux.

Ils permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes riches
en tanins sont utilisées pour rendre les tissus souples, comme dans le cas des veines
variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour réparer
les tissus endommages par un eczéma ou une brilure (Chevallier , 2008).

3.2. Les coumarines

Les coumarines se trouvent dans de nombreuses espéces végétales et possédent des propriétés
trés diverses. Les coumarines du mélilot (Melilotus officinalis) et du marronnier d’Inde
(Aesculus hippocastanum) contribuent a fluidifier le sang alors que les furano-coumarines
comme le bergapténe, contenu dans le céleri (Apium graveolens), soignent les affections
cutanées et que la khelline de la khella (Ammi visnaga) est un puissant vasodilatateur
coronarien (Chevallier , 2008).
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1. Origine et récolte de la plante étudiée

La drogue est constituée par les tiges et les feuilles de la luzerne cultivée Medicago sativa.L
qui sont ensuite soumis aux études phytochimique et microbiologique.

La récolte des parties aériennes de Medicago sativa.L a été réalisée au mois d’Octobre 2010
dans la région de Besbes wilaya d’El Taref Algérie (Figure n° 16). Région d’un étage
bioclimatique subhumide, située entre 36° 46 Nord et 7° 54 Est a une longitude de 0a 50 m.
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Figure 16 : Localisation géographique du site de prélevement (Google Earth, 2015).

Les plantes fraichement récoltées ont été séchées a température ambiante et a 1’obscurité
pendant dix jours (figure n°17).
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Figure 17 : Photo présentant un champ de la luzerne cultivée (Messioughi, 2010).

2. Etude histologique de I’espéce Medicago sativa.L (Technique de la double
coloration: Rouge Congo et Vert de Méthyle)

Objectif
Identification des différents tissus de I’espéce étudiée au niveau des feuilles et des tiges.
Principe

La plante a été analysée par la technique de la double coloration (vert de méthyle-rouge
Congo) (Prat ,2007).

Nous avons réalisés des coupes transversales tres fines au niveau des feuilles et des tiges de la
luzerne, les coupes ont été mises pendant 15 a 20mn dans 1’eau de javel pour vider les cellules
de leurs contenus cytoplasmiques. Apreés un lavage des coupes avec 1’eau distillée, nous
avons trempé les coupes dans un bain d’acide acétique 3mn pour la fixation des colorants.
Un traitement des coupes au vert de méthyle est nécessaire pendant 5 mn pour colorer les
parois lignifiées ou tubérisées en vert, bleu ou violet selon le degré de lignification de la paroi
et au rouge Congo pendant 10 mn pour colorer les parois cellulosiques en rose (Les coupes
pourront étre conservées dans 1’cau distillée, pour une courte période). Finalement nous
avons déposeé les coupes sur des lames (les coupes sont couvertes par une goutte d’eau puis
observer les coupes a I’aide d’un microscope optique.
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3. Screening phytochimique de I’espece Medicago sativa.L

Objectif

Tester les types des métabolites secondaires présents dans 1’espece étudiée.
Principe

Certains principes actifs de Medicago sativa.L tel que: les flavonoides, les saponines; les
anthocyanes et les leuco-anthocyanes ont été recherchés selon les méthodes décrites par
Bruneton (2009).

3.1. Recherche des anthocyanes

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de couleur de I’infusé a 10% avec le
changement du pH : Nous avons ajouté quelques gouttes d’HCI pur et nous avons observé le
changement de couleur. Ensuite nous avons rajouté quelques gouttes de NH4OH, le
changement de la couleur indique la présence des anthocyanes.

3.2. Recherche des leuco-anthocyanes

Se fait sur prise de Sml d’infusé, mélé de 4ml d’alcool chlorhydrique (éthanol / HCI pur
3/1 vv). Apres un chauffage au bain-marie a 50°C pendant quelques minutes il y a apparition
d’une couleur rouge cerise indiquant la présence des leuco-anthocyanes.

3.3. Recherche des flavonoides

5g de la drogue pulvérisée sont macérés dans 150ml d’HCl a 1% pendant 24h. Aprés
filtration 10 ml du mélange sont rendu basique par 1’adition de NH4OH, la présence des
flavonoides, s’exprime aprés 3h par I’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie
supérieure du tube.

3.4. Recherche des saponines

Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 10 ml de chacun des extraits
aqueux dans un tube a essai. Le tube est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos
pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de
saponosides.

4. Analyse qualitative et quantitative des polyphénols et recherche d’activité
antioxydante de ’extrait méthanolique de Medicago sativa.L.

Objectifs
- Identifier les principaux composés phénoliques contenus dans I’extrait méthanolique
de Medicago sativa.L

- determiner la meilleure activité antioxydante (feuilles, tiges et mélange)

- Rechercher une relation entre 1’activit¢é antioxydante et la teneur en composés
phénolique.
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4.1. Preparation des extraits méthanoliques

Principe

2,59 de poudre de la drogue a été mise a macérer dans 25ml de méthanol absolu sous
agitation magnétique pendant 30 minutes. L’extrait a ensuite été stocké a 4°C durant 24
heures, filtré et évaporé a sec sous pression réduite a 50°C au Rotavapor (Falleh et al., 2008;
Bougandoura et al., 2012).

On a répété ’extraction trois fois avec les feuilles, les tiges et le mélange feuilles/ tiges.

4.2. Analyse de la composition chimique de I’extrait méthanolique par la
chromatographie sur couche mince (CCM)

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu cotteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des métabolites. Elle
repose principalement sur le phénoméne d’adsorption. Elle s’applique aux molécules pures,
aux extraits (mélange complexes de métabolites) et aux échantillons biologiques. Elle permet
d’avoir une idée globale des métabolites présents dans un extrait ou une fraction, permet un
contrdle aisé et rapide de la pureté d’un composé lorsque les conditions opératoires sont bien
déterminées. Elle permet également de suivre la progression d’une réaction étant donné
qu’elle indique le nombre de composants dans un mélange réactionnel. La mise en ceuvre
d’une CCM nécessite plusieurs matériels tel que :

» Une cuve chromatographique
C’est un récipient en verre, de forme variable (selon les manipulations a effectuer) fermé par
un couvercle maintenu étanche.

» Une phase stationnaire
C’est une couche d’adsorbant étalé uniformément sur un support en aluminium ou en verre de
dimensions variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10cm ou 5 x 10cm) avec une épaisseur
comprise entre 0.5 et 2 mm. L’adsorbant que nous avons utilisé est le gel de silice qui permet
la separation de substances lipophiles et hydrophiles d’un mélange.

» La phase mobile
C’est I’éluant, il est composé d’un solvant unique ou d’un mélange de solvant qui migre
lentement le long de la plaque en entrainant les composants de 1’échantillon déposé.

» Les échantillons
Ils sont le plus souvent solubilisés dans un solvant volatil qui n’est pas forcément le méme
que I’éluant.

Principe

10ul de I’extrait méthanolique du mélange (feuilles/tiges) ont été spotées sur une plaque de
10 cm déposée verticalement dans la phase mobile constituée par un éluant typique des
flavonoides (chloroforme, acétone, ac formique (75,16.5, 8.5)) (Wagner et al., 1996). Une
fois le développement du chromatogramme effectue, la plague est séchée a température
ambiante puis examinée a I’UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm).
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Le rapport frontal (Rf) est caractéristique d’une substance donnée pour un éluant déterminé
sur un support (phase stationnaire) donné, il est le méme, que le constituant soit pur ou dans
un mélange.

Le Rf ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange (Neffar et al., 2013).

On détermine pour chaque constituant, le Rapport frontal :

Rf = Distance parcourue par le constituant
Distance parcourue par le front de I’éluant

4.3. Dosage des phénols totaux
Principe

Les teneurs en phénols totaux de la plante étudiée ont été déterminées par la méthode de Folin
ciocalteu (Donald et al., 2001; Alain et al., 2011) . Un volume de 1 ml de chaque extrait
méthanolique des feuilles, des tiges, et de mélange feuilles/tiges ou d’acide gallique (mg/ml)
est melangé a 1ml du réactif de Folin-ciocalteu apres 5 min le mélange est diluée avec 25 de
I’eau distillée et 10 ml de carbonate de sodium (7%). L’acide gallique est 1’antioxydant de
référence.

Aprés 10h d’incubation a la température ambiante (25°C), I’absorbance est lue au
spectrophotomeétre a 760 nm. La courbe étalon est obtenue dans les mémes conditions que
précédemment en utilisant une gamme de concentrations (0- 250 mg/ml) de solution d’acide
gallique préparée dans le méthanol. Les teneurs en phénols totaux des extraits méthanoliques
sont déterminées graphiquement et exprimées en termes d’équivalent d’acide gallique (mg/g
de matiere seche).

4.4. Evaluation de I’activité antioxydante

La mesure de I’activité antiradicalaire est effectuée conformément a la méthode décrite par
Brand-Williams et al., (1995).

Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de DPPH
(1-diphenyl-2-picrylhydraxyl) en solution dans le méthanol (Markowicz Bastos et al., 2007).
L’addition d’un antioxydant dans une solution de DPPH conduit a une décoloration de ce
dernier qui est directement proportionnelle a la capacité antioxydante du produit ajouté (figure
n-18). Cette décoloration peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517 nm (Bourkhiss et al., 2010).

Dans ce test les antioxydants réduisent le DDPH ayant une couleur violette en un composé
jaune, le DPPH, dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).
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Figure 18 : Forme libre et réduite du DDPH (Molyneux, 2004).

