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Résume

Notre travail a pour objectif d’évaluer les grains de millet « Pennisetum glaucum L.» en
analysant 1’extrait obtenu par macération dans un systéme ternaire de solvants, par des tests
qualitatifs et quantitatifs de métabolites secondaires ainsi que ’estimation de son potentiel
antioxydant par plusieurs méthodes colorimétriques. Les résultats enregistrés apres le criblage
phytochimique, ont montré que I’extrait renferme des polyphénols, flavonoides, tanins,
alcaloides, saponosides, terpénoides, coumarines et des composés réducteurs et selon les dosages
quantitatifs des polyphénols, flavonoides et tanins condensés, des teneurs moyennes de2,27 +
0,142 mg EAG/g MS; 0,50 + 0,013mg EC/ g MS ; 1,70+0,468 mg EC/g MS ont été notées
respectivement. En outre, I’extrait des grains de P.glaucum L. de la région d’Adrar, a présenté
une capacité anti radicalaire considérable par le test de piégeage de radical DPPH, avec une
concentration inhibitrice (ECso) de 0,04mg/ml. Il est de méme pour le test de réduction de fer

(FRAP) et le test a ’ABTS qui ont été importante.

Mots clés: Pennisetum glaucum L. ,métabolites secondaires, potentiel antioxydant, criblage

phytochimique, DPPH,FRAP,ABTS



Abstract

The objective of our work is to evaluate the millet cereal "Pennisetumglaucum L." by analyzing
the extract obtained by maceration in a ternary system of solvents, by qualitative and quantitative
tests of secondary metabolites as well as the estimation of its antioxidant potential by several
colorimetric methods. The results recorded after phytochemical screening, showed that the
extract contains polyphenols, flavonoids, tannins, alkaloids, saponosides, terpenoids, coumarins
and reducing compounds and according to the quantitative assays of polyphenols, flavonoids and
condensed tannins, average contents of 2.27 + 0.142 mg EAG/g MS ; 0.50 = 0.013mg EC/ g MS;
1.70+0.468 mg EC/g MS were noted respectively. In addition, the extract of P.glaucum L. grains
from Adrar region, presented a considerable antiradical capacity by the DPPH radical scavenging
test, with an inhibitory concentration (ECso) of 0.04mg/ml. The same is true for the iron
reduction test (FRAP) and the ABTS test which were significant.

Keywords: Pennisetum glaucum L. ,secondary metabolites, antioxidant potential, phytochemical

screening, DPPH,FRAP,ABTS.
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Introduction

Introduction

Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base comme la nourriture, I’abris et les vétements et également pour ses besoins

médicaux. (Eddoukser al.,2007).

L'utilisation des plantes dans les systémes de médecine traditionnelle de nombreuses cultures a été
largement documentée. Ces systemes a base de plantes continuent de jouer un role essentiel dans les
soins de santé et 1'Organisation Mondiale de la Santé estime que 80 % des habitants de la plancte

continuent de s'appuyer principalement sur 1’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques.

De ce fait, la recherche de substances naturelles est un théme porteur depuis quelques années et
I’industrie pharmaceutique moderne qui est toujours a la recherche de nouveaux composés actifs en
vue de les exploiter et les utiliser a des fins utiles, s’inspire encore largement de métabolites

secondaires végétaux tels que les polyphénols, les alcaloides et les huiles essentielles(Gurib, 2006).

Les plantes de la famille des poacées sont des sources d’antioxydants naturels et elles restent
encore sous exploitées dans le domaine médical. Elles sont utilisées comme
antihypertenseur, antidiabétique, anti-inflammatoire, vermifuge, antiulcéreux, diurétique et
antioxydant (Fatima ez a/., 2018).

Dans notre pays et dans bien d’autres, le millet perlé(Pennisetumglaucum L.)est utilisé de
génération en génération pour traiter et prévenir la fragilité osseuse et les fractures. Un large champ
d’investigations est a entreprendre pour découvrir et exploiter les vertus de cette graine (Kaddafier al.,
2015).

L'objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de millet perlé (Pennisetum glaucum L.)
en principes actifs ainsi qu’a ’évaluation du potentiel antioxydant par différents tests colorimétriques
et ce dans le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance de cette plante médicinale de la

région d’Adrar.
De ce fait, la partie expérimentale de notre étude porte sur :

v" Des analyses phytochimiques préliminaires qui ciblent différentes familles de métabolites
secondaires.
v’ La quantification de polyphénols, flavonoides et tanins condensés.

v' L’évaluation du pouvoir antiