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Introduction



Introduction

Depuis la nuit des temps, les humains apprécient les vertus apaisantes et analgesiques des
plantes (Anonyme 5, 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 remedes bien acceptés par I'organisme.

Notre travail constitue dans ce cadre une modeste contribution a la valorisation des plantes
médicinales. Nous nous sommes intéressés a I’étude de « Medicago sativa » dont la richesse
en composés chimiques lui donne des propriétés exceptionnelles qui lui permettent d’étre
classée parmi les plantes a effets thérapeutiques.

La luzerne cultivee ou Medicago sativa a fait ’objet de plusieurs travaux publiés sur
particulierement leur utilisation fourragére et leur capacité a fixer I'azote atmosphérique.
Pour cette raison, elle est cultivée pour les besoins agricoles, son application en

thérapeutique demeure rare ou méme inconnue.

Notre étude réalisée sur cette espéce portera aussi bien sur I’aspect quantitatif et qualitatif
d’un groupe de substances actives « les flavonoides » extraites des feuilles de « Medicago

sativa » cultivée sur quatre sols de nature différente, que sur leur activité biologique.

Dans un premier temps, apres 1’étude physico-chimique des sols, nous essayerons de
déterminer 1’impact de la nature de ce facteur édaphique sur le rendement en flavonoides. Puis
apres séparation des molécules par chromatographie sur couche (C.C.M.), nous analyserons

les effets sur le nombre et la qualité de leurs composants chimiques.

Dans un deuxieme temps, des tests microbiologiques réalisés sous forme d’antibiogramme,
nous permettront d’évaluer et de comparer sur une douzaine de souches bactériennes de type
Gram' et Gram responsables de I’infection chez I’homme, I’activité antibactérienne de deux

solutions obtenues a partir des feuilles de « Medicago sativa ».
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Partie I
Etude bibliographique



Chapitre 1
Le développement
de la phytothérapie



1. Définition de la phytothé rapie

La phytothérapie (phyto : plante, thérapie : traitement) : C’est un traitement de diverses
maladies par laction des principes actifs de certaines plantes  (Boullard, 2002).
On doit la considérer comme la thérapeutique utilisant les plantes ou les formes
immédiatement dérivées des plantes excluant les principes d’extraction purs.
La phytothérapie est une médecine naturelle au service de I'homme entité naturelle,

respectueuse de sa biologie et de son écologie interne (Duraffourd et Lapraz, 1998).
2. Les plantes médicinales depuis I’ Antiquité

A mesure que le commerce prospére et que I'intérét pour les plantes médicinales et les épices
croit, plusieurs auteurs classent les plantes de maniere systématique en fonction de leurs

vertus thérapeutique :

Des travaux d’Hippocrate (460-377 av.J-C) et Galien (v 131-200) ont été élaborés pour

donner une théorie dite « des quatre humeurs ».

En Chine au 1°" siecle ap.J-C, le Shen’ nong Bencaojing, proposait 364 références et 252 de

remedes a base de plantes.

Un médecin grec du nom de Dioscoride est ’auteur du premier herbier rédigé en Europe :
de materia médica, cet ouvrage qui recense environ 600 plantes a eu une influence
considérable sur la médecine occidentale. Il reste la référence principale en Europe jusqu’au

17°™ siecle et a été traduit dans plusieurs langues européennes, en Hébreu et en Perse.

En Inde, le 7°™ siécle constitue un véritable 4ge d’or pour la médecine. Des milliers d’éléves

¢tudient I’ Ayurveda (la médecine Ayurveda).

L’épanouissement de la culture arabe entre le 7™ et 15°™ sigcle a favorisé la préservation
et le développement des acquis de la culture grecque puis romaine. Les arabes mélangeaient
les plantes pour en accroitre les effets et en améliorer le goGt. Grace a leur contact avec les

traditions chinoises et hindoues, ils ont largement développé leur connaissance médicale.
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Avicenne (980-1073) auteur d’un canon de médecine, fut le plus célébre médecin de

I’époque.

Paracelse (1493-1541) a rejeté les théories de Galien et contrdlé les dosages, prétendant

que la toxicité des plantes ne dépend que de leur dosage.

A partir du 15°™ siécle, la croissance des échanges a multiplié le nombre de plantes
nouvelles disponibles en Europe. Ces plantes aux effets thérapeutiques et nourrissants sont

vendues par les apothicaires.

Toutefois, le fait le plus marquant demeure, semble-t-il I’introduction en Espagne un siécle
plutdt d’une racine de gensing (Panax gensing) originaire de Chine, qu’un intrépide
navigateur arabe du nom Ibn Cordoba rapporta d’Extréme-Orient. Cette précieuse plante

tonifiante est réguliérement importée en Europe depuis 16°™ siécle.

Le docteur Withering W. (1741-1799), publia en 1785 un rapport sur la digitale pourprée,
dans lequel il démontre comment les puissants principes actifs de cette plante connus de nos
jours sous le terme d’Hétérosides cardiotoniques, sont efficaces contre la rétention d’eau.
A la fin du 18°™ siécle, le commerce de I'herboristerie commence & étre réglementé.
Dans la seconde moitié du 19éme, la médecine moderne tente d’établir son monopole. En
France le diplome d’herboristerie a été supprimé en 1941. Il subsiste une liste restreinte de 34

plantes pouvant étre vendues librement dont 7 pouvant étre mélangées.

A partir de 1945, dans de nombreux pays, des organismes officiels détiennent le monopole
de P’exercice de la médecine. En dépit des résultats spectaculaires obtenus, la médecine
conventionnelle connait aussi des échecs (l'affaire de Ila thalidomide en 1962).
Les effets secondaires catastrophiques provoqués par les medicaments sophistiqués changent

radicalement I'opinion au sujet de la phytothérapie.

Les recherches confirment la connaissance traditionnelle. Les phytothérapeutes actuels ont
toutefois un avantage sur leurs ainés, ils comprennent mieux comment la plante agit sur
I’organisme et peuvent établir des dosages trés précis qui prennent en compte les éventuels

effets secondaires et savent sous quelle forme administrer les plantes.
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3. Place des plantes médicinales dans les thérapeutiques

La préparation des médicaments a base des plantes est 'une des conditions indispensables du
succes des soins primaires de santé. Les plantes sont depuis toujours une source habituelle de
remedes sous forme de préparations traditionnelles ou de principes actifs purs. Donc il est
possible d’ajouter les plantes ou les extraits végétaux a la liste des médicaments ou méme de

remplacer certaines préparations pharmaceuticues.

Selon 1’OMS (1986) 25% des médicaments prescrits achetés dans les pharmacies
comportaient des extraits des plantes ou des principes actifs préparés a partir des végétaux

supérieurs (Tableaul).

Tableau 1 : Les différents médicaments d’origine végétale (Scimeca et Tétau ,2005)

Médicaments Plantes originaires

La morphine (antalgique majeur) L’opium, sucre du bavant
blanc

L’aspirine Le saule blanc

La quinine (anti-malarique universel) Le quinquina

Le taxotére et la vincristine (anticancéreux) |L’if et de la pervenche de

Madagascar

La digitaline (cardiotonique indispensable) |La digital

Les antibiotiques Des micro-champignons

(Penicillium)

18



4. Les substances naturelles actives

Les substances extraites a partir des végétaux ont des intéréts multiples : en alimentation, en
cosmétologie et en dermopharmacie. « Les métabolites secondaires » sont les composés les

plus utilisés en phytothérapie.

On peut synthétiser plusieurs composés avec la plante entiére ou seulement une partie de la

plante qui se différencient par :

Leurs caractéristiques physiques
Leurs aspects

Leur concentration en principes actifs
Leurs propriétés organoleptiques
Leurs méthodes de préparation

Parfois par leurs propriétés pharmacologiques

YV V.V V V V V

Leur utilisation.
4.1. Les polyphénols

Les polyphénols jouent le role d’une arme de défense dans le régne végétale. Selon Bahorun
(1997), il existe trois catégories des polyphénols :

» Les flavonols ou flavonoides qui sont des colorants jaunes
» Les anthocyanes qui sont des colorants rouges

» Les catéchines quisont incolores.

Ces substances actives sont largement utilisées en thérapeutiques comme :Vasculoprotécteurs,
anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, anti-oxydants et anti-radicaires, dont les plus
efficaces sont les flavonoides et les pranthocyanidines. Ontrouve les polyphénols en quantités

différentes selon les espéces :

» Quantité importante dans les légumes a feuilles (choux, épinard, laitues...).
» Moindre quantité dans les oignons, les fruits (cassis, cerises, prunes, pommes,...) et

dans certaines boissons (jus de fruits, thé, cidre,....).
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Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature. lls
jouent un grand r6le dans la qualité nutritive et hygiénique des aliments. Certains d'entre eux
ont des propriétés vitaminiques utilisées par l'industrie pharmaceutique. lls interviennent
également dans la digestibilité des aliments et dans ['utilisation physiologique des protéines

avec lesquelles les tanins se combinent (Bahorun, 1997).
4.1.1. Classification des composés phénoliques

Les composés 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 .Les polyphénols naturels sont des molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des composés 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 1). Les

plus importants sont les acides phénols, les flavonoides et les tanins.
4.1.2. Activités biologiques des composés phénoliques

La relation entre le métabolisme phénolique et le programme général de développement de
lorganisme végétal pose en elle-méme la question d'un r6le 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

c’est pour cela ils ont plusieurs activités selon leur voie métabolique (Tableau 2).
4.1.3. 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).
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Figure 1 : Les différentes classes des composés phénoliques
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Tableau 2 : Les différentes activités des polyphénols ( Bahorun, 1997)

Polyphénols

Activités

Acide phénols (cinnamique

et benzoique)

Anti-bactériennes, anti-fongiques et anti-

oxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires et anti-oedemateuses

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

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineuses

Pranthocyanidines

Effets stabilisants sur le calogene, anti-
oxydantes, anti-tumorales, anti-fongiques et

anti-inflammatoires.

Tannins galliques et
catéchigues

Anti-oxydantes

4.1.3.1. Propriétes physicochimiques des saponines

Les saponines sont formées par deux parties:
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» 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 lacide uronique, lacide D-
glucuronique.