2.4mg DPPH est solubilisé dans 100 ml de méthanol. Dans des tubes on introduit 100ul de
chaque extrait méthanolique des feuilles, des tiges et de mélange feuilles/tiges de Medicago
sativa.L (1mg/ml, 0.75mg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.1mg/ml, 0.05mg/ml) et on ajoute 2ml
de la solution méthanolique au DPPH. Apres agitation par un Vortex, les tubes sont placés a
I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure
de I’absorbance a 517 nm.

Le controle négatif est composé de 2 ml de la solution méthanolique au DPPH et de 100 pl de
méthanol. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard le
BHT (Lopes-Lutz et al., 2008).

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

% d’activité antiradicalaire = [(Abs controle—Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

5. Effet de la composition physicochimique du sol de prélévement sur le rendement
des principes actifs de la luzerne

Objectif

Déterminer I’'impact des facteurs édaphiques sur le rendement en flavonoides et en saponines
de la luzerne cultivée.

5.1. Analyse du sol de prélévement
5.1.1. Texture

Pour déterminer la texture du sol, nous avons utilisé la méthode de saturation a 1’eau qui
consiste a mesurer le pourcentage d’humidité du sol (Y) et a le comparer a une échelle qui
détermine la texture correspondante a la teneur d’eau (tableau n° 07).
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La technique est la suivante :

Nous avons pris 50g de sol et nous les avons imbibé d’eau, goutte a goutte tout en mélangeant
jusqu’au point ou la pate devienne luisante et glisse doucement lorsqu’on incline le mortier.

Ensuite, nous avons suivi les étapes suivantes :

>
>
>
>

>

Peser une capsule vide (P1)

Prendre une petite quantité de pate (sol humide) et la mettre dans la capsule puis
repeser (P2)

Mettre a I’étuve a 105°C pendant 24h

Peser une troisiéme fois la capsule a la sortie de I’étuve (P3), le poids correspond donc
au poids de la capsule vide+ le poids du sol sec

Pour calculer:

X1 =P2 - P3 (poids de I’humidité).

X2 =P3 - P1 (poids du sol).

Ensuite appliquer la régle de trois pour calculer le pourcentage d’humidité :

X1 — X2 gdesol sec

Y —»100g de sol sec

Enfin comparer Y au tableau suivant pour déterminer la texture :

Tableau 07 : Echelle de la texture (Soltner, 1981).

Pourcentage d’humidité (%) Textures
<12 Sableuse

12-24 Sablo-limoneuse

24-37.5 Limono-sableuse

37.5-45 Limono-argileuse

45-75 Argilo-limoneuse
>75 Argileuse
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5.1.2. Matiere organique
Déterminée a partir du carbone selon la méthode de Anne (1945)

On met 1 g de sol dans un erlen Mayer, on ajoute 10ml de bichromate de potassium (8%)
avec 15ml d’acide sulfurique concentré. On laisse bouillir pendant Smn sur une plaque
chauffante, puis refroidir, transvaser le contenu dans une fiole de 100ml et ajouter de I’ecau
jusqu’au trait de jauge.

On prend 20ml de la solution, on ajoute 200ml d’eau distillée puis on ajoute 2 a 3 gouttes de
diphénylamine et une pincée de NaF, on titre la solution avec le sel de Mohr (0.2N) jusqu’a
virage de la solution qui passe de la couleur violette a la couleur verte.

La quantité du sel de Mohr utilisée est X.

Faire un témoin dans les mémes conditions que 1’échantillon, mais sans sol, soit Y la quantité
de sel de Mohr utilisée pour le titrage du témoin.

On applique la relation suivante :

9%C= (Y-X) x 0.615 mg x (100/20) x (100/P) x (1/1000)

Y: la quantité de sel de Mohr utilisée pour titrer le témoin

X: la quantité de sel de Mohr utilisée pour I’échantillon a doser
0.615 : facteur d’équivalence entre le sel de Mohr et le carbone (en mg)
100/20 : on a utilisé 20 ml & partir de 100 ml.

P: poids du sol (1g)

1/1000 : facteur de conversion dumgen g

On calcule le pourcentage de la matiére organique par la formule suivante :

%matiére organique =% C x 1.72

Enfin on compare les résultats au tableau n- 08
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Tableau 08: Classification des sols d’apres leur teneur en matiére organique (Soltner,

1981).
% de la MO Appréciation
<1 Extrémement faible
1-15 Tres faible
15-25 Faible
25-35 Moyenne
35-45 Moyennement élevée
45-5 Elevée
>5 Tres élevée

5.1.3. pHeau
Pour déterminer le pH eau :

» Tamiser le sol a analyser avec un tamis de 2mm de diametre
» Peser 5g de sol dans un bécher et ajouter 25 ml d’cau distillée.
» Agiter et laisser reposer

» Mesurer le pH eau au moyen d’un pH métre.

5.1.4. pH KCI

La détermination de 1’acidité d’échange se fait de la méme maniere que pH eau mais a la
place de I’eau distillée on met une solution KCI1 (1N), le pH KCI donne une idée exacte de la
quantité d’ions H+ fixeés.

La classification du sol selon leur pH a été effectuée a partir du tableau n- 09
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Tableau 09: la gamme de pH des sols (Soltner, 1981).

pH Désignation des sols
3-45 Extrémement acides
45-5 Tres fortement acides
5-55 Trés acides
55-6 Acides
6-6.75 Faiblement acides
6.75-7.25 Neutres
7.25-8.5 Alcalin
>85 Treés alcalin

5.1.5. Conductivité électrique
La conductivité électrique est la mesure du degré de la salinité globale d’un sol.

La détermination de la conductivité électrique se fait sur extrait de sol (rapport sol/eau=1/5) a
’aide d’un conductimétre (tableau n- 10).

Tableau 10: Echelle de salinité du sol (USSL ,1954).

Conductivité électrique (mS/cm) Salure
0-0.6 Non salé
06-14 Peu salé
14-24 Salé
24-6 Trés salé

5.1.6. Dosage du calcaire total par titrimétrie

Peser 5 a 25 g du sol déposés dans un Erlen Mayer, ajouter 50ml d’HC1 a 0.5N
Bouillir pendant 5 mn

Laisser refroidir

Filtrer le contenu avec un ringage a 1’eau distillée pour lessiver le HCI en exces
Déterminer la quantit¢ d’HCI qui n’a pas réagit avec le CaCO3 en ajoutant deux
gouttes de phénolphtaléine et titrer avec NaOH a 0.25 N

VVVYY
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» Appliquer la formule suivante :

%CaCO0O3 = (50 x N1t HCI = N2 NaOH x X) x 5
Po

X : volume de NaOH titré par ml
Po: le poids du sol en g

N1 : normalité HCI

N2 : normalité NaOH

Les résultats obtenus ont été comparé avec le tableau n° 11

Tableau 11: Echelle internationale d’évaluation du calcaire dans les sols (Baize, 2000).

Taux du calcaire Appréciation
(%)
0a5% Sols non calcaires
5a15% Sols moyennement calcaires
154 30% Sols calcaires
> 30% Sols trés calcaires

5.2. Extractions

Parmi I’ensemble des métabolites, deux uniquement ont fait 1’objet de notre étude
microbiologique : les saponines et les flavonoides qui sont les plus importants classes des
polyphénols.

Nous avons effectués trois extractions pour chaque principe actif (saponines et flavonoides) :
extraction des feuilles, extraction des tiges et une troisieme extraction du mélange feuilles/
tiges.

5.2.1. Procédé d’extraction des flavonoides
e Preésentation du systéme d’extraction au Soxhlet

L’extracteur de Soxhlet permet le traitement de solides (matériel végétal) avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de I’extracteur contient une
cartouche en cellulose remplie de matériel végétal. Cette cartouche est fixee sur un
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réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis
condensé tout en restant en contact avec le matériel végétal. La solution collectée dans le
ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction et le matériel végeétal
est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé (Figure n° 19). L’extraction est
terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus foncé (Houghton, 1998).

Figure 19 : photo présentant 1’appareil de soxhlet (Messioughi, 2010).

Principe

L’extraction a été effectuée par la méthode de Paris (1954): ainsi 40 g de drogue sont
maceéré dans 800ml d'éthanol a 90% pendant une heure. Le résidu est macéré une seconde fois
a chaud dans 800ml d’éthanol dans le Sohxlet pendant 4 heures, aprés une nuit de repos,
évaporation sous pression réduite des deux solutions éthanolique, reprise par 80 ml d'eau
bouillante du résidu sec (figure n- 20).

» Extraction par I’éther
Apreés filtration, extraction de la solution aqueuse obtenue précédemment quatre fois
par I'éther diéthylique (Ethoxyethane) (4x40 ml).

» Extraction par I’acétate d’éthyle
Deuxiéme extraction de la solution aqueuse quatre fois par I'acétate d'éthyle (4x40 ml).

» Extraction par le butanol
Troisieme extraction de la solution aqueuse cing fois par le butanol (butan-1-ol ou n-butanol)
(5%x40 ml).
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A la fin on a obtenue neuf extraits :

FFPE : flavonoides des feuilles phase éthéré,

FFPA : flavonoides des feuilles phase d’acétate d’éthyle,

FFPB : flavonoides des feuilles phase butanolique,

FTPE : flavonoides des tiges phase éthéré,

FTPA : flavonoides des tiges phase d’acétate d’éthyle,

FTPB : flavonoides des tiges phase butanolique,

FFTPE : flavonoides de mélange feuilles et tiges phase d’éthéré,

FFTPA : flavonoides de mélange feuilles et tiges phase d’acétate d’éthyle,
FFTPB : flavonoides de mélange feuilles et tiges phase butanolique.

Le rendement est le rapport entre le poids de ’extrait et le poids de la drogue traitée. On a
effectué trois répétitions pour chaque extraction.

5.2.2. Extraction des saponines
Les saponines ont été extraites selon la méthode élaborée par Applebaum et al. , (1969).
Principe

50 g de la plante broyée et délipidé durant deux heures par 250 ml du n-hexane, apres
filtration la matiére végeétale est macérée dans 300 ml d’éthanol sous agitation magnétique a
la température ambiante pendant 24 heures. Aprés I’évaporation de la phase éthanolique le
résidu sec a été extrait trois fois par 100 ml du mélange eau distillée/ éther de pétrole (v:v)
chauffé a 50 °C dans un bain-marie pendant 30 minutes. Les phases aqueuses sont extraites
par 150 ml de n-butanol pendant 30 minutes. La phase organique, évaporée a sec a 40°C par
le rotavapor.

On a obtenue trois extraits : SF : saponines des feuilles, ST : saponines des tiges et SFT :
saponines de mélange feuilles et tiges (figure n°21).

41



40 g de drogue pulvérisé

Macération aved 1’éthanol pendant 1h

Filtration

Drogue séché

Extraction au sphxlet pendant 4h

Solution éthanolique

Solution éthanolique

Une nuit de repos

Mélange des deux solutions

Evaporation squs pression réduite

Résidu sec

|
Récupération par %O ml d’eau bouillante
Repos lpendant 24h
<«—— 4x40ml d’éther
<+— 4x40ml d’acétate d’éthyle

<+—— 5x40ml butanol

Evaporation sous'pression réduite

v -~
Flavonoides de la phase Flavonoides de la phase | | Flavonoides de la phase
d’acétate d’éthyle éthérée butanolique
Figure 20 :  Présentation schématique de la méthode d’extraction des flavonoides (Paris,
1954).
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50 g de la plante broyée

Délipidation avec le n-hexane pendant deux heures

o

Filtration

Macéras Matiere végétale

Macération dans I’éthanol+ agttation pendant 24h

Evaporation sous pression réduite

Résidu sec

Extraction trois fois par|: eau distillée/éther de pétrole

Chauffage a 50 °C dans urLbain-marie pendant 30 minutes
A

Phases aqueuses

Extraction par le nibutanol pendant 30min

Phase organique

Evaporation sous piession réduite a 40 °C

Extrait des saponines

Figure 21 : Présentation schématique de la méthode d’extraction des saponines
(Applebaum et al., 1969).
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6. Analyse qualitatives des flavonoides par chromatographie liquide a haute
performance HPLC et étude microbiologique des deux principes actifs de Medicago
sativa.L

Objectifs

- Déterminer les types de molécules présents dans les flavonoides de la luzerne cultivée
par HPLC

- Confirmer le type de solvant (éther, acétate d’éthyle et le n-butanol) adéquat pour une
meilleure activité microbiologique des flavonoides

- Identifier I’influence de la partie utilisée de la plante dans I’extraction des flavonoides
et des saponines sur I’activité inhibitrice des bactéries & Gram-positif, des bactéries a
Gram-négatif et une souche de champignon.

Matériel microbiologique

Seize souches bactériennes ont fait 1’objet d’une étude microbienne: deux référenciées,
quatorze souches isolées de produits pathogene et Candida albicans (tableau n-12).

Dans I’é¢tude d’antibiogramme on a utilisé cing antibiotiques : Vancomycine (Vancocin),
Teicoplanine (Targocid) et Benzylpénicilline (Pénicilline G), Céfixime (Oroken) et
Doxycycline (Vibramycine). Les souches microbiennes et les antibiotiques issus de
laboratoire de microbiologie, faculté de médecine Annaba, Algérie.
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Tableau 12:

Les différentes souches testées et leurs principaux caractéristiques (Ekoumou,

2003).
Souches Pathologie Groupes
Associées a des épidémies

Enterobacter cloacael9 N,

Escherichia coli Bacilles
Infection urinaire, infection des
E. coli ATCC 23 parties molles.
Klebsiella oxytoca Infections nosocomiales. groupe des

K. pneumoniae

Proteus mirabilis

Salmonella sp

Serratia marcescens
Shigella

Pseudomonas

Acinetobacter baumannii

Staphylococcus aureus 240

S. aureus ATCC 12

Staphylococcus hominis
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6.1. Etude détaillée des éléments d'un appareil d'"HPLC

L’HPLC est la technique séparative la plus fréquente qui nous a permis la caractérisation des
composés polyphénoliques (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Dans tout appareil de chromatographie liquide haute performance on retrouvera toujours les
éléments de base suivants (figure n°22).

6.1.1. La colonne

Elle est remplie d'une phase stationnaire greffée non polaire, il est possible d'effectuer des
séparations a des températures variables (Briére, 2011).

6.1.2. L’éluant

La colonne utilisée contenant une phase stationnaire non polaire (encore appelée phase
inverse) on choisira un solvant soit polaire soit moyennement polaire, ce qui permet
I'utilisation de I'eau, solvant polaire, associée a des solvants moins polaires tels que le
méthanol, I'acétonitrile ou le tétrahydrofuranne (Briére, 2011).

L'utilisation de solvants en HPLC implique le respect de quelques régles essentielles :

- utilisation de solvants spécifiques pour I'HPLC

- utilisation d'eau déminéralisée exempte de toute trace de matiere organique

- filtration nécessaire des solvants sur filtres spéciaux (0,4 a 0,5 um)

- dégazage des solvants aux ultrasons apres filtration

- les solvants utilisés en HPLC sont fraichement préparés chaque jour selon les regles
énoncées ci-dessus.

6.1.3. Les pompes

Les pompes utilisées en HPLC permettent de délivrer les solvants a débit constant sous de
fortes pressions pouvant atteindre quelques centaines de bar (Briére, 2011).

6.1.4. L’injecteur

Le type d'injecteur le plus couramment utilisé comporte une vanne a boucle d'échantillonnage
d'une capacité fixée a 10, 20, 50, ... ul. Cette boucle calibrée, remplie de I'échantillon a
étudier, peut étre introduite, sans variation importante de la pression, dans le circuit allant des
pompes vers l'entrée de la colonne pressions pouvant atteindre quelques centaines de bar
(Briere, 2011).

6.1.5. Le détecteur
Le type de détecteur le plus utilisé en HPLC est un détecteur a absorption U.V, travaillant a
une longueur d'onde fixe mais réglable dans la gamme 190 - 800 nm. Il est constitué d'une

cuve a circulation en quartz, d'une capacité d'environ 10 pl, traversée en continu par le
faisceau U.V (Briére, 2011).
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6.1.6. Le calculateur-enregistreur

Le signal généreé par le détecteur est transmis au calculateur muni d'une table tragante intégrée
(Briere, 2011).

Injecteur
POMPES D étecteur
Colonne |
Intégrateur
D Solvant Evacuation Enregistreur _
du trop plein évacuation

Figure 22 : Schéma représentant une chaine d’HPLC (Briere, 2011).
Principe

L’analyse est réalisée par un HPLC (VP SHIMADZU LIQUID CHROMATOGRAPH).

20 ul de I’extrait FFTPB récupéré dans 1 ml de méthanol (1mg/1ml) ont été injectés sur une
colonne de type ODS 5um, de dimensions égales a 250 mm x 4.6 mm. La phase mobile est
constituée de deux éluants : I’eau distillée et I’acétonitrile dont les pH sont ajustés a 3.1 par
I’acide acétique. Le gradient d’élution appliqué est de type linéaire, étalé sur 30 min, en
commengant par de I’eau distillée et en terminant par 100% d’acétonitrile. Le débit est de 1
ml / min. La détection a été effectuée par un détecteur UV visible a longueur d’ondes
variables a 254 nm.

Les flavonoides analysés ont été identifiés par comparaison avec les temps de rétention
obtenus pour des témoins, décrits dans la littérature (Galati et al., 2003 ; Maataoui et al.,
2006) .

6.2. Test d’activité antibactérienne

6.2.1. Réactivation

Les souches ont été au préalable réactivées par ensemencement dans un milieu gélosés
adaptés et a partir de 3 a 5 colonies isolées et similaires, on a préparé les suspensions
bactériennes obtenues de ’eau physiologique stérile & une concentration de 10%-108 CFU/ml
(Colony-Forming Unit).

6.2.2. Ensemencement
La méthode de culture sur un milieu Miller-Hinton selon standardisation de I’antibiogramme
a I’échelle nationale utilisée est celle de Vincent (1992).

6.2.3. Disposition des disques

Des disques de papier buvard calibrés et stériles sont imprégnes par les solutions a tester a
I’aide d’une micropipette (10ul pour chaque disque). La solution mére (SM) est préparée a
partir d’un milligramme d‘extrait et un millilitre de DMSO. Dans le premier essai on a
effectué plusieurs dilutions de 1’extrait FFTPB avec le DMSO (1/2, 1/4, 1/8, 1/16).
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6.2.4. Lecture

Les boites sont disposées dans 1’étuve a 35°C pendant 24h. La lecture se fait par la mesure en
millimeétre du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque (Choi et al., 2006;
Doughari etal., 2007; Bssaibis et al., 2009; Hambaba et al., 2012).

On a réalisé deux tests microbiologiques : dans le premier on a analysé un extrait des
flavonoides (FFTPB) et un extrait des saponines (SFT) sur douze souches bactériennes et
une souche fongique ; dans le deuxiéme on a testé les douze extraits obtenus précédemment
sur sept souches bactériennes et la souche de C. albicans.