» Une partie aglycone dont on distingue deux classes, les saponines triterpéniques et les
saponines stéroidiques.

e Lessaponines triterpéniques

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

chez les dicotylédones.

La majorité des genines triterpéniques sont des molécules pentacycliques : oleanane, ursane,
hopane et plus rarement tétracyclique : lanostane (Figure 2).

H .':
Hopane 7 Lanostane

Figure 2 : Structures chimiques des saponines triterpéniques
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e Lessaponines 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 3).

ToH
0

Spirostanol Furostanol

Alcaloide stéroidique

Figure 3 : Structures chimiques des saponines stéroidigques
4.1.3.2. Propriétés pharmacologiques des saponines

Les saponines jouent un role pharmacologique tres important. Elles sont caractérisées par leur

fort pouvoir hémolytique lié a la nature de la génine et du nombre des unités osidiques.
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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 possédent 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:

» La Dioscine (saponine a génine stéroidiques); trouvée dans certains légumes. Elle est

connue pour son activité anti- fongique et anti-tumorale (Figure 4).

Dioscine

Figure 4 : Structure chimique de la Dioscine

» L'acide medicagéniques et l'acide luzernique , trouvés dans certaines variétés de la

luzerne (Figure 5).
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Acide Lucernique Acide Médicagénique

Figure 5 : Les saponines de certaines variétés de la luzerne
4.2. Les sels minéraux

Les sels minéraux sont les principaux constituants de lorganisme. Parmi les minéraux

indispensables, on cite:
4.2.1. Le Sodium

C'est le principal cation du secteur extracellulaire, en cas de carence sévere, le rein est capable

de le réabsorber.
4.2.2. Le Potassium

C'est le principal cation intracellulaire. L'excrétion est surtout rénale. Les apports doivent étre
augmentés en cas de pertes digestives, de fuites rénales, lors d'un régime hyposodé sévere, et

en période de croissance.
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4.2.3. Le Calcium
C'est le minéral le plus abondant dans l'organisme, il est essentiellement dans l'os.
4.2.4. Le Phosphore

Comme le calcium le Phosphore est également abondant dans [l'organisme, il est

essentiellement dans l'os.

4.2.5. Le Sélénium

C’est un agent anti-oxydant.

4.3.6. Le Manganese

C'est un cofacteur de certaines enzymes (aminopeptidase, arginase).
4.3.7. Le Chrome

Semble jouer unrdle dans le métabolisme glucidigue.

4.2.8. Le Molybdene

C'est un constituant de la xanthine oxydase.

4.2.9. Le Soufre

Il est trés répandu dans lorganisme, le soufre est présent dans certains acides aminés
(cystéine, cystine, méthionine) et de nombreuses protéines. Il a un réle de détoxication gréace

a des sulfoconjugaison.
4.2.10. Le Fer

C'est le principal constituant de I'hémoglobine, il est indispensable a notre systéme

immunitaire. Le Fer est tres important pour la croissance, la grossesse et lallaitement.
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4.3. Les vitamines
4.3.1. Définition

Les vitamines sont des composés chimigques jouant un réle essentiel dans le métabolisme
naturel et la santé (Waugh et Grant , 2007).

Elles sont nécessaires a 1’état de traces pour assurer les fonctions cellulaires. On distingue :

» Les vitamines hydrosolubles (vitamine : B, PP et C)

» Les vitamines liposolubles (Vitamines A, D, E et K)
4.3.2. Les vitamines hydrosolubles

Les sources végétales des vitamines hydrosolubles sont tres diversifiées, on les trouve a des
taux variables dans les légumes, les céréales et les fruits. Leur carence ou absence dans

I’alimentation est la principale cause de plusieurs maladies (Tableau 3).
4.3.3. Les vitamines liposolubles
4.3.3.1. Importance biomédicale

Les affections qui perturbent la digestion et I'absorption des vitamines liposolubles comme la
stéatorrhée et les maladies du systeme biliaire, permettent tous d’entrainer des carences. Une
ration alimentaire inadaptée ou bien des carences secondaires a une malabsorption provoquent
des syndromes dus au fait que ces vitamines ne peuvent plus remplir leurs fonctions

physiologiques, a savoir :

» Une cécité nocturne et une xérophtalmine en cas de carence en vitamine A.

» Le rachitisme chez le jeune enfant et 'oestéomalacie chez I’adulte en cas de déficit en
vitamine D.

> Des troubles neurologigques et une anémie chez les nouveau-nés peuvent apparaitre en

cas de carence en vitamine E.

La vitamine A et le  caroténe, appelé aussi provitamine A, ainsi que la vitamine E sont des
anti-oxydants, leur role dans la prévention de I'athérosclérose et du cancer a été attribuée a

ces propriétés anti-oxydantes (Granner et Rdwell , 2004).
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Tableau 3 : Fonctions et effets des vitamines hydrosolubles

Vitamines | Noms chimiques | Sources vgétales Fonctions Effets du déficit
B, Thiamine Germes des céréales, noix, | Métabolisme d’hydrate | Fatigue générale et perte
légumineuses, polissures du | de carbone et nutrition de | du  torus  musculaire,
riz, légumes cellules nerveuses béribéri finalement, arrét
de la croissance
B, Riboflavine Légumes verts Métabolisme des | Stomatite angulaire,
hydrates de carbone et | dermite.
des protéines et maintien
en bonne santé de la
peau.
Bs Pyridoxine Légumes, céréales, feves. Métabolismes protéiques | Tres rare
Bo Acide folique Légumes verts foncés. Synthése de T'ADN, [ Anémie, incidence
développement  normal | accrue des spina bifida.
de la moelle spinale au
début de la grossesse.
PP Niacine  (acide | Légumineuses, céréales du | Nécessaire a la| Le déficit prolongé
nicotinique) pain comp let. respiration cellulaire, | entraine la pellagre c'est-
inhibe la production de | a-dire : dermatite,
cholestérol diarrhée démence.
Bs Acide Légumes frais. Intervient dans le | inconnus
pantothénique métabolisme des acides
aminés.
Bg Biotine Légumineuses, noix. Métabolismes des | Dermatite,
hydrates de carbone et | hypercholestérolémie.
des lipides.
C Acide ascorbique | Citron,  groseille, baies, | Formation du collagéne, | Hémorragies multiples,
légumes verts, pommes de | maturation des globules | cicatrisation lente des

terre.

rouges, anti-oxydant.

plaies, anémie, scorbut
en cas de deficit

important.
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4.3.3.2. Structures et fonctions des vitamines liposolubles

Les vitamines liposolubles (solubles dans les lipides), sont des dérivés isoprenes apolaires,
hydrophobes trés abondantes dans les Iégumes vertes. Leur absorption n’est efficace que si les
lipides sont normalement absorbés. Une fois absorbées, elles doivent étre transportées dans le
sang comme tout autre lipide apolaire, dans les lipoprotéines ou bien attachées a des protéines

de transports spécifiques (Granner et Rodwell , 2004).
» Lavitamine A (le rétinol)

La vitamine A ou rétinol est un composé polyisoprénique qui contient un noyau cyclohényle
(figure 6). Elle est stockée principalement sous forme d’ester de rétinol dans le foie, dans
I’organisme les principales fonctions de la vitamine A sont effectuées par le rétinol et ses

deux dérivées, le rétinol et I’acide rétinoique.
» Lavitamine D

La vitamine D est une prohormone stéroide. Elle est représentée par des stéroides qu’on
trouve chez les animaux, les plantes et les levures. Par différentes transformations
métaboliques dans 1’organisme (figure7). lls donnent naissance & une hormone appelée

« calcitriol » qui joue unr6le central dans le métabolisme phospho-calcique.
» Lavitamine E (tocopherol)

Le terme de vitamine E désigne une famille de substances dont la plus active biologiquement
est I'a- tocophérol. Les vitamines E sont constituées d’un noyau 6-chromanol et d’une chaine
latérale isoprenoides de 16 atomes de carbone, dont trois assymétriques ce qui entraine la
possibilité d’existence de nombreux isoméres (figure 8). Les aliments les plus riches en

vitamine E sont les huiles d’origine végétale.
» Lavitamine K

Les vitamines qui appartiennent au groupe K sont des naphtoquinones substituées par des
polyisoprénoides (figure 9). La vitamine K intervient dans le maintien de concentrations
normales en facteurs Il (prothrumbine), VII, X, et X de la coagulation sanguine, qui sont tous
synthétisés dans le foie, sous forme de protéines précurseurs inactives (Granner et Rodwell ,
2003).
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Figure 6 : Structure chimique de la rétinol
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Figure 7 : voie métabolique de la vitamine D
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Figure 8 : Structure chimique de la vitamine E

L8] »

K1 (phylloquinone) K2 (ménaquinone)

O
La vitamine K3

Figure 9 : Structures chimiques de la vitamine K
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4.4. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des plantes comptent parmi les plus importants principes
actifs des plantes. Elles sont largement employées dans plusieurs domaines. Les huiles
essentielles contenues telle quelles dans les plantes sont des composés oxygénes, parfois

d’origine terpénoide et possédant un noyau aromatique. Elles ont de multiples propriétés.