Rapport- gfdf&(ff.&'ﬂﬁ? %}
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Reésultats et discussions



1. Etude histologique de ’espéce Medicago sativa.L

La double coloration a permis de localiser les différents tissus végétaux.

La disposition des différents tissus dans la tige est représentée dans la figure n° 23.
L’observation microscopique des coupes colorées de la luzerne nous a permis 1’identification
des différents tissus de cette espece. Les structures anatomiques retrouvées sont celles qui
existent chez les autres especes de la famille des Fabacées. Par contre on note la présence de
quelques poils sécréteurs au niveau des tiges et des feuilles (figure n° 24, 25).

Epiderme

Collenchyme

Parenchyme
a méat

Cambium

Phloéme secondaire
continue

Xyléme secondaire
continue

Poil sécréteur

Parenchyme
lacuneux

Phloeme

Xyleme

Parenchyme
palissadique

Figure 24 : Photo montrant une coupe transversale de la feuille de la luzerne cultivée Gx10.
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Poil sécréteur

Figure 25 : Photo montrant une coupe transversale de la tige de la luzerne cultivée Gx40.
Discussion

On peut expliquer la présence des poils sécréteurs par 1’existence d’une quantité négligeable
des huiles essentielles.

2. Tests preéliminaires de Medicago sativa.L

Les analyses phytochimiques des échantillons ont révélé la présence de toute la gamme des
métabolites secondaires testés (flavonoides, Saponines, Anthocyanes et Leuco-Anthocyanes)
(tableau n- 13).

Tableau 13: Tests préliminaires de Medicago sativa.L.

. " . Leuco-
Composés Flavonoides Saponines Anthocyanes
anthocyane
Présence + + + +

3. Analyse qualitative et quantitative des polyphénols et recherche d’activité
antioxydante de I’extrait méthanolique de Medicago sativa.L.

3.1. L’analyse de la composition chimique de I’extrait méthanolique par CCM

La figure n° 26 relative aux résultats de la C.C.M. observés a 365 nm a la lampe de Wood,
indiguent la présence sept taches de différentes couleurs.

Les résultats de la chromatographie sur couche mince sont illustrés dans le tableau n- 14

La révélation de ces taches nous a permis selon Wagner et al., (1996), d’identifier des
anthocyanes, des flavones et des flavonones. Qu’il est noté également que dans le méme
extrait un méme composant peut se présenter avec des rapports frontaux différents. Les
constituants majeurs de I’extrait méthanolique sont les flavones suivi par les anthocyanes.
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Figure 26 : Photo présentant la chromatographie sur couche mince de I’extrait
méthanolique de mélange tige et feuille de Medicago sativa observés a la
lampe de Wood (365 nm).

Tableau 14: Flavonoides d’extrait méthanolique identifiés par CCM.

Taches Couleurs sous UV

observées (365 nm) Rf Types des flavonoides possibles
T1 Orange 0.104 Anhocyanes
T2 Rouge 0.477 Anthocyanes
T3 Violet 0.567 Flavones
T4 Violet 0.641 Flavones
T5 Orange 0.731 Anthocyanes
T6 Jaune verdatre 0.791 Flavones-Flavonones

T7 Violet 0.895 Flavones
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3. 2. Dosage des polyphénols

Le choix de ces substances basé principalement sur leurs propriétés antioxydantes trés
importantes. La lecture de la figure n°27 montre que I’extrait méthanolique des feuilles de
Medicago sativa .L est le plus riche en composé phénoliques (80 mg d’équivalent d’acide
gallique par g d’extrait méthanolique) (annexe n° 01).

80 ~

70 -

50 A

40 -

sjougydAjod ua sunaua)

20 A

10 ~

Feuilles Tiges Tiges/Feuilles

Figure 27 : Dosage des polyphénols totaux dans I’extrait méthanolique des différents
organes de Medicago sativa.L (mg d’acide galique/g d’extrait).

Discussion
Les résultats de dosage des phénols totaux montrent des différences significatives pour la
quantité des polyphénols dans chaque partie de la plante.

3. 3. Evaluation de P’activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été mesuré par la méthode spectrophotométrique au
DPPH. 1l possede une coloration violette foncée qui va se transformer en jaune, ce qui
diminue son absorbance, lorsqu'il est réduit par les composés antioxydants en lui donnant un
proton ou un électron (Cuendet et al., 1997).

Les profiles des activités antiradicalaires obtenus et en comparaison avec I’antioxydant
synthétique (BHT) (annexe n°02) pour I’ensemble de nos extraits réduisent la concentration
du radical libre de DPPH (figure n° 28).

L’extrait méthanolique des feuilles présente la plus importante valeur d’inhibition avec 81,23
% (tableau n- 15) suivie par I’extrait méthanolique du mélange avec 45,56% (tableau n- 16) et
I’extrait méthanolique des tiges révéle I’activité antioxydante la plus faible avec 36% (tableau
n-17).
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On remarque que ’activité antioxydante augmente avec la concentration de nos extraits.

% /7
60 === BHT
X —B—MeOH F
40
/ MeOH T
20 | , —>e=MeOH T+F
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(|) 0.2 0.4

100

0.6 0.8 1 1.2

-20

Figure 28: Activités antioxydantes des trois extraits + BHT.

Tableau 15: Activité antioxydante relative de 1’extrait méthanolique des feuilles de
Medicago sativa.L.

Concentrations 5% 10% 25% 50% 75% 100%

% Inhibition 29,925+ 31,047+ 44,575+ 49,845+ 75,734+ 81,232+
DPPH 19,997 20,346 6,980 2,142 1,368 1,531

Tableau 16 :  Activité antioxydante relative de 1’extrait méthanolique des tiges de
Medicago sativa.L.

Concentrations 5% 10% 25% 50% 75% 100%

% Inhibition 13,196+ 14,391+ 19,226+ 22,411+ 33,674+ 36,006+
DPPH 3,944 3,414 10,126 1,717 6,458 6,933
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Tableau 17 :  Activité antioxydante relative de 1’extrait méthanolique des feuilles/tiges de
Medicago sativa.L.

Concentrations 5% 10% 25% 50% 75% 100%

% Inhibition 4,095+ 13,993+ 18,430+ 18,430+ 37,542+ 45,563+
DPPH 0,482 0,965 0,482 0,482 2,896 6,516

La détermination de la concentration efficace (CE50) a été effectuée par régression linéaire
des inhibitions DPHH en fonction des concentrations des extraits étudiés (Amezouar, 2013).
La plus faible CE50 est celle de BHT : 0.26 mg/ml qui est comparable a la CE50 de
EMeOHF : 0.45mg/ml, EMeOHT présente la CE5O0 la plus élevée : 1.37 mg/ml (figure n-29).

Ces résultats ont montré que la teneur des polyphénols totaux de nos extraits s’est corrélée
significativement (R2 = 0.990) avec leurs activités anti-radicalaires (figure n- 30).

1.2 -

0.8 A

0.4 -

BHT EMeOH F EMeOHT EMeOHT/F

Figure 29: Concentration efficace (CE50) en mg/ml des extraits méthanolique de
Medicago sativa.L.
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Figure 30 : Corrélation entre la teneur en phénols et son activité antioxydante.

Discussion

Globalement, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent I’effet antiradicalaire trés
important de ’extrait EMeOHF, cette activité pourrait étre liée a sa richesse en polyphénols
et plus particulierement les flavonoides qui semblent étre des donateurs efficaces d'hydrogéne
au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale (Turkmen et al., 2007).

Les flavonoides sont reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la
capacité de piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de 1’oxygéne (Beta et al.,
2005; Mansouri et al., 2005; Samaniego Sinchez et al., 2007), la configuration spatiale et
le nombre de groupement OH des structures flavonoidiques peuvent avoir une influence sur
les différents mécanismes antioxydants (Hein et al., 2002).

L’effet scavenger des flavonoides (FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox qui les
rend thermodynamiquement capable de réduire les radicaux libres (Re) par un transfert
d’atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au
radical aroxyle (FLOe) et a la molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLO* subira par la
suite un réarrangement structurale permettant la redistribution de I’électron célibataire sur le
cycle aromatique et la stabilisation de radicaux aroxyle (Javanovic et al., 1994).

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés, par ce que la
synergie entre les différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans
I'activité biologique (Bourgou et al., 2008). Le mécanisme de la réaction entre I'antioxydant
et le DPPH dépend de la conformation structurale de I'antioxydant (Kouri et al., 2007).
Quelque composés réagissent trés vite avec le DPPH en réduisant un nombre de DPPH égale
a celui des groupements hydroxyles de I'antioxydant (Bondet et al., 1997).

Conclusion
Le test au DPPH est simple, trés rapide, et indépendant de la polarité des échantillons (Kartal
et al., 2007). Nous pouvons souligner que 1’extrait méthanolique des feuilles de la luzerne

cultivée a une teneur relativement élevée en phénols totaux. La concentration de ces
constituants bioactifs dépend de leur emplacement dans la plante.
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4. Effet de la composition physicochimique du sol de préléevement sur le rendement
des principes actifs de la luzerne

4. 1. Analyse du sol de prélévement

Selon le tableau n°® 18 on remarque que :

Le pH est neutre & Iégerement basique.

le sol étudié est non salé.

La teneur en matiére organique est faible.
La texture est argilo-limoneuse

Le sol de prélevement est calcaire.