Les huiles essentielles sont a différencier des huiles fixes ou des huiles obtenues par
I’hydrolyse des glucosides, comme la chamazuléne de la camomille allemande (Chamomilla
recutita), formées lors de la distillation mais absente de la plante a 1’origine. Les résines,
substances huileuses collantes qui suintent des plantes, notamment de 1’écorce du pin
sylvestre (Pinus sylvestris), sont souvent liées aux huiles essentielles (oléorésines) et aux

gommes comme les polysaccharides.
4.5. Les protéines

Les protéines apportées par les végétaux sont indispensables pour assurer le renouvellement
des acides aminés nécessaires a la synthese des protéines structurales (constituants des

cellules) et fonctionnelles des cellules de ’organisme (enzymes, hormones, hémoglobine,...).
4.6. Les tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci donnent un
golt 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 emploipour «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 wveines
variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour réparer

les tissus endommageés par un eczéma ou une bralure.
4.7. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de I’hydrolyse des anthocyanidines (flavonoides proches des

flavones), qui donnent aux fleurs et aux fruits leur teinte bleue, rouge ou pourpre.
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Ces puissants antioxydants nettoient I’organisme des radicaux libres. Ils maintiennent une

bonne circulation, notamment dans les régions du cceur, des mains, des pieds et des yeux.
4.8. Les coumarines

Les coumarines se trouvent dans de nombreuses especes végétales et possédent des propriétes
tres diverses. Les coumarines du mélilot (Melilotus officinalis) et du marronnier d’Inde
(Aesculus (hippocastanum) contribuent & fluidifier le sang alors que les furanocoumarines
comme le bergaptene, contenu dans le céleri (Apium graveolens), soignent les affections
cutanées et que la khelline de la khella (Ammi visnaga) est un puissant vasodilatateur

coronarien.
4.9, Les alcaloides

Formant un groupe trés large, les alcaloides possédent presque tous une molécule d’azote qui
les rend pharmaceutiquement trés actifs. Certains sont des médicaments connus qui ont des
vertus thérapeutiques avérées. C’est le cas d’un dérivé de la pervenche de Madagascar (Vinca

rosea syn. Catharanthus roseus) employé pour traiter certains types de cancer.

D’autres alcaloides comme I’atropine, présentent dans la belladone (Atropa belladonna), ont
une action directe sur le corps, activité sedative, effets sur les troubles nerveux (maladie de

Parkinson).
4.10. Les substances améres

Les substances ameres forment un groupe tres diversifié de composants dont le point commun
est I'amertume de leur godt. Cette amertume stimule les sécrétions des glandes salivaires et

des organes digestifs. Ces sécrétions augmentent ’appétit et améliorent la digestion.

Avec une meilleure digestion et I’absorption des éléments nutritifs adaptés, le corps est mieux

nourri et entretenu.

35



Chapitre 11
Les flavonoides



1. Définitions

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 chromop lastes.

Le terme flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont présents dans toutes les parties des végetaux 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).
Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des
feuilles. s sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les effets nocifs du

rayonnement UV.

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-Phenyl Chromone portant des

fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (figure 10).

)
Mayaw flavone

Figure 10 : Noyau flavone

37



2. Structure chimique des flavonoides

Les flavonoides sont des dérivés de génines (figure 11), sur lesquelles sont greffés un ou
plusieurs oses : D-glucose, L-rahmnose, glucorhamnose, galactose, arabinose, etc....La
liaison génine-ose existe grice 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). 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 (figure 12).

Les C-héterosides 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.

O
C
C
l:l
hoyay flavone Nolay tsoflavane

Figure 11 : les différentes génines des flavonoides
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Figure 12 : Les différents hétérosides des flavonoides

3. Classification

Les flavonoides sont classés en trois classes différentes :

3.1. Les flavonols

Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont largement repandus et incolores. Les flavonols qui
possedent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines fleurs en jaune. Parmi les

flavonols les plus répandus, 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 I'isorhamétol (figurel3).
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OH O

R{=H; R, = H: Kaempferol
Ry =0H. R,;=H: Quercetin
R;=0H. R; OH: Myricetin

R; = OCHa4; R, = H: Isorhamnetin

Figure. 13: Structures chimiques de quelques flavonols

3.2. Les flavanones

Ces composes 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 amére de certaines pamplemousses, citrons, oranges et qui sont la

naringine (naringénol lié a du glucose et du rhamnose) et I'hespéridine.

3.3. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui regroupe les
anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (tableau 4). Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, sont des pigments qui

colorent les plantes enbleu, rouge, mauve, rose ou orange.
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Tableau 4: Structure de quelques anthocyanidine

Anthocyanidines

R1 R2
R=H
Malvidine OCH3 OCH3
Péonidine OCH3 H
Delphinidine OH OH
Pétunidine OCH3 OH
Cyanidine OH H

4. Biosynthese des flavonoides

Elle se fait a partir d'un précurseur commun, la 4, 2', 4', 6'-tétrahydroxychalcone (figure 14).
Cette chalcone métabolisée sous l'action d'enzyme, la chalcone isomérase, en naringenine.
Sur cette derniere agit la flavone synthase pour donner I’apigénine ou le dihydroflavonol.
Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase se metabolise en flavonol ou en

anthocyanes, en présence de dihydroflavonol réductase se métabolise en tanins condensés.
5. Les principales plantes riches en flavonoides

Les flavonoides sont rares chez les végétaux inférieurs. lls sont cependant largement
rencontrés dans le regne végétal. On les trouve en abondance dans les familles suivantes : les
polygonacées, les apiacées, les rutacées, les astéracées et les fabacées. Leur localisation au
sein de la plante est caractéristique, ils se répartissent volontiers dans les organes aériens
jeunes (jeunes feuilles, boutons floraux) ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (assise
palissadique). Ils se répartissent aussi volontiers dans les racines. Au niveau cellulaire, on a
observé que les flavonoides sous forme d’hétérosides sont dissous dans le suc vacuolaire ou
localisés dans les chloroplastes et les membranes des végétaux. Dans le monde vegétal ils

possédent une large répartition (tableau 5).
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Figure 14 : Biosynthése des flavonoides
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Tableau 5: Teneur en 4-oxo-flavonoides de quelques fruits et lEgumes en mg/kg

Fruits ou légumes

Quantité mg/Kg

Flavonoides présents

Persil 500 Apigénine

Ciboulette 110 Quercétine + Kaempférol
Chou frisé 150 Quercétine + Kaempférol
Chou frisé (serré) 105 Quercétine + Kaempférol
Laitue 320 Quercétine

Oignon 300 Quercétine + Kaempférol
Endives 290 Kaempférol

Poireau 100 Quercétine + Kaempférol
Céleri 100 Apigénine + Lutéoline
Haricots verts 70 Quercétine + Kaempférol
Choux de Bruxelles | 65 Quercétine + Kaempférol
Brocolis 35 Quercétine + Kaempférol
Tomate 10 Quercétine + Kaempférol
Chou-fleur 3 Quercétine + Kaempférol
Pomme de terre 3 Quercétine + Kaempférol
Orange 1700/2800 Hespérétine
Pamplemousse 2700/6000 Naringenine

Muyrtilles cultivées 165 Quercétine

Cerises aigres 100 Ouercétine + Kaempférol
Cerises douces 2 KaempféroHQuercétine
Raisins 50/100 Quercétine + Myricétine
Cassis 80 Quercétine + Kaempférol
Abricots 55 Quercétine

Mdares 50 Quercétine + Kaempférol
Pommes 30 Quercétine

Groseilles 30 Ouercétine + Kaempférol
Framboises 30 Quercétine + Kaempférol
Prunes 30 Querc
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6. Propriétes pharmacologiques des flavonoides
6.1. 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.
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
(kaemptérol, 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
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.
6.2. Propriétes antivirales

La stratégie de recherche d’un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de I’infection

virale des cellules en culture. Une substance peut agir a différents niveaux du cycle viral :

» Au niveau de ’adsorption du virus sur la cellule hote,
» Au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote,
» Au niveau de la réplication du virus et la synthése des protéines virales,

» Auniveau de I’assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote.

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.
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6.3. Propriétés anti-carcinogénes

La quercétine, par exemple, est capable de diminuer chez le rat I’incidence des tumeurs
mammaires induites par le DMBA (7,12 diméthylbenz(a)anthracéne) 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 I’induction de I'ODC (Ormitine Décarboxylase) par le TPA (12-0-
tétradécanoylphorbol-13-acétate). Les flavonoides peuvent également interférer avec le

métabolisme des xénobiotiques, notamment en stimulant les systemes de détoxification.
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Chapitre I11
Geéneéralites sur la luzerne



1. Origine et distribution géographique de la luzerne

La luzerne fut introduite en Europe vers 470 av.J.C avant les gueres 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 médicinales (Anonyme 4, 2007).

Elle est notamment trés

répandue dans les zones tempérées chaudes subtropicales et en altitude (Mauries , 2003).

2. Position systématique et présentation de la famille

2.1. Position systématique

Reégne :

Classe :

Sous-classe :

Ordre :

Famille :

Sous-famille :

Genre:

Espéce:

Plantae
Magnoliopsida
Rosidae
Fabales
Fabaceae
Faboideae
Medicago

sativa

Photo 1: La luzerne cultivée « Medicago sativa »
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2.2. Présentation de la famille

La luzerne cultivée ou « Medigago sativa» appartient a la famille des Fabacées qui
constituent la 3iéme famille la plus importante du monde végétal (environ 16000 espéces)

apres les Astéraceées et les Orchidacées.

Les Fabaceées, 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 général 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 général pentameres. La corolle qui du reste ne présente pas ce type de
structure dans lensemble 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 caréne qui renferme les étamines
et le pistil. Les étamines sont au nombre de 10 (figure 15). Le fruit issu d'un seul carpelle, est

un fruit sec typique.

Figure 15 : Le diagramme floral de la famille des fabacées
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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 I’azote atmosphérique sur les
racines chez les Papilionoideae et les Mimosoideae alors qu'ils sont absents chez la plupart
des Caesalpinioideae. Ces nodosités sont le résultat d'une symbiose entre des bactéries
fixatrices d'azote, les Rhizobiums et ces différentes especes de Iégumineuses. C'est pourquoi

elles peuvent se développer sur des sols pauvres en azote et I'enrichir en engrais vert.

Une particularité métabolique des Fabacées est la présence d'une hémoprotéine fixatrice de
dioxygene, la leghémoglobine (ou LegHb), trés proche de I’hémoglobine. Cette protéine se
trouve dans les nodules des racines et permet de fixer loxygéne pour former un milieu

anaérobie favorable au développement de Rhizobium.