YVVYY

Tableau 18: Caractéristiques physico-chimiques du sol.

pH eau

7.61
pH KCI 6.92
Salinité mS/cm a 25°C 0.17
Matiere organique % 1.8
Calcaire % 2231
Texture Argilo-limoneuse

4. 2. Calcul du rendement
4.2.1. Les flavonoides

Parmi les trois drogues étudiées (FF, FT et FFT), FFT présente le rendement le plus élevé
(2.14 %) qui est plus important que celui des feuilles, alors que la FFTPB est la fraction la
plus riche en flavonoides (1.073%).

On a remarqué I’existence de différences significatives entre les taux des flavonoides de
chaque phase d’extraction (figure n° 31, 32, 33).

56



% FLAVONOIDES
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Figure 31 : Teneur (richesse) des feuilles de Medicago sativa.L en flavonoides.
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Figure 32: Teneur (richesse) des tiges de Medicago sativa.L en flavonoides.
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Figure 33: Teneur (richesse) de mélange (feuilles/ tiges) de Medicago sativa.L en
flavonoides.

4.2.2. Les saponines

En ce qui concerne les saponines, I’extrait SFT est le plus riche en saponines (0,926%) par
rapport aux autres produits obtenus, aussi cette valeur est inférieure a la somme de deux
extraits SF et ST (1.544). On a remarqué aussi que les tiges sont plus riches en saponines que
les feuilles (figure n- 34).
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Figure 34: Données quantitatives des saponines de Medicago sativa.L.
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Discussion

On peut expliquer les différences entre les teneurs en flavonoides des différentes phases par
la polarité des flavonoides vis-a-vis a leur solvant d’extraction (Viollon et al., 1994;
Kalemba et al., 2003 ; Suhr et al., 2003). L’utilisation du mélange de la partie aérienne
provoque une augmentation du taux des flavonoides notamment que les flavonoides sont plus
abondants dans les tiges que les feuilles de la luzerne (Rees, 1985).

Le rendement en saponines est entre 0.6 & 1.6 % (Fenwick, 1983), on peut dire que nos
résultats sont en accord avec les résultats de Zanin (1998) et Bertin (2006). On a constaté
que I’extraction des saponines a partir de chaque partie de la plante est plus efficace que
I’extraction a partir du mélange, ainsi que le taux des saponines le plus ¢levé est dans les
tiges.

Conclusion

Pour un développement optimum de la luzerne doit étre implantée dans un sol sain et calcaire,
a pH variant de 6 a 7.5 (Perrier, 1998; Zanin, 1998). Donc notre sol du préléevement est trés
favorable pour la culture de la luzerne, selon Macheix et al ; (2005) les conditions optimales
de la nutrition stimulent 1’augmentation de la teneur en composes phénoliques chez la
luzerne tel que les flavonoides et les saponines.

5. Etude microbiologique et analyse qualitatives des flavonoides de Medicago
sativa.L par chromatographie liquide a haute performance HPLC

1. Caractérisation des flavonoides de Medicago sativa.L par HPLC

Dans le but d’identifier qualitativement la composition chimique des flavonoides de
Medicago sativa.L d’une facon précise, on a analysé 1’échantillon le plus rentable en
flavonoides (FFTPB) par la technique la plus efficace dans la détection et la quantification
des composés phénoliques des extraits (Belarbi et al., 2008)

Les flavonoides contenus dans I’extrait analysé ont été identifiés probablement par la
comparaison des temps de rétention obtenus par ceux des étalons standards (Merken &
Beecher, 2000).

Le méthanol utilis€é pour I’extraction a un rdle protecteur. Il peut empécher les composés
phénoliques d'étre oxydée par des enzymes, telles que des phénoloxydases. La colonne
utilisée pour séparer les composés phénoliques est exclusivement a phase inverse. Ce systeme
est une haute technique de résolution chromatographique largement répandue, pour la
séparation et la quantification simultanée des substances phénoliques (Proestos et al., 2006;
Athamena et al., 2010).

Les résultats du chromatogramme d’HPLC de notre extrait sont représentés dans le tableau
n°19.
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Tableau 19 : Les flavonoides présents dans 1’extrait flavonoique (FFTPB) selon leurs
temps de rétention.

Temps de Flavonoides probables
rétention (min)

2.204 Catéchine
2.362 Non identifié
3.334 Non identifié
3.443 Rutine
4.086 Non identifié
5.046 Non identifié
5.864 Non identifié
6.618 Non identifié
7.669 Non identifié
11.759 Non identifié
12.782 Non identifié

Discussion

Les résultats de 1’analyse par HPLC de [I’extrait test¢ et en comparaison avec le
chromatogramme des flavonoides standards ainsi que les principaux pics observés, permet de
les différencier grace a leur temps de rétention: la catéchine (2,2 min) et la rutine (3.4)
sont les composés les plus abondants alors que de la quércitine (1.7min) est absent dans
notre extrait (annexe n° 03). Les études réalisées sur les flavonoides de Medicago sativa.L
sont trés rares on peut citer les travaux de Malinow (1981) ; Gray (1997) et Hwang
(2001) qui ont révélé la presence de la quercétine. Ceci demontre clairement que la quantité
et la qualité des composés phénoliques dépend de plusieurs facteurs, parmi ces facteurs 1’ état
des terroirs cultivés (Pérez-Magarifio & Gonzalez-San, 2006 ; Le Moigne et al., 2008 ;
Ojeil et al., 2010).

La présence de la catéchine dans I’extrait flavonoique de Medicago sativa.L peut expliquer
I’activité antibactérienne trés importante de cet extrait (Yun et al., 2004).

5.2. Etude de P’effet antimicrobien des extraits

La solution mere (SM) est préparée a partir d’'un milligramme d‘extrait et un millilitre de
DMSO. Dans le premier essai on a effectué plusieurs dilutions de 1’extrait FFTPB avec le
DMSO (1/2, 1/4, 1/8, 1/16), pour les saponines on a utilisé seulement la solution mére de
SFT.
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Les extraits ont été testés sur une gamme de douze souches bactériennes et une souche
fongique. Selon le tableau n° 20, des zones d’inhibition remarquables que nous avons obtenu
a partir de I’extrait FFTPB sur K. oxytoca (18.7mm) suivi par S. aureus ATCC (16.5mm) et
Iégerement active sur K. pneumoniae (11.5mm).

Pour [D’extrait SFT, la zone d’inhibition la plus ¢levée est observée avec le germe K.
oxytoca (10.9mm). La souche fongique C. albicans est sensible a FFTPB (14.2mm) et
moins sensible a SFT (10.5mm). La plupart des autres souches sont résistantes a nos extraits.
Ils existent quelques dilutions qui sont plus actives que la solution mere, mais dans la plus
part des souches, elles sont inactives. On a remarqué que les extraits des flavonoides
présentent une activité plus importante que 1’extrait des saponines.

Tableau 20 : Diamétres des zones d’inhibitions du premier essai.

Diametres des zones d’inhibitions en mm

Souches FFTPB SFT

(SM) 1/2 1/4 1/8 1/16  (SM)

E. coli ATCC 23 9.5 6 6 6 6 6.5
S. aureus ATCC 12 16.5 12.2 8.5 11.5 11.1 9
A. baumannii 9.6 115 9.5 6 6 7
E. cloacael9 10.9 8.3 7.9 6 6 7.5
E. coli 7 8.1 7.2 10.2 6 7.2

K. oxytoca 18.7 6 6 6 6 10.9

K. pneumoniae 11.5 6 6 6 6 9.1
P. mirabilis 7.2 6 6 6 6 6.7
Pseudomenas 7.9 8.9 8.1 7.5 6 6
Salmonella 9.5 9.6 7.5 7.2 6.2 6.7
S. marcescens 7.7 9.6 9.1 6 6 6
Shigella 10.2 10.5 9.6 6 6 7.2

C. albican 14.2 9.1 10.1 8.2 1.7 10.5

Apres le choix des souches selon les zones d’inhibitions les plus importantes, on a réalis€¢ un
deuxiéme test sur les différents extraits étudiés (on a utilisé seulement la solution mere a
cause des zones d’inhibition négligeables des dilutions sur la plupart des souches). Notre
choix s’est limité a trois souches bactériennes (On a rajouté quelques especes du genre
Staphylococcus a cause des diameétres des zones d’inhibition remarquables sur cette souche).
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Dans le deuxieme test, I’extrait FFTPB est le plus active pour toutes les souches a 1I’exception
de S. aureus ATCC, la plus importante zone d’inhibition est celle de S. warneri (42.3mm),
les extraits des tiges sont les moins actives.

FTPE posséde les zones d’inhibitions les moins faibles. Parmi les souches étudiées, S.
aureus ATCC est la souche la plus résistante (tableau n- 21).selon les figures n- (35, 36, 37,
38, 39) on remarque que la fraction butanolique posséde les meilleures zones d’inhibition sur
la plupart des souches testées.

L’extrait ST posséde la zone d’inhibition la plus importante (20.9 mm) sur S. aureus (tableau
n-22).

La souche fongique I’extrait SF présente la zone d’inhibition la plus élevé (9mm), S. aureus
ATCC et K. pneumoniae sont résistantes pour tous les extraits.

Les solutions des saponines sont moins actives que les solutions des flavonoides. On a
effectué un antibiogramme  dont le but est de comparer I’effet des antibiotiques de
références par I’effet de nos extraits sur la souche S. aureus. Vancomycine (19mm) présente
la zone d’inhibition la plus importante, suivie par Teicoplanine (15.1), les autres
antibiotiques sont inactifs sur s.aureus (annexe n-04).

Tableau 21 : Diamétres des zones d’inhibitions des flavonoides du deuxiéme essai.

Extraits

FFPE FFPA FFPB FTPE FTPA FTPB  FFTPE FFTPA FFTPB

Souches
S. aureus
ATCC 12 22.5 6 16.5 6 14.1 6 6 6 6
K. oxytoca 13.4 12.1 125 6 6 6 10.5 23.9 33.1
s 6 98 141 6 6 6 115 277 358
pneumoniae
S.aureus 240 27.5 14.1 18.5 13.1 16.2 18.5 33.6 325 35.9
S. hominis 88  13.5 13.1 125 6 6 9.8 26.7 28.2 325
S.
saprophyticus  11.8 10.2 131 6 16.4 125 18.3 22.5 30.7
66
S. warneri
176 6 6 6 6 6 8.1 21.5 34.7 42.3
C. albicans 9 10.3 10.1 9.4 16 15.3 10.7 15.5 16.2
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S. gureus ATCC 12 E cloacaeld

Figure 35: Photos mantrant 1’activité de I’extrait flavonoique FFTPB de Medicago
sativa. L sur les différentes souches du premier éssai.

Figure 36 :  Photos mantrant 1’activité des différents extraits de Medicago sativa. L sur
C.albicans.
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S. warneri 176

K. pneumeoniae

S. aureus 240

Temoin

Figure 37 :  Photos mantrant I’activité des extraits flavonoiques de Medicago sativa.L sur
les différentes souches du deuxiéme essai.
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Figure 38 :  Photos mantrant 1’activité saponines de Medicago sativa.L sur les
différentes souches testées.

Figure 39 : Photo montrant I’antibiogramme de S.aureus 240.
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Tableau 22 : Diamétres des zones d’jinhibitions| des saponines du deuxieme essai.

Extraits
Souches

SF ST SFT

S. aureus ATCC 12 6 6 6
K. oxytoca 6 6 10.6

K. pneumoniae 6 6 6

S. aureus 240 13.4 20.9 6

S. hominis 88 175 6 6

S. saprophyticus 66 155 6 6

S. warneri 176 10.5 9.5 6
C. albicans 9 8 7.1

Discussion

En premier essai de I’activité microbiologique on a constaté que la majorité des souches
testées sont résistantes a nos extraits. Ils existent quelques dilutions plus actives que la
solution mere, cela peut étre lié a la diffusion de la DMSO dans le milieu de culture.

Dans le deuxieme essai et en comparaison avec 1’étude de Aumento et al., (1988) ; Treki,
al., (2009) et Athamena et al., (2010), on peut dire que d’une maniére générale nos extraits
flavonoiques présentent une activité antibactérienne et antifongique trés importante
(Havsteen et al., 2002 ; Sosa et al., 2006). Cette activité varie selon les souches testées et
selon les solvants d’extraction (Rees et al., 1985 ; Senhaji et al., 2005) (figures n° 40, 41, 42).
Les bactéries Gram (+) sont plus sensibles que les bactéries Gram (-) (Koné et al., 2004;
Hayouni et al., 2007; Shan et al., 2007 ; Turkmen et al., 2007; Falleh et al., 2008), cette
sensibilité peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des bactéries Gram (-) et
Gram (+). Les bactéries Gram (-), indépendamment de la membrane des cellules, possedent
une couche additionnelle la membrane externe, qui se compose des phospholipides, des
protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la plupart des
molécules. La présence des porines dans cette couche permettra la diffusion libre des
molécules avec une masse moléculaire en-dessous de 600 Da.
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Figure 40 : Spectre d’activité des flavonoides des feuilles de Medicago sativa. L sur
les souches étudiées.
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Figure 41: Spectre d’activité des flavonoides des tiges de Medicago sativa. L sur
les souches étudiées.
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Figure 42 :  Spectre d’activité des flavonoides du mélange feuilles/tiges de Medicago
sativa. L sur les souches étudiees.

Cependant, [l'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été rapportée,
particulierement en combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger I'intégrité de la
cellule et/ou la perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et
concentrations accrues en NaCl (Georgantelis et al., 2007).

La plus importante zone d’inhibition est obtenue par 1’extrait flavonoique de la fraction
butanolique du mélange ; S. aureus ATCC est la souche la plus résistante a nos extraits
malgré qu’elle soit connue comme une souche sensible (Biyiti et al., 2004), la résistance de
la souche peut étre attribuée a la capacité de 1’agent antibactérien de diffuser uniformément
dans I'agar (Hayouni et al., 2007 ; Cushnie, 2011 ; Ghedadba, 2014). Il peut aussi lier a la
méthode de diffusion en milieu gélosés (Natarajan et al., 2005; Fazeli et al., 2007).

Les flavonoides isolés des tiges sont les moins actifs, on peut démontrer que chaque extrait
flavonoique agit inégalement sur les bactéries, selon leur localisation dans la plante et selon
leur polarité dans le solvant d’extraction (Wagner et al., 1993 ; Thangara et al., 2000 ;
Basli et al., 2012; Koffi et al., 2014), ceci peut- étre lié a la forte teneur des molécules
glycosylées et a la forte teneur en composé flavonoique (Bijondi, 1993; Jiménez, 1999).

Ces résultats désignent 1’étude de Treki et al., (2009). Cowan (1999) et Bolou (2011) ont
prouvé aussi que les phyto-molécules sont reparties entres les solvants en fonction de leur
polarité et leur solubilité, ceci confirme les résultats obtenus par Hammoudi (2012).

Les saponines de Medicago sativa.L sont moins actives que les flavonoides. Parmi les
extraits des saponines, les saponines isolées des tiges sont les plus actives sur les bactéries
(figure n°43), I’inefficacité de 1’extrait de saponines isolés du mélange est probablement due
aux differences de leurs compositions chimiques.
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Figure 43:

L’antibiogramme révele I’activité trés importante de nos extrais sur S. aureus.

les souches étudiées.
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Conclusion générale

Au terme de notre travail expérimental, nous pouvons dire que la luzerne cultivée ou
Medicago sativa.L est une plante médicinale par excellence.

L'étude phytochimique de cette plante démontre sa richesse en plusieurs principes
actifs tels que: les flavonoides, les saponines, les anthocyanes et les leuco-anthocyanes connus
pour leurs effets thérapeutiques.

Parmi les polyphénols identifiés par CCM : des anthocyanes, des flavones et des
flavonones.

L'estimation de l'activité antioxydante des différents extraits ~méthanoliques de
Medicago sativa. L a été évalué par I'étude de leur pouvoir a piéger le radical libre du DPPH.
Les résultats indiquent que I'extrait méthanolique des feuilles de Medicago sativa. L présente
la plus grande activité antioxydante. Ceci nous a permit de déduire que l'activité antioxydante
des différents extraits de Medicago sativa. L est en corrélation avec la quantité des
polyphénols présents dans la plante.

On peut constater aussi que les anthocyanes, les flavones et les flavonones étaient les
molécules les plus intéressantes avec des résultats trés importants pour [Dactivité
antioxydante.

L’identification qualitative des flavonoides de Medicago sativa.L par HPLC et en
comparaison avec les autres études réalisées sur la composition chimique des flavonoides de
la luzerne cultivée, montre que dans la méme espéce on peut trouver des différences au niveau
de la composition chimique de leurs métabolites secondaires, ces variations peuvent étre liées
au facteur d’environnement ou a la méthode d’extraction.

A travers ce travail on a déterminé I’importance de ’activité microbiologique des
différents principes actifs isolés de 1’espéce Medicago sativa.L sur seize germes bactériens
pathogénes des bacilles Gram™ et des coccis Gram®. Selon les résultats de 1’étude
microbiologique et comparativement aux autres études réalisée sur le méme sujet, on peut dire
que I’extrait butanolique des flavonoides isolés de la partie aérienne de la luzerne cultivée ou
Medicago sativa.L présente une meilleure activité antibactérienne et antifongique donc il est
préférable de I’utiliser comme un antibiotique aux infections sévéres telles que les
septicémies et les endocardites ou comme un antifongique des infections causées par C.
albicans.

Alors que I’activité microbiologique des saponines de la luzerne est moyennement importante
surtout chez les saponines isolés a partir des tiges malgré qu’elles présentent ’activité la plus
importante sur S. aureus et elle est responsable d'intoxications alimentaires, certaines
infections localisées suppurées et aussi dans certains cas extrémes de septicémies physiques.

Ces résultats sont trés prometteurs ce qui apporte une validation scientifique de 1’'usage
traditionnel de cette espéce.
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Perspectives

Pour le futur nous envisageons de mieux identifier quantitativement et qualitativement
les différents composés des flavonoides et des saponines de la luzerne cultivée par des
techniques plus sophistiquées ( RMN) et de poursuivre cette étude sur un grand nombre
d’échantillons au niveau de plusieurs zones pour déterminer précisément I’influence de
I’environnement sur le rendement et la qualité des flavonoides et des saponines.