Dans les applications pharmaceutiques, de trés nombreuses préparations (baumes, gommes,

sirops, insecticides) sont faits a partir de Fabacées papilionacées.
3. Superficies consacrées a la culture de la luzerne
3.1. Dans le monde

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 6).
3.2. En Algérie

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 herbacées sa superficie représente entre 1.86 et 3.03%

pour la méme période (Chaabena, 2001).
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(Maurie, 2003)

Tableau 6: Superficies occupées par la luzerne « Medicago sativa » a travers le monde

Continents et pays Années Hectares
Total Afrique 434 970
Algeérie 1981 10 000
Egypte 1983 81000
Afrique 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 30000
Total Amérique du Nord 14 462 042
Etat Unis 2000 9713 000
Mexique 1982 245 000
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4. Exigences environnementales de « Medicago sativa »
4.1. 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, I'apport en
azote est inutile du fait de la capacité de la luzerne a utiliser 'azote atmosphérique et I'azote
minéral contenu dans le sol. Son systeme racinaire est suffisamment important pour puiser et

valoriser les éléments nutritifs présents dans le sol.

4.2. La température

La croissance optimale des plantes se situe a des températures comprises entre 15 et 30° C
4.3. L’hydratation

La luzerne pousse dans des zones a pluviométrie équilibrée, le manque d’cau freine fortement
le développement des plantes; un excés d’eau favorise le développement des maladies

fongiques et prive les racines d’oxygene.
4.4. La luminosité

En conditions non limitantes (bonne température et hygrométrie) la croissance dépend aussi

directement du rayonnement visible intercepté au cours de la pousse.
5. Composition chimique de « Medicago sativa »
5.1. Composition nutritionnelle

Le concentré de feuilles 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 7).
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Tableau 7 : Valeurs quantitatives des éléments nutritionnels de 10g de concentré de luzerne

(Zanin, 1998).

Composants Héments Valeur en mg*
(pour 10 g) nutritionnels dosés

Protémes (4.9-53¢g) Lysine 321
Tryptophane 100
Thréonme 239
Cystéine 39
Meéthionine 112
Valine 308
Leucine 443
Isoleucine 242
Tyrosine 242
Pheénylalanine 230

Lipides (1 g). Acide linolénique 332

Parmi ceux qui ont été dosés : Acide linocique 133

Matieres minérales (0.9 - 1.3 g) | P (assimilable) 70
Ca 320
K 70
Fe 7
Na 0.3
Mg 13
Mn 0.6
Zn 0.2
Cu 0,078

Vitamines Beta-caroténe 920 iz ER
Vitamme E 3
Vitamme B9 0,03
Vitamme K 0.3
Choline chlorhydrate 6.4
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5.1.1. Composition en protéines et acides aminés

Les extraits foliaires de luzerne contiennent entre 50 et 60% de la matiere azotée totale.
La protéine la plus abondante est une protéine 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 D’extrait contient aussi des protéines membranaires et des polypeptides issus de

I’hydrolyse des protéines lourdes.
5.1.2. 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 'organisme puisqu’ils participent a
I’élaboration d’hormones de prostaglandines et sont aussi indispensables a I'absorption de

certaines vitamines liposolubles (Zanin, 1998).
5.1.3. Les hydrates de carbone

Les sucres constituent la principale et la plus économique source d’énergie pour 'organisme.
Cette consommation d’énergie sous forme de glucose est quasi constante et nécessite un
apport régulier de glucides par I’alimentation. Dans I'extrait foliaire, 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%).
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5.1.4. Les fibres

L’extrait de luzerne contient moins de 2% de fibres sous forme de cellulose, d’hémicelluloses,
d’oses polymérisés et de lignine (Zanin, 1998). Ce faible taux de fibres permet la
concentration des composants utiles (vitamines et minéraux) et améliore leur assimilation

dans le tube digestif.
5.1.5. 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 éléments assurent
des fonctions spécifiques trés importantes au sein de I'organisme (tableau8).
Ontrouve également dans I’extrait de luzerne de la choline chlorhydrate a un taux de 6.4 mg
pour 10g de concentré.

5.1.6. Les éléments minéraux

Les matiéres minérales contenues dans I'extrait foliaire de luzerne représentent en moyenne
13 a 14% de la matiére seche (tableau 9). 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 role mixte, plastique (structure des tissus) et catalytique. Tous ces éléments

présentent des propriétes fonctionnelles importantes (tableau 9).
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Tableau 8 : Teneurs et caractéristiques des principaux composes vitaminiques

contenus dans le concentré de luzerne (Zanin, 1998).

Composés

Fonction*®

Besoins journaliers®

Teneur de 10 g d'EF

de luzerne**

acide folique

BI2
- Synthese de I'hémoglobine

Enfdz 4-12 ans : 200 pg
Adolescents : 300 pg

Adultes - de 300 a 500 pe

beta - carotene | - Synthese du pigment rétinten Enf1-3 ans: 400 ig ER 020 ugER
ou - Activité cellulaire (division, Enf4-9 ans: 600 pg ER
Provitamme A | perméabilité. tonicite) Adolescents : 800 ug ER
- Activité antioxydante Adultes - 800 a 1300 ug ER]
- Anti-mfectieuse
- Anti-athéromateuse ER (Equvalent Rétmol)
- Aide a la fonction de
deétoxication dn foie
Vitamme E | - Anti-oxydante Enfdelaldans:dmg 3 mg
- Fecondite Enfdeda9ans: 7mg
- Reduit les besoms en oxygene Adolescents : 10 mg
- Nutrition des tissus conjonctifs Adultes - 12 mg
musculaires et cutanés
- Soppose a la destruction des
globules rouges
Vitamine K | - Anti-hémorragique (active la Enfdela3dans: 10 g 300 g
syntheése par le foie des facteurs Enfde4a9ans: 25 g
de coagulation) Adolescents : 35 g
Adultes : de 35235 g
Vitamne B ou | - Complémentaire de la vitamme Enfdela3ans: 100 30 ug

55




de luzerne (Zanin , 1998).

Tableau 9 : Fonctions et teneurs des matieres minérales contenues dans les extraits foliaires

Héement Fonction Bezoinz journaliers* 10 z A'EF
mineéral apportent**
Calenme (L) | -Fole plastuque {os of dent) et catalyzew Enf1-9 ansz : 600 2 700 mgz 320 mg
[coagulation dusang) Adultes - 900 mg
Adols, personnes dpees, méares
allatantes - 1200 mgz
Phosphore (P} | - Eale plastique {os et dents, membrane Enf 1-9 ans - 500 2 600 mg Tl mg
non phytigue cellulaire ot métabolizme des graizsesz) Adultes - 300 mg
at catalysewr (phosphorylation) Adels, personnes agees, mares
allatantes - 1000 mgz
Potassium (K} | - Principal cation mitracellulare Tl mg
- Intervient dans l'equlibre zcido-basigue 1000 2 2000 mg
- Role dans la conduction nerveuss
Sodion (Mz) | - Pnneipal cation extracelhlawe 3000 2 3000 mg 0.5 mg
- Edle antagoniste of complémentaire du K]
Magnesim (Mg} | - Bole plastique (o5, museles) Enfl-9anz:1202 180 mz 13 mgz
- Role energétique {active 'ATP) Achltes - 330 2420 mg
- Active de nombraiees enzrymes Adols, personnes agees, méres
allaitantes - 330 2 480 mz
Far (Fe) - Bale plastique powr Themoglobine Enf1-9ans: 10 mg 7 mg
- lom ezzentiel a la respiration Adultes - 10 2 18 mgz
- Anti-mfectiers Adols, personnes ipsas, méares
allaitantes : 10 218 mz
Zime (Zn) - Bale plastique (phansares, pean. os) Enf 1-% ans :10 mg 200 u=
- Cataly=ewr polyvalent Adols, Adultez: 1223 19 mgz
Manganaze (Mn)| - Oxvdoreductewr snerzetique Enfl-9anz:1almg G600 1=
- Antioxydant, anti-allergique, Aultes, adels, personnes
anti-infectiers apeas mares allattantes : 4 mgz
- Minaralization osseuwss
Cuvre (Cu) - Razpiration cellulaire Enfl-9an=:1al5mg TE uz
- Syntheze de [hémoglobme et da lavit © | Adultes adels, pers. agees,
- Anti-infectiewe, anti-inflammatoire meres allatantes - 2 a 3 mgz
Cohalt {Co) -Contrale |z symthess de 1z vitamine B12 10 u=
- Antizpasmodiqua at sadatif e
newrovegstatif
Toda (T} - Hormones thyvroidiennes {zctrvation de Enfl-2ans:70a120 1= Jus
tous laz meétabolizmas) Adultes, adols, pers. igéas,
fem. allaitantes @ 150 2 200 pg
Selennm (Se) | - Antioxydant Enfl-9anz:20230 us 05alp=

- Anti-inflammatoive
- Stimule I'mmimité

Adultes, adols, pers; izéas,
fern. allaitantes :55 2 73 1
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5.2. Les substances du métabolisme secondaire

5.2.1. Les flavonoides

Flavones (apigenine, lutéoline, tricine), flavonols (quercétine, kaempférol) et anthocyanes
5.2.2. Les phyto-estrogénes

Ce sont des composés naturels et actifs qui jouent le méme réle des hormones dans
I’organisme humain, car elles possédent des structures chimiques trés proches de celles des
oestrogenes. On les retrouve dans plusieurs espéces de végétaux, principalement dans le soja

et la luzerne. Les phyto-estrogenes sont classés en cing catégories différentes :
» Les isoflafonoides

Ce sont les phyto-estrogenes les plus importants présents dans les légumineuses, les produits

actifs sont la génestene et la daidzéine (figure 16).

Les isoflavones font partie de la famille des flavonoides (génisténine-5-7-4-
trinydroxyisoflavone, biochanine A, daidzéine-7-4-dihydro-isoflavone, formononétrie), ils
sont formés par I’oxydation et I’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). Ils se présentent presque exclusivement dans la famille des
fabacées. Les isoflavones qui existent a I’état libre sont les plus fréquents. Les isoflavones
sont connus depuis cinquante ans mais leur intérét scientifique considérable est illustré depuis
peu. Les métabolites des isoflavones sont absorbés a la sortie de I’intestin, transformés dans le
foie et a la fin sont apparus dans le sang, les urines et dans d’autres liquides du corps humain,

généralement sous formes de glucuroconjugués, mais aussi de sulfates.

Le métabolisme des hormones endogénes telle que ’oestradiol se fait de la méme maniere.
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Figure 16 : Les produits actifs des isoflavonoides
» Les coumestants

Coumestrol, 4-méthooxycoumestrol, 3-methylcoumestrol, 11-12-diméthoxy-7- hydroxy-

coumestane.

» Les lignanes
> Les flavonoides

» Les lactones en acide resoicyclique
5.2.3. Les saponosides

Les saponosides de la luzerne présentent une variété de génines et sont réparties régulierement

a travers les différentes parties de la plante (tableau 10).
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Tableau 10: les différentes génines des saponines de luzerne (Boudesque et al ,2001)

Génines Racine |Feuilles | Graines
Soyasapogénol C X X
Soyasapogénol E X

Soyasapogénol B X

Soyasapogénol A

Hedérangine
Bayogénine

Acide Médicagénique
Acide Lucernique
Acide Zanhique

> | XX | X
KKK XXX | X

6. Inté rét de « Medicago sativa »
6.1. Utilisations traditionnelles
6.1.1. Inté rét écologique

La luzerne est ’'une des plantes produisant le plus de protéines a 1’hectare. Elle mobilise donc

une grande quantité d’azote :

> Teneur en azote des racines :1.8% de la matiére séche

» Teneur en azote des parties aériennes : 3.5% de la matiere seche.

La luzerne fixe lazote atmosphérique mais elle utilise préférentiellement I'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.
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6.1.2. Intérét fourrager

Parmi les nombreuses utilités de la luzerne, la plus importante est celle liée a I’alimentation
du bétail . La luzerne est une plante fourragere par excellence car elle est une Véritable source

de protéines et de caroténe.
6.2. Utilisations modernes
6.2.1. Inté rét alimentaire

La luzerne est caractérisée par une teneur en Matiere Azotée Totale (MAT) importante qui
peut varier de 14 a 29 % de la Matiere Séche (MS) selon le stade, les époques et les modes de
récolte. Elle a une remarquable composition en acides aminés qui la rend supérieure, sur ce
critere, au tourteau de soja, en plus, la Rubisco est une protéine blanche extraite des feuilles

de la luzerne utilisée comme diététique en pharmacie.

La luzerne comporte une combinaison particulierement intéressante de minéraux et d'oligo-

élements. Elle est riche en vitamines du groupe B, C, D, E et A (Schoutteten , 2004).
6.2.2. Inté rét thé rapeutique
6.2.2.1. Le r6le des phyto-estrogenes

Le noyau phénolique des phyto-estrogenes présente des groupements OH (hydroxyles), il est
en fait tres semblable & celui de I'eestradiol. 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 cestrogénes

stéroidiens.
» Les phyto-estrogenes et le cancer

Dans ces derniéres années les recherches sur le cancer ont été basées sur les facteurs de
protection au lieu de chercher un médicament efficace. Parmi les facteurs de protection de
grande catégorie du cancer (les cancers hormonodépendants), c’est la consommation des

phyto-estrogenes qui sont tres abondants dans la luzerne « Medicago sativa »
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> Les phyto-estrogénes et la ménopause

Le traitement le plus utilisé pour lutter contre les troubles de la ménopause c’est le
traitement hormonal de substitution (THS), qui consiste en un rapport régulier de dérivés de
I’cestrogeéne, ce traitement est capable de provoquer un risque accru de cancer du sein et
d’autres problemes. Donc il est évident de remplacer ce traitement par les phyto-estrogenes
ou tout simplement par la consommation de la luzerne cultivée qui est tres riche en phyto-

estrogenes.
6.2.2.2. Le r6le des saponosides
Une étude a éteé réalisée montre que les saponosides de la luzerne ont comme effets :

» La diminution significative de I’absorption intestinale du cholestérol et le radio-

cholestérol Iétale plasmique.
» L’augmentationde 1’extraction fécale des stéroides et des acides biliaires.

» Ladiminution de la progression de cellules cancéreuses.

» L’effet anti-oxydant.

6.2.2.3. Action sur la glycémie

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 I’incorporation du glucose sous forme de glycogene dans le

muscle abdominal et possederait des propriétés similaires a celles de 1’ insuline.
6. 2.2.4. Autres propriétés

» Régulateur métabolique
» Hémostatique

» Anti-hémorragique et anti-fongigque
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6.2.2.5. Effets secondaires
Rare cas de troubles gastro- intestinaux (diarrhées...), dermatites et arthralgies.
6.2.2.6. Inte ractions médicamenteuses

«Medicago sativa » pourrait contrer l’action anticoagulante des médicaments a action
similaire. Ses effets sur la régulation du métabolisme du cholestérol pourrait s’ajouter a ceux

des médicaments hypolipidémiants.
7. Toxicité

La luzerne ne présente pas de danger aux doses recommandées a I'exception de quelques cas
d’allergie (IESV, 2006).
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Partie 11
Partie Pratique



Chapitre I
Matériels et methodes



Introduction

La partie expérimentale consiste d’une part, a identifier 'effet de la nature du sol sur les
caracteres physico-chimiques des flavonoides, isolés d’une légumineuse cultivée " Medicago
sativa”, connue comme plante fourragere, prélevée dans des sols du Nord-Est algérien,
d’autre part, a étudier 'activité antibactérienne des flavonoides et de la décoction de la méme

plante. Le choix de notre plante est basé sur des recherches bibliographiques avancées.
Il faut rappeler que notre étude a été réalisée grace a la contribution des laboratoires suivants:

Laboratoire de Biologie Végétale et Environnement, laboratoire d’écologie du département de

biologie, université de Badji Moukthar Annaba.
Laboratoire de biochimie, hopital d’El Tarf.

Laboratoire de biochimie, faculté de médecine.
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1. Matériels
1.1. Matériel végétal
1.1.1. Caractéres botaniques de « Medicago sativa »

C’est une plante herbacée vivace a tige dressée des la base puis rameuse et anguleuse. Sa
hauteur varie de 30 a 90 cm. Elle présente des nodules racinaires qui témoignent de son

association symbiotique avec les bactéries Rhizobium.

La premiére feuille est unifoliée. Les feuilles suivantes alternes, sont composees de trois
folioles égales, glabres, obtues, un peu échancrées et denticulées. Les fleurs violettes ou
bleuatres, 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 17).

Figurel7: Les différents organes de « Medicago sativa »
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La floraison se déroule entre juin et octobre. Les parties aériennes sont les parties de la plante
utilisées en médecine.

La luzerne est une plante pérenne qui dure 2 @ 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 végeétation. 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.
1.1.2. Stations de récolte

La récolte des parties aériennes de « Medicago sativa » a été réalisée au mois de Mai 2009

dans des sols du Nord-Est algérien (photo 2).

Photo 2: Champ de la luzerne cultivee
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Les quatre sites de prélevements sont mentionnés sur la carte suivante :

Ain Touta

< :Stations de prélévements dans la région d’Annaba

&> : Stations de prélévements dans la région d’El Tarf

Figure 18 : Localisation géographique des sites de prélevements

Les caractéristiques géographiques et bioclimatiques des sites de prélevements sont résumées
dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 11 : Coordonnées géographiques des stations de prélévement

Sites Latitudes | Longitudes | Altitudes Etages bioclimatiques
El Hadjar (Annaba) 36°48N | 7°45E 0a50m Climat subhumide
Aéroport (Annaba) 36°50N | 7°48E 0as50m Climat subhumide
Besbes (El Tarf) 36°46 N | 7°54E 0as50m Climat subhumide
Ben Mehidi (EI Tarf) | 36°41N | 7°51E 502200 m | Climat subhumide

1.1.3. Séchage et pulvérisation

Les plantes fraichement récoltées ont ¢t¢ séchées a température ambiante et a I'obscurité

pendant dix jours. Le matériel végétal est constitue de feuilles de la luzerne cultivée

« Medicago sativa » qui sont ensuite pulvérisés et soumis a une extraction.
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1.2. Matériel microbiologique

Dans notre étude, plusieurs souches bactériennes ont été étudiées, des souches de références
ATCC (American Type Culture Collection) et des souches obtenues a partir de produits

pathologiques divers et rendus responsables d’infection chez ’homme (tableau 12).

Tableau 12: les différentes souches testées et leurs principaux caractéristiques

Souches Pathologie Groupes

Escherichia coli Infection urinaire, infection des
E. coli BLSE parties molles. _

Bacilles
E. coli ATCC

groupe des
Klebsiella oxytoca Infections nosocomiales. Entérobactéries
K. pneumoniae Infections nosocomiales, infections (BGNE) (Gram-)

des voies respiratoires.

Serratia Infections nosocomiales.

Pseudomonas ATCC Infections des voies respiratoires, | Bacilles

infection des parties molles,
Pseudomonas sp. _ ) ) groupe des non
infections nosocomiales.

Entérobactéries

Acinetobacter infections nosocomiales (BGNNE) (Gram-)
Staphylococcus aureus Infections des voies respiratoires,
infection urinaire, infection

) o | Coccis (Gram®)
cutanée, infection des parties

S aureus ATCC molles, infections nosocomiales.

S. epidermidis infection des parties molles,

infections nosocomiales.
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2. Méthodes d’étude
2.1. Effets de la nature dusol sur les caracteres physico-chimiques des flavonoides

Le métabolisme phénolique est trés sensible aux facteurs de I’environnement, qu’ils soient de
nature physique, chimique ou biologique. De plus, ces composés participent activement aux
interactions de la plante avec son environnement, soit en jouant le réle de signaux de
reconnaissance Vis-a-vis de certains micro-organismes, soit en lui permettant de résister a

diverses agression, d’origine biologique ou non (Macheix et al , 2005).