L’étude d’autres principes actifs de cette plante tels que les vitamines, les
anthocyanes ainsi que 1’activité microbienne sur d’autres souches sont également a
envisager.
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Annexe 01

Dosage des polyphénols
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y=1.0801x+0.0012
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Annexe 02

Evaluation de I’activité antioxydante
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Figure 02 : Activité antioxydante du BHT.
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Annexe 03

Analyse par HPLC

Data File C:WHPCHEMS LWDATANFLAVES-11%006-0601.D Sample Name: eche6
DADT A, Sig=254.4 Ref=360,100 (F LAWS-11005-0601.00
mAll
]
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H
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T T T T
Q ] 0 i} 40 mi
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Data File C:\HPCHEM\L1%DATA\FLAVS-11%006-0601.1

Injection Date
Sanple Name
Acg. (Operator

Different Inj Volume from 3ecuence !
Zecquence File : C:\HPCHEM: 1%, 3EQUENCE', FLAVS-11.5
Method : C:\HPCHEM)\ 1IZ\METHOD 3\ FLAVE-11.M
Last changed : 07/708/2011 12:46:50 by EETTACHE.Z

Analyse des Flavonoides dans sept (07)

Col=003 250Xx4.6 : Sum a T=25C

a7/08/2011 16:42:11
echf
BETTACHE. Z

Acg. Instrument @ Instrument 1

Ini ¥Wolume
Actnal Inj Wolume

fractions

Seq. Line :
Location :
Ini

Sample Name:

echi

FM= H:z0 vH 3.1 var ac acetic /i4CH en oradient lineaire wodt
30nin a lwl/wmin en commenhcant par 100% de H2Z0 et en terminant par 100% de ACH. Det=Z2Z54nm.

Data File C:WHPCHEMY1'\DATA\FLAVE-11%006-0601.D

Area Percent Feport

SGorted By
Multiplier

Dilution

Jigmal

1
1

ooog
ooog

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal l: DADL A, $ig=254,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# luwin] fminl [wialU*=1] [prrALR] 5
=== l=—==1 | |

1 Z.204 BV 0.05841 403.60226 75.85822 0.9611
2 2.362 WV 0.0911 3904.13574 £59.43779 9.2973
3 Z.462 WV 0.0843 942.43958 165.36269 Z2.2443
4 2.831 vV 0.1046 189.51905 26.18379  0.4520
5 2.959 vV 0.1740 270.07855 20.19837 0.5432
3 3.443 ¥V 0.0813 2137.63501 370.64783  5.0908
7 3.749 ¥V 0.1395 1253.355383 124.16048  2,9347
g 4,086 ¥V 0.1476 296.79436 28.95266  0.7063
El 4,319 ¥V 0.1341 166.33451 17.62796 0.3962
10 4, 580 vV 0.1344 515.13599 56. 50062 1.22a7
11 4,739 ¥V 0.1316 213.47732 23.14458  0.5084
1z 5.048 ¥V 0.2625 253.83716 13.93566  0.6045
13 5.460 ¥V 0.1612 1659.65630 15.32261  0.4040
14 5.364 VV 0.2492 225.1%9229 12.14503  0.5434
15 6.079 WV 0.1531 79.66231 7.80501 0.1337
16 6.271 WV 0.1957 133.61777 9.07972  0.3182
17 6.618 VV 0.1427 363.87888 37.02588 0.8665
13 7.012 ¥V 0.2643 300.27029 15.75760 0.7151
13 7.379 WV 0.1519 277.41437 20.49366  0.6608
20 7.669 ¥V 0.2033 275.39530 17.43611  0.6558
21 7.914 ¥V 0.0951  90.61424  13.37284 0.21538
22 g.038 vV 0.1105 114.86724 14.80553 0.2735
23 8.196 ¥V 0.1695 207.11337 17.07520 0.4932
24 B.663 VV 0.2095 532.57180 35.39789 1.2683
25 8.903 ¥V 0.1243 396.00217 46.97948  0.9430
26 9.123 ¥V 0.1513 314.83350 30.73779  0.7497
27 9,250 WV 0.109Z 155.45735 24. 24528 0.4416
28 9.494 ¥V 0.1336 440.23311 45.61073 1.04385
29 9.680 VvV 0.1400 189.64374 20.48221 0.4516
el 9.942 ¥V 0.2017 318.71301 20.92353  0.7590
31 10,175 WV 0.2247 432.57430 29.85571 1.149%3
32 10.496 Vv 0.1711 394.15948 32.59985 0.9387
33 10,708 VV 0.1147 160.80017 20.245315  0.3329
34 10.985 Vv 0.2353 489.51738 27.54391 1.1657
35 11.368 vV 0.2201 542.34331 32.92923 1.2915
36 11,759 vV 0.2171 2703.14502 164.93349  6.4373
37 12.437 WV 0.1579 760.23479 54.73341 1.8105
33 lz.78z WV 0.1631 3375.67358 300.58094  §.0460
39 13.201 Vv 0.2428 966.15424 51.51151 2.3008
40 13,593 VvV 0.1631 450.18225 33.86355  1.0721
41 13.880 vV 0.1577 79440630 59.51537 1.8918
42 14.094 vV 0.1568 645.17279 58.44518 1.5364
43 14.248 VV 0.1015 291.86362 40. 76463 0.6950
44 14.417 Vv 0.1157 3ZZ.64047 38.54655 0.7683
45 14,582 vV 0.2233 571.336393 35.02068  1.36068
46 14.924 VV 0.1893 583.52460 4z.74771 1.3896
47 15.148 VV 0.1440 376.37535 37.22739  0.8963
43 15.328 WV 0.2146 592.87164  40.07177  1.411%9
49 15,589 vV 0.1527 391.22731 29.51260  0.9317
50 16,008 VV 0.2533 641.586462 34.73031  1.5285
51 16.214 WV 0.1801 805.91107 6l.82112 1.9192
52 16.572 VB 0.2632 1159.10559 59.01321  2.7603
53 17.201 BV 0.2633 346.04349 17.92266 0.3241
54 17.818 VV 0.2502 270.23520 15.00154  0.6435
55 18.025 VB 0.3503 642, 54456 21.27673 1.5302
56 1§.763 BV 0.2047 Z06.055385 14, 25095 0.4307
57 18.914 vV 0.1278 120.47464  13.54483  0.286%9
58 19.116 Vv 0.1149 123.61221 15.19578 0.2944

Instrument 1
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Data File C:\HPCHEM\1“DATA\FLAVS-11%006-0601.D Jample Name: echo

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# ninl [minl [midl+s] [wal 5

= |-===l====- | === | === | === |
59 19.z202 vV 0.0854 90. 52306 15.22688 0.2156
60 19,391 VB 0.2599 o©64,05096 33.41289 1.5814
6l 20.073 BY 0.164% 145.72427 12.67762 0.3542
B2  Z0.Z65 VV 0.1255 Z14.530687 Z2d.662Z21 0.5109
B3 Z0.37Z2 VV 0.1072 16Z.70415 22.28208 0.35875
6d 20,589 VV 0.1473 450, 34763 45.55316 1.0725
6L 20,794 VV 0.1532 188, 21478 16.99341 0. 4482
66 21.045 VYV 0.1674 159.89667  13.57739 0.35805
87 21.338 VV 0.2076 217.70508  16.11145 0.5154
BE  Z1.699 VV 0.2084 171.14452 11.558285 0.4076
B9 22,199 vV 0.2142 181.22932 11.86681 0.4316
70 22,463 VY 0.1497 74, 44924 7.13444 0.1773
71 2Z.ogl VYV 0.1326 60.14837 6.46375 0.1432
72 ZEZ.634 VV 0.3563 154, 52303 6. 44054 0.4394
T3 23.863 VV 0.4540 171.11137 4, 57871 0.4075
74 24.675 VV 0.3232 Td.FEE03 3.03734 0.1781
75 25.383 VW 0. 2400 36.87377 2.1511% 0.0878
7o 25,083 VB 0.1951 220.34866  15.95634 0.5247
77 26.573 BY 0.1795 321.62534  26.14786 0.7659
76 Z27.Z0Z2 WV 0.2338 96. 79447 5.48637 0.2305
79 Z27.654 VE 0.2193 45. 66652 Z.78572 0.1058
50 Z25.644 BT 0,182z 28.31396 Z2.57728 0.06874
81 30.379 PE 0.1404 16.17227 1.77269 0.0385
g2 31.239 BY 0.26le 25.15520 1.45590 0.0599
43 31.632 VP 0.1511 17.04645 1.49445 0.0406
6d 3JZ.6Z6 PEH 0.3338 6. 46300 Z.986879 0.1535
55 34.101 PV 0.1554 37.87496 Z.99686 0.0902
86 36.747 BV 0.7004 781.49158 14.19238 1.8610
47 37.559 VY 0.6054 767.63232  15.95105 1.8280
45 38.931 VP 0.58572 1940, 24487  258.158164  4.6205

Totals : 4.19921ed  3751.59313

Besults obtained with enhanced integrator!

**%* End of Report ***%

Figure 03: Chromatogramme d’HPLC de I’extrait flavonoique de Medicago sativa.L.

85



Annexe 04

Antibiogramme de S. aureus

Tableau 01 : Diamétres des zones d’inhibition des antibiotiques sur S. aureus.

Vancomycine  Teicoplanine  Benzylpénicilline Céfixime Doxycycline

19 15.1 6 6 6
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ABSTRACT

antibacterial and antifungal activity.

This work consists in identifying the influence of solvent extraction on microbiological activity of flavonoids isolated from Medicago
sativa, that the phytochemical study shows its richness in flavonoids. Thus, three extracts obtained by three organic solvents, from
the aerial parts of alfalfa harvested in the region of El Tarf (Eastern Algeria), tested on six bacterial strains and a strain of fungus. The
phytochemical and microbiological analysis shows that the quantity and the quality of secondary metabolites substances in alfalfa is
also variable and dependent on the solvent used. According to the results of the microbiological study and comparison with other
studies in the same field, we can say that the butanol extract flavonoids isolated from the aerial part of Medicago sativa has better

Keywords: Medicago sativa, flavonoids, antibacterial activity, antifungal activity, extracting solvent, butanol extract.