Pour déterminer I’influence de la nature du sol sur la structure physico-chimique des
flavonoides nous avons réalisés plusieurs techniques sur la plante elle-méme et sur les sols de

prélevements.
2.1.1. Caractéristiques physico-chimiques des sols des sites de prélevements
2.1.1.1. Texture

Pour déterminer la texture du sol, nous avons utilisé la méthode de saturation a I’eau qui
consiste & mesurer le pourcentage d’humidité du sol (Y) et a le comparer & une échelle qui

détermine la texture correspondante a la teneur d’eau (tableau 13).
La technique est la suivante :

Nous avons pris 509 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 1’étuve a 105°C pendant 24h

» Peser une troisi¢me fois la capsule a la sortie de 1’étuve (P3), le poids correspond donc

au poids de la capsule vide+ le poids du sol sec.
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» 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, X2gde sol sec
Y—100g de sol sec
Enfin comparer Y au tableau suivant pour déterminer la texture :

Tableau 13 : Echelle de la texture (Soltner , 1981)

Pourcentage d’humidité (%0) Textures
<12 sableuse
12-24 Sablo- limoneuse
24-37.5 Limono-sableuse
37.5-45 Limono-argileuse
45-75 Argilo-limoneuse
>75 Argileuse

2.1.1.2. Matiere organique
Déterminée a partir du carbone selon la méthode de Anne

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 1’ecau

jusqu’au trait de jauge.
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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 t¢moin dans les mémes conditions que I’échantillon, mais sans sol, soit Y la quantité

de sel de Mohr utilisée pour le titrage du témoin.

Onapplique la relation suivante :

[06C= (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 ttmoin.

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 : ona utilisé 20 ml a partir de 100 ml.

P: poids dusol (1g)

1/1000 : facteur de conversiondu mgen g

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

%matiere organique = % C x 1.72

Enfin on compare les résultats au tableau 14
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Tableaul4 : Classification des sols d’apres leur teneur en matiére organique (Soltner, 1981)

% de laMO Appréciation

<1 Extrémement faible
1-15 Trés faible

15-25 Faible

25-35 Moyenne

35-45 Moyennement élevée
45-5 Elevée

>5 Trés elevée

2.1.1.3. pH eau
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’eau distillée.
» Agiter et laisser reposer

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

La détermination de I'acidité d’échange se fait de la méme maniére que pH eau mais a la
place de I'eau distillée on met une solution KCI (I1N), le pH KCI donne une idée exacte de la

quantité d’ions H+ fixés.
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Tableau 15: la gamme de pH des sols (Gaucher, in Soltner , 1981)

pH Désignation des sols
3-45 Extrémement acides
45-5 Trés fortement acides
5-55 Trés acides

55-6 Acides

6-6.75 Faiblement acides
6.75-7.25 Neutres

7.25-85 Alcalin

>85 Treés alcalin

2.1.1.5. Conductivité électrique
La conductivité électrique est la mesure du degré de la salinité globale d’unsol.

La détermination de la conductivité électrique se fait sur extrait de sol (rapport sol/eau=1/5) a

I’aide d’un conductimétre (tableaul6).

Tableau 16: Echelle de salinité du sol (USSL ,1954)

Conductivité électrique (mS/cm) Salure
0-06 Nonsalé
06-14 Peusalé
14-24 Salé

2.4 -6 Trés salé
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2.1.1.6. Dosage du calcaire total par titrimétrie

Peser 5 & 25 g du sol déposés dans un erlen Mayer, ajouter 50ml d’HCI1 a 0.5N
Bouillir pendant 5 mn
Laisser refroidir

Filtrer le contenuavec unringage a I’eau distillée pour lessiver le HC1en excés

YV V. V V V

Déterminer la quantit¢ d’HCI qui n’a pas réagit avec le CaCO3 en ajoutant deux
gouttes de phénolphtaléine et titrer avec NaOHa 0.25 N

» Appliquer la formule suivante :

%CaCO3 = (50 x N1 HCI — N, NaOH x X ) x 5

Po

X : volume de NaOH titré par ml
Po: le poids du soleng

N1 :normalité HCI

N> . normalit¢ NaOH

Tableau 17: Echelle internationale d’évaluation du calcaire dans les sols

Taux du calcaire | Appréciation
(%)
0a5% Sols non calcaires
5a15% Sols moyennement calcaires
15 a 30% Sols calcaires
> 30% Sols tres calcaires
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2.1.2. Mise en évidence de quelques métabolites secondaires
2.1.2.1. Recherche des anthocyanes

La recherche des anthocyanes repose sur le changement de couleur de 1’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 NH,OH, le changement de la couleur

indique la présence des anthocyanes.
2.1.2.2. Recherche des leuco-anthocyanes

Se fait sur prise de 5ml d’infusé, mélé de 4ml d’alcool chlorhydrique (éthanol / HCI pur
3/1 w). Aprés 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.
2.1.2.3. Recherche des flavonoides

59 de drogue pulvérisée sont macérés dans 150ml d’HCI1 a 1% pendant 24h, apres avoir filtré
le mélange, puis nous avons pris 10ml du filtrat, aprés ’avoir rendu basique par ’ajout du
NH;OH, aprés 3h il y a apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube

indiquant la présence des flavonoides.
2.1.3. Procédé d’extraction des flavonoides
2.1.3.1. Principe 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 ’extracteur contient une cartouche en
cellulose remplie de matériel végétal. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant
(ballon) et est surmontée d’un réfrigérant (figure 19). Le solvant est vaporisé puis condense
tout en restant en contact avec le matériel végetal. La solution collectée dans le ballon
s’enrichit de plus en plus en solut¢ a chaque cycle d'extraction et le matériel végétal est
toujours en contact avec du solvant fraichement distillé. L’extraction est terminée lorsque le
solvant d’extraction devient de plus en plus clair, c’est-a-dire sans une proportion

significative de soluté (Houghton et Raman, 1998).

Réfrigérant =

=



Figure 19 : Systeme d’extraction au Soxhlet

2.1.3.2. Méthode d’extraction
L’extraction a été effectuée par la méthode de Charaux et Paris (1954) :

Photo 3: Dispositif de I’appareil de soxhlet installé au laboratoire
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> Peser 10 g de drogue pulvérisée des feuilles de chaque échantillon et les mettre dans
200 ml d’éthanol bouillant pendant une heure.

» Apres filtration, récupérer la solution éthanolique et faire sécher la matiere végétale.

» Réaliser une deuxiéme extraction a I'aide de I'appareil de soxhlet avec 200 ml
d’éthanol pendant 4 heures (photo 3).

> Apres une nuit de macération réunir les deux solutions éthanoliques et les évaporer
par pression réduite.

> Récupérer le résidu dans 20 ml d’eau bouillante et laisser aurepos pendant 24 heures.

» Déplacer la solution dans une ampoule a décantation en ajoutant successivement :

- 4x10 ml d’éther.

- 4 x10 ml d’acétate d’éthyle.

- 5x10 ml du n-butanol

» Seule la phase butanolique est récupérée car elle contient une quantité acceptable des
flavonoides.

» Le butanol est ensuite évaporé sous pression réduite.
2.1.4. Détermination du re nde ment

Le rendement est le rapport entre les poids de I’extrait et le poids de la plante traitée.
Il s’agit de comparer les rendements en flavonoides des quatre échantillons prélevés de

quatre sols différents.

Le rendement est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante :

R= (poids de I’extrait/ poids de la plantes) x 100

79



10 g de drogue pulvérisée

Macération avec lléthanol pendant 1h

Fi Itrati£n
Drogue séchée
Extractioh au sohxlet pendant4h
Solution éthanolique Solution éthanolique
Une nui repos Mélange des solutions
Evaporation sous pression réduite
Résidu sec
Récupération dans 20 ml d’eau bouillante
Repos pendant 24h
Rejet de la phase éthérée « 4x10ml d’éther
D ——
Rejet la phase d’acétate d’éthyle « 4x10ml d’Acétate d’éthyle
D ——
Récupération la phase butanolique 5x10ml butanol
—_—

Phase butanolique

Evaporation soud pression réduite

Extrait des flavonoides

Figure 20 : présentation schématique de la méthode d’extraction des flavonoides
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2.1.5. L’analyse de la composition chimique des flavonoides par la chromatographie sur
couche mince (CCM)

2.1.5.1. Principe de la CCM

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu colteuse, 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 du matériel tels 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’absorbant 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 epaisseur
comprise entre 0.5 et 2 mm. L’adsorbant que nous avons utilisé est du gel de silice qui
permet la séparation 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 I’échantillon déposé.

» Leséchantillons
lls sont le plus souvent solubilisés dans un solvant volatil qui n’est pas forcément le méme
que I’¢luant.

Pour une bonne élution, la cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée (figure 21).
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Figure 21: schéma du développement chromatographique d'une plaque

2.1.5.2. Méthode d’analyse

10l de chaque extrait ont été spotées sur une ou plusieurs plaques déposées verticalement
dans la phase mobile constituée, comme préalablement indiqué, par un ou plusieurs solvants
organigques. La chromatographie a été ensuite développée sur 10 cm avec un éluant typique
des flavonoides (chloroforme, acétone, ac formique (75,16.5, 8.5 ml)).

Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plaque est séchée a température
ambiante puis examinée a ’'UV de longueurs d’ondes A = 365 nm (photo 4).

Nous avons étudié quatre extraits des flavonoides isolés de la luzerne cultivée « Medicago
sativa » prélevée dans les quatre stations étudiées :

A : Aéroport (Annaba)

H : El Hadjar (Annaba)

Bs: Besbes (EI Tarf)

Bn: Ben Mehidi (El Tarf)
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Photo 4 : La Lampe de Wood

2.1.5.3. Détermination des rapports frontaux

Le 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.

On détermine pour chaque constituant, le Rapport frontal :

front du solvant Rf=X/Y

A

X : Distance parcourue par le constituant
Y : Distance parcourue par le front de

I’éluant

mlgratuon
.—>.

'7 ligne e de dépot ~1

cuve + solvant de migration

Figure 22 : Détermination du rapport frontal
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2.2. Etude de P’activité antibactérienne

De¢s sa naissance, 'homme se trouve en contact de bactéries qui progressivement colonisent
son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister aux bactéries, de nombreux moyens sont mis
en jeu. Les produits antibactériens sont des molécules qui inhibent sélectivement certaines
voies métaboliques des bactéries, sans exercer habituellement d’effets toxiques pour les
organismes supérieurs. Ces produits peuvent étres synthétisés (pharmaceutiques) ou naturelles

(Végétale).

2.2.1. Antibiogramme

2.2.1.1. Solutions a tester

Pour notre travail, deux solutions ont été testées a partir des feuilles de « Medicago sativa » :

» Une décoction, est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec de I’eau bouillante (20g dans 1 litre d’eau) pendant 30 min
pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a température
élevée (150°C).

» Extrait du flavonoide obtenu a base de solvants organigues.
2.2.1.2. Milieu de culture utilisé
Pour toutes les cultures, on utilise le milieu de Mller-Hinton (Gélose).
Milieu Mller-Hinton de: (g/l) pH=7.4

» Macération de viande de boeuf 300ml

» Hydrolysat 17.59
» Amidon 1.5¢
» Agar 109
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2.2.1.3. Préparation des inoculums

Les souches ont été au préalable réactivités par ensemencement a la surface de milieux
gélosés adaptés et a partir de 3 a 5 colonies isolées et similaires on a préparé les suspensions
bactériennes obtenus de I’eau physiologique stérile a une concentration de 106 - 108 CFU/mi
(0.5 Mc.Farland).

L’ensemencement s’est fait a partir des dites suspensions a 'écouvillon a la surface du milieu
solide de Muiller-Hinton selon le CLSI (Committee for Laboratory Standards Institute).

Sécher les boites ensemencées pendant 20 min a 1’étuve.

2.2.2. Test d’activité antibacté rienne

La méthode utilisée est celle de Vincent:

Des disques de papier buvard calibrés et stériles sont imprégnés par les solutions a tester.

> Des disques sont directement plongés dans la décoction
» 1ml de DMSO est additionné au flacon de flavonoides pour les rendre plus fluides et

faciliter leur absorption par le disque.
Une fois égouttés, les disques sont disposés a la surface du milieu préalablement ensemencé.

On prendra soins d’appuyer légérement sur le disque pour assurer le contact avec la gélose.

Les boites sont ensuite mises a I’étuve a 35°C pendant 24h.

La lecture se fait par la mesure en millimétre du diamétre de la zone d’inhibition autour de

chaque disque.

On traduit les résultats a ’aide du tableau de classement des bactéries selon le diamétre
d’inhibition pour définir si la souche étudiée est résistante ou sensible aux solutions
étudiées (tableau 18).
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Tableau 18: Classement des bactéries selon le diamétre d’ inhibition

Diametre <8 mm 8 14mm 14 20 mm >20 mm
d’inhibition _’ -
Sensibilité du | Résistante Sensibilité Sensibilité Tres sensible
germe limitée moyenne
Degre ) (+) (++) (+++)
d’activité

Remarque :

Ondisposera comme témoins, des disques de papier buvard stériles et d’autres imprégnés de

DMSO uniguement.
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Chapitre II
Résultats et discussion



1. Caractéristiques physico-chimiques des sols des sites de prélevements
Selon le tableau 19 on remarque que :

» Le pH est neutre a Iégerement basique pour la majorité des sols (tableau 19).

» Tous les sols étudiés sont non salé.

» La teneur en matiére organique est tres faible pour El Hadjar et 1I’Aéroport, faible pour
Besbes et Ben Mehidi.

» La texture est argilo-limoneuse pour tous les sols a I’exception d’El Hadjar qui est
Limono-sableuse.

» Les sols sont moyennement calcaires pour El Hadjar et 1’Aéroport et calcaires pour

Besbes et Ben Mehidi.

Tableau 19: Caractéristiques physico-chimiques

Parametres
étudiés pH | pH | Salinité | Matiére Calcaire | Texture
eau | KCl | mS/cm | organique
Types de sols a25°C % o
El Hadjar 766 [69 |0.13 1.2 12.52 Limono-
sableuse
Aéroport 7.52 1680 |0.14 1.5 14 Argilo-
limoneuse
Besbes 7.61 |[6.92 |0.17 1.8 22.37 Argilo-
limoneuse
Ben Mehidi 7.12 | 7.04 | 0.12 1.6 23.47 Argilo-
limoneuse
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2. Mise en évidence de quelques métabolites secondaires
2.1. Recherche des anthocyanes

L’addition de NH4OH a T’infusion des feuilles de la luzerne est suivie par un changement de

couleur qui indique la présence des anthocyanes.

Photos 5 : Recherche des anthocyanes au laboratoire dans les feuilles de la luzerne
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2.2. Recherche des leuco-anthocyanes

Selon la photo (6) montre 1’apparition dans le tube d’une couleur rouge cerise indiquant la

présence des leuco-anthocyanes.

Photo 6 : Recherche des leuco-anthocyanes dans les feuilles de la luzerne cultivée

2.3. Recherche des flavonoides

L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la présence
des flavonoides.

L o LI ]

Photo 7: Recherche des flavonoides dans les feuilles de la luzerne cultivée
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3. Détermination du re nde ment

Selon la figure (23) et en comparaison avec les résultats des analyses physico-chimiques du

solon remarque que :

Les rendements en flavonoides varient avec le type de sol. A travers ces résultats et d’apres la
synthése bibliographique on peut constater que le sol de Besbes présente les caractéres
physico-chimiques les plus favorables pour la croissance de la luzerne , malgré ca le taux des
flavonoides obtenu présentent la plus faible valeur, ceci peut étre lié a la présence sur ce sol
d’un fort taux de calcaire et a 'absence d’¢léments minéraux perturbant la biosynthése des

flavonoides.

Tableau 20: Rendements en flavonoides de I'extrait des feuilles de Medicago sativa

Sites de prélevement Rendements
(%)
El Hadjar 0.7%
Ben Mehidi 0.59%
Besbes 0.3%
Aéroport les salines 0.63%
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0,80%

0,70%

0,60%

0,50%

0,40%

0,30%

0,20%

0,10%

0,00%

El Hadjar Ben Mehidi Besbes

Figure 23 : Rendements en flavonoides
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4. L’analyse de la composition chimique des flavonoides par CCM

La photo (8) relative aux résultats de la C.C.M. observés a 365 nm a la lampe de Wood

indiquent pour chaque type de sol, la présence pour chaque extrait de sept taches de

différentes couleurs.

Photos 8: La chromatographie sur couche mince des quatre extraits observés a la lampe de

Wood (365 nm)

Tableau 21 : Fractions des extraits flavonoigues isolés par CCM (Station de Ben Mehidi)

Taches Couleurs sous UV | Rapports Types des flavonoides possibles
observées | (365 nm) frontaux

Bng Jaune 0.129 Flavones

Bn, Jaune brun 0.29 Flavones, flavonols

Bns Rouge 0.483 Anthocyanidine-3 glycosides
Bny Violet 0.645 Flavones

Bns Violet 0.693 Flavones

Bns Violet 0.822 Flavones

Bn, Violet 0.935 Flavones
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Tableau 22 : Fractions des extraits flavonoiques isolés par CCM (Station d’ Aéroport)

Taches Couleurs sous UV | Rapports | Types des flavonoides possibles

observées | (365 nm) frontaux

A Orange 0.112 Anthocyanidine-3 glycosides

A, Vert 0.225 Flavones -Flavonones

Az Pourpre 0.338 Flavonols - Flavones-Isoflavones-
Chalcones -Flavonones

Ay Jaune 0.596 Flavones

As orange 0.693 Anthocyanes

As Jaune verdatre 0.838 Flavones-Flavonones

A7 Violet 0.951 Flavones

Tableau 23 : Fractions des extraits flavonoiques isolés par CCM (Station de Besbes)

Taches Couleurs sous UV | Rapports | Types des flavonoides possibles
observées | (365 nm) frontaux

Bs; Orange 0.104 Anhocyanes

Bs; Rouge 0.477 Anthocyanes

Bs; Violet 0.567 Flavones

Bss Violet 0.641 Flavones

Bss Orange 0.731 Anthocyanes

Bsg Jaune verdatre 0.791 Flavones-Flavonones

Bsy Violet 0.895 Flavones
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Tableau 24 : Fractions des extraits flavonoiques isolés par CCM (Station d’El Hadjar)

Taches Couleurs sous UV | Rapports Types des flavonoides possibles
observées (365 nm) frontaux

H1 Jaune 0.104 Flavones

H, Bleu 0.194 Acides phénols

Hs Violet 0.402 Flavones

Ha Jaune 0.701 Flavones

Hs Vert 0.746 Flavones-Flavonones

Hs Bleu 0.88 Acide phénol

H; Violet 0.955 Flavones

La révélation de ces taches (tableaux 21, 22, 23,24) nous a permis d’aprés les recherches
bibliographiques, d’identifier des flavones, des flavonones, des flavonols, des chalcones, des
isoflavones, des anthocyanes et des acides phénols. La composition des extraits en ces
composeés varie selon la nature du sol. On peut noter également que dans le méme extrait un

méme composant peut se presenter avec des Rf différents.

Pour les quatre stations, les flavones sont représentés par la plus forte proportion par rapport a

la composition chimique totale.

Les flavonoides extraits des feuilles récoltées sur des stations de Ben Mehidi, Besbes, El
Hadjar, représentent seulement trois composés chimiques de qualités et de proportions

différentes selon la nature de sol.

L’extrait flavonoique isolé des feuilles récoltées de la station de 1I’Aéroport (figure 25) est
gualitativement le plus riche. Du point de vue quantitatif les différents composés représentent

des proportions plus ou moins faibles par rapport aux autres stations.
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La figure (24) signale, les anthocyanes et les flavonols comme deuxiéme et troisiéme

composeés important du point de vue qualitatif apres les flavones.

La figure (26) signale, les anthocyanes et les flavonones comme deuxiéme et troisieme

composés. Ce dernier est absent sur la station de Ben Mehidi.

Les flavonoides représentés par la figure (27) renferment en plus des flavones présents dans
tous les échantillons, des acides phénols et des flavonones. L’acide phénol comme deuxi¢me
constituant chimique de cette station est absent dans la composition chimique des extraits des
stations de Ben Mehidi, I’ Aéroport et Besbes (figure 24, 25, 26).