INTRODUCTION

Ifalfa (Medicago sativa) was the subject of several

published works particularly its use in forage and

its ability to fix atmospheric nitrogen. It is
cultivated as well, especially for agricultural needs.
However, its therapeutic applications remain rare or even
unknown. The objective of this study is to develop
Medicago sativa entant that medicinal plant.** Our
interest has focused on the wealth of chemical
compounds in this plant species giving it unique
properties that allow it to be classified as plants
therapeutic effects. Phenolic content of a plant depends
on a number of intrinsic and extrinsic factors’. The study
conducted on this species cover both the quantitative and
qualitative aspects of a group of flavonoids extracted
from the aerial part of Medicago sativa and their
microbiological activity. The calculated performance and
microbiological activity of various extracts, were used to
determine the influence of the extraction solvent to the
latter®”,

MATERIALS AND METHODS
Vegetal Material

The harvest of the aerial parts of Medicago sativa was
performed in the month of October in the region of Ben
Mehdi wilaya of El Tarf Algeria. Area located between 36°
41 N and 7° 51 E a longitude from 0 to 50 m.

The drug consists of the dried leaves and stems at room
temperature in the dark for ten days.

Strains
Sixteen bacterial strains were the subject of a
microbiological study including two referenced

Escherichia coli ATCC 23, Staphylococcus aureus ATCC 12

(ATTC: American Type Culture Collection) and fourteen
strains isolated pathogen products Acinetobacter
baumannii, Enterobacter cloacael9, Escherichia coli,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas, Salmonella sp, Serratia
marcescens, Shigella sp, Staphylococcus aureus 240,
Staphylococcus hominis 88, Staphylococcus
saprophyticus66, Staphylococcus warneri 176 et Candida
albicans.

Phytochemical Screening Flavonoids and Extraction
Phytochemical Screening

Flavonoids, one of the active principles of Medicago
sativa have been sought according to the methods
described by Bruneton®. For this, 5 g of the powdered
drug are macerated in 150 ml of 1% HCl for 24 h.

After filtering 10 ml of the mixture are basified by the
addition of NH,OH, the presence of flavonoids, expressed
after 3 hours by the appearance of a light yellow color in
the upper part of the tube.

Extraction

The extraction was performed by the method of Paris’: 40
g of drug are macerated in 800 ml 90% ethanol for one
hour.

The residue is macerated again hot in 800m| of ethanol in
the Sohxlet for 4 hours, after a night of rest, vacuum
evaporation of the two ethanol solutions, taken up by 80
ml of boiling water the dry residue.

Extraction with Ether

After filtration, extraction of the aqueous solution
obtained above four times with diethyl ether
(ethoxyethane) (4x40 ml).
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Extraction with Ethyl Acetate

Second extraction of the aqueous solution four times
with ethyl acetate (4x40 ml).

Extraction with Butanol

Third extracting the aqueous solution five times with
butanol (butan-1-ol or n-butanol) (5x40 ml). We had
three excerpts: flavonoids ethereal mixture Phase: FFTPE,
flavonoids ethyl acetate phase mixture: FFTPA and
flavonoids butanol phase mixture: FFTPB.

The yield is the ratio of the weight of the extract and the
weight of the drug treated. Three replicates were
performed for each extraction.

Antibacterial Activity Test
Reactivation

The strains were first reactivated by inoculation in a
suitable agar medium and from 3 to 5 and similar isolated
colonies CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute),
bacterial suspensions obtained sterile saline was
prepared at a concentration of 10%-10° CFU/ml (Colony-
Forming Unit).

Seeding

The cultivation method on Mueller-Hinton medium
according Standardization antibiogram nationally used is
that of Vincent®.

Layout of Disks

Disk calibrated and sterile blotting paper are impregnated
with the test solutions using a micropipette (10 ul for
each disk). The stock solution (SM) is prepared from a
milligram of extract and one milliliter of DMSO.

In the first trial was conducted several dilutions of FFTPB
extracted with DMSO (1/2, 1/4, 1/8, 1/16).

Reading

Reading is done by the millimeter measurement of the
diameter of the inhibition zone around each disc *™.

We performed two microbiological tests: in the first we
analyze extract flavonoids (FFTPB) twelve bacterial strains
and a fungal strain; the second was tested three extracts
obtained previously seven bacterial strains and the strain
of C. albicans.

RESULTS
Phytochemical Screening

Qualitative analyzes of the samples revealed the presence
of flavonoids that have been our microbiological study.

Determining Efficiency

The butanol fraction is the richest in flavonoids (FFPB:
1.073%). It was noted that there are significant
differences between the flavonoid content of each
extraction phase (Table 1).

ISSN 0976 — 044X

Study of the Antimicrobial Effect of Extracts

The extracts were tested on a range of bacterial strains
and two fungal strain. According to Table 2, remarkable
inhibition zones that obtained from the extract on FFTPB
K. oxytoca (18.7mm) followed by S. aureus ATCC
(16.5mm) and slightly active in K. pneumoniae (11.5mm).
The fungal strain C. albicans is sensitive to FFTPB
(14.2mm). Most other strains are resistant to our
extracts.

Table 1: Content (Wealth) of flavonoids in drugs.

Extracts Flavonoids yield 40 g DM %
FFTPE 099 10,078 0.247
FFTPA 0.328 £ 0.267 0.821
FFTPB 0.429+0.370 1.073
TFFT 0.856 + 0.169 2.14+0,423

Notes: TFFT: Total of (FTP + + FTPB FTPA).

Each value is the average of 3 repetitions.

They exist some solutions that are more active than the
stock solution, but in most of the strains, they are
inactive. After selection of the strains according to the
most important inhibitions areas, a second test was
performed on the different extracts studied (we only
used the stock solution because of the inhibition zones
negligible dilutions for most strains). Our choice was
limited to three bacterial strains (We added some
Staphylococcus species because of the diameters of the
zones of inhibition remarkable about this strain). In the
second test, the FFPB extract is most active for all strains
with the exception of 5. aureus ATCC, the largest zone of
inhibition is that of S. warneri (42.3mm), Among the
studied strains, S. aureus ATCC is the resistant strain
(Table 3). Regarding fungal strain FFPB the extract has the
highest zone of inhibition (16.2mm), S. aureus ATCC and
K. pneumoniae are resistant to all samples.

DISCUSSION

May explain the differences between the levels of
flavonoids in various phases by the polarity flavonoids vis-
3-vis their extraction solvent . The use of the drill
mixing/sheets causes an increase in flavonoid rate'® de on
can say that our results are in agreement with the results
of Bertin® et Zanin™®. First test microbiological activity it
was found that the majority of the tested strains are
resistant to our extracts. They exist several dilutions more
active than the mother solution, can be linked to the
dissemination of DMSO in the culture medium. In the
second trial and comparison with the study Athamena®
and Treki®., it can be said that in general we flavonoiques
extracts have antibacterial activity and very significant
antifungal™?.

This activity varies among strains tested and according to
extraction solvents*®>. The largest zone of inhibition is
achieved by the flavonoid extract the butanol fraction of
the mixture; S. aureus ATCC is the most resistant strain
our extracts despite being known as a sensitive strain’®,
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the resistance of the strain can be attributed to the ability
of the antibacterial agent to uniformly diffuse into the
agar”?’. It can also be linked to the agar diffusion

method d’extraction®>”

It can be shown that each flavonoid extract acts illegally
bacteria, according to their polarity in the extraction

30-32
solvent™ .

These results indicate the study Triki’.

This may be related to the high content of glycosylated
molecules and the high content of flavonoid
compound®*?*,

Cowan® and Bolou® have also shown that the phyto-
molecules are distributed among the solvents according
to their polarity and solubility, this confirms the results
obtained by Hammoudi®’.

CONCLUSION

Through this work the importance of microbiological

ISSN 0976 — 044X

activity of flavonoids isolated species was determined
Medicago sativa. The phytochemical study of this plant
demonstrates its richness in flavonoids. Our results have
found that there are differences between the chemical
composition of secondary metabolites.

According to the results of the microbiological study we
can say that the butanol extract flavonoids isolated from
the aerial part of alfalfa and Medicago sativa has better
antibacterial and antifungal activity so it is best to use as
an antibiotic for severe infections such as sepsis and
endocarditis or as an anti-fungal infections caused by C.
albicans.

We thank the staff
plant biology laboratory and
microbiology laboratory team, of the Medical Faculty of
Annaba, Algeria, for the information provided and
available to us the equipment and products needed to
carry out this work.
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Table 2: Diameter of inhibition of the first test areas.

Strains
(55)
E. coli ATCC 23 9.5
S. aureus ATCC12 16.5
A. baumannii 9.6
E. cloacae 19 109

E. coli 7

K. oxytoca 18.7
K. pneumoniae 11.5
P. mirabilis 7.2
Pseudomonas 53 7.9
Salmonella 9.5
S. marcescens 7.7
Shigella 10.2
Candida albican 14.2

FFTPB

¥ 1/4 1/8 1/16

6 6 6 6
122 85 115 111
11.5 9.5 6 6
83 7.9 6 6
8.1 7 10.2 6

6 6 6 6

6 6 6 6

6 6 6 6
8.9 81 1.5 6
9.6 s 7.2 6.2
9.6 9.1 6 6
10.5 9.6 6 6
9.1 10.1 8.2 7.7

Table 3: Diameter of the second test flavonoid inhibition zones

Strains
FFTPE
S. aureus ATCC 12 6

K. oxytoca 10.5

K. pneumoniae 11.5
5. aureus 33.6

S. hominis 26.7

S. saprophyticus 18.3
5. warneri 215

C. albicans 10.7

Extracts
FFTPA FFTPB
6 6

239 331
217 35.8
325 359
282 325
225 30.7
347 423
155 16.2
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