80% -
70% A
60% A
50% -
40%
30%
20% -

10% A

0% -
Flavones Anthocyanes Flavonols

Figure 24 : Proportions en différentes fractions par rapport a la composition chimique totale

de de I'extrait flavonoique (station de Ben Mehidi)
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Figure 25 : Proportions en différents fractions par rapport a la composition chimique totale de

I’extrait flavonoique (station d’Aéroport)

50% 1
45% 1
40% 1
35% 1
30% 1
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Figure 26 : Teneur en différents fractions par rapport a la composition chimique totale

de I'extrait flavonoique (station de Besbes)
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Figure 27 : Teneur en différents fractions par rapport a la composition chimigue totale
de I'extrait flavonoique (station d’El Hadjar)

les flavones sont les constituants majeurs des extraits flavonoiques pour toutes les stations,
suivi par les anthocyanes qui sont présents dans tous les extraits a I’exception de I'extrait d’El

Hadjar.
Les composés flavonoiques de la station d’El Hadjar sont les plus diversifiés qualitativement.
Conclusion

Selon ces résultats on peut dire que I’extrait foliaire de la luzerne cultivée « Medicago
sativa » contient principalement des flavones, des flavonols, des flavonones et des
anthocyanes.

les flavones sont les constituants majeurs des extraits flavonoiques pour toutes les stations,

suivis par les anthocyanes qui sont présents dans tous les extraits a 1’exception de I’extrait
d’El Hadjar.

Les composés flavonoiques de la station d’El Hadjar sont les plus diversifiés qualitativement.

Ceci montre que la nature du sol a également une influence sur la composition chimiques des

flavonoides.
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5. Etude de Pactivité antibactérienne

5-1 Spectre d’activité des flavonoides et de la décoction des feuilles « Medicago sativa »

sur les souches étudiées

Selon les photos (9) et le tableau de classement des bactéries de Puraffond les résultats de

notre activité antibactérienne sont représentés sur le tableau (25)

Acinetobacter

seudomonas ATCC

Photos 9: Test d’activité antibactérienne des flavonoides et de la décoction des feuilles

de Medicago sativa
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Tableau 25 : Spectre d’activité des flavonoides et de la décoction des feuilles « Medicago

sativa » sur les souches étudiées

Souches bactériennes

Diametres des

zones d’inhibitions

Sensibilité du germe

Degré d’activité

(mm)
Déco Flavo Déco Flavo Déco Flavo

Escherichia coli 11.8 10.6 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

E. coli BLSE 9.5 8.1 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

E.coli ATCC 134 9.3 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

Klebsiella oxytoca <8 18.7 Sensibilité _ ++
Résistante | moyenne

K. pneumoniae <8 <8 _ _
Résistante | Résistante

Serratia 10.2 9.1 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

Pseudomonas ATCC 12.1 10.5 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

Pseudomonas sp. 1.1 8.1 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

Acinetobacter 11.1 9.7 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

Staphylococcus aureus 10.5 9.9 Sensibilité | Sensibilité + +
limitée limitée

S.aureus ATCC <8 115 Sensibilité _ +
Résistante | limitée

S. epidermidis <8 9.8 Sensibilité _ +
Résistante | limitée
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De fagon générale, la plupart de nos extraits ont une activité antibactérienne qui varie d’une
souche a une autre.
5-2 Effets de la solution de décoction sur la croissance des souches bactériennes testées

La décoction présente une activité antibactérienne importante sur toutes les souches a
I’exception de : Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Staphylococcus aureus ATCC, S.

epidermidis, quisont résistantes a ce produit (figure 28).
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Figure 28 : Effets de la solution de décoction sur la croissance des souches bactériennes

testées
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5-3 Effets des extraits flavonoiques sur la croissance des souches bactériennes testées

En ce qui concerne I'extrait flavonoique son activité est importante sur Klebsiella oxytoca,
elle est moyennement importante sur les autres bactéries, a 'exception de K. pneumoniae

qui a été résistante a cet extrait, les restes présentent une activité importante (figure 29).

Zone d’inhibition (en mm)

20
18 1
16 1
14 1

12 1

Figure 29 : Effets des extraits flavonoiques sur la croissance des souches bactériennes

testées
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5-4 Etude comparative de P’activité antibactérienne de la décoction et de ’extrait
flavonoiques des feuilles la luze rne sur les bactéries Gram’

L’¢tude comparative de I’effet de la décoction et de I’extrait (figure 30) nous a permis de
constater que la décoction présente des zones d’inhibition sur les bactéries Gram™ étudiées,
supérieures a celles de Iextrait flavonoique, a I’exception de Klebsiella oxytoca qui est
résistante pour la décoction mais présente par contre une sensibilité moyenne pour I’extrait

flavonoique avec le diametre de zone d’inhibition le plus important (18,7 mm).

Zone d’inhibition (en mm)
20 -
18 o
16 A
14 A
12 A

10 A

W Décoctions

co
1

® Flavonoides

S
L

Figure 30 : Etude comparative de I’activité antibactérienne de la décoction et de I’extrait

flavonoiques des feuilles la luzerne sur les bactéries Gram’

103



5-5 Etude comparative de P’activité antibactérienne de la décoction et de ’extrait
flavonoiques des feuilles de luzerne sur les bactéries Gram*

Sur les trois bactéries Gram * étudiés, deux (S. aureus ATCC et S. epidermidis) sont
résistantes a la décoction. Une zone d’inhibition de la croissance de Staphylococus aureus est
apparue autour du disque imprégné par cette solution (figure 31).Les trois souches sont par

contre sensibles a I’extrait.

Zone d’inhibition{enmm)

12 A

W Décoctions

B Flavonoides

Staphylococus aureus S,aureus ATCC S, epidermidis

Figure 31 : Etude comparative de I’activité antibactérienne de la décoction et de ’extrait

flavonoiques des feuilles la luzerne sur les bactéries Gram®

104



Conclusion

On peut dire qu’il est évident d’utiliser la décoction des feuilles de la luzerne cultivée
« Medicago sativa » pour traiter les maladies provoquées par les Bactéries de Groupe des Non
Entérobactérie (BGNNE) (Gram-) comme les infections nosocomiales, les infections des
voies respiratoires, infections urinaires et I’infection des parties molles, par contre on peut
utiliser I'extrait des flavonoides de la luzerne cultivée particuliecrement aux infections
nosocomiales, mais aussi pour les infections urinaires, les infections des voies respiratoires et

I’ infection des parties molles.
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Conclusion et perspectives

Au terme de notre travail expérimental, nous pouvons dire que la luzerne cultivée ou
Medicago sativa est une plante médicinale par excellence. L’étude phytochimique de ses
extraits foliaires a mis en évidence la présence de métabolites secondaires tels que les

anthocyanes, les leuco-anthocyanes et les flavonoides connus pour leurs effets thérapeutiques.

L’étude des caractéres physico-chimiques des sols et des extraits foliaires, prouvent que la
nature du sol joue un réle important sur le rendement en flavonoides ainsi que sur la qualité et

la quantité de leurs composants chimiques.

Les tests d'activité antibactérienne de ’extrait et de la décoction des feuilles de Medicago
sativa, realisés sur douze germes bactériens pathogenes : des bacilles Gram™ et des coccis
Gram,"montrent que cette espéce a une activité antibactérienne importante, la majorité des
souches est sensible aussibien a I’extrait des flavonoides qu’au décocté des feuilles. Quelques
souches se sont montrées résistantes, il s’agit de K. pneumoniae pour I'extrait et de Klebsiella
oxytoca, K.pneumoniae, S. aureus ATCC et S epidermidi pour le décocté. Ces résultats sont
trés prometteurs surtout dans le cas des infections nosocomiales pour 1’extrait flavonoique et
des infections urinaires et des parties molles pour la décoction. Ce qui apporte une validation

scientifique de 1’usage traditionnel de cette espeéce.

Pour le futur nous envisageons de mieux identifier quantitativement et qualitativement les
composés flavonoiques de la luzerne cultivée par plusieurs techniques (CPG, RMN, HPLC) et
de poursuivre cette étude sur un grand nombre d’échantillons au niveau de plusieurs zones
pour déterminer précisément 1’influence de I’environnement sur le rendement et la qualité des
flavonoides. L’étude d’autres principes actifs de cette plante tels que les vitamines, les
saponines, les anthocyanes ainsi que l’activité microbienne sur d’autres souches sont

également a envisager.
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Résumé

L’objectif de cette étude est de comparer les rendements et la composition chimique des
flavonoides isolés des feuilles de « Medicago sativa » prélevées sur quatre stations différentes

dans les régions d’Annaba et d’El Tarf.

L’effet antibactérien de I'extrait flavonoique ainsi que celui de la décoction des feuilles de
« Medicago stiva » ont été également analysés sur plusieurs souches bactériennes du groupe

Gram" et Gram' .

Les résultats des analyses effectuées montrent que les caracteristiques physico-chimiques des

sols influencent les rendements et I’aspect chimique des flavonoides.

La chromatographie sur couche mince (CCM) a permis d’identifier dans les extraits, des
composés tels que les flavones, les flavonols et les anthocyanes qui varient avec les types du

sol.

L’activité antibactérienne étudiée sur douze souches bactériennes montre qu’il existe une

sensibilité importante de la majorité des souches a nos produits.

Mots clés : Medicago sativa L ; luzerne ; flavonoides ; sol ; CCM ; effet antibactérien ;

décoction.
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Abstract

The objective of this study is to compare the yield and chemical composition of
flavonoids isolated from leaves "Medicago sativa" taken from four stations in different
regions of Annaba and El Tarf.

The antibacterial effect of the flavonoid extract and decoction of the leaves "Medicago
sativa 'were also analyzed on several bacterial strains of group Gram + and Gram-.

The results of analysis show that the physico-chemical properties of soil influence the
yields and the chemistry of flavonoids.

The thin layer chromatography (CCM) has been identified in extracts, compounds such as
flavones, flavonols and anthocyanins, which vary with soil types.

The antibacterial activity studied twelve bacterial strains shows that there is a significant

sensitivity of most strains in our products.

Key words: Medicago sativa L; alfalfa flavonoids; soil; CCM; antibacterial effect;

concoction.
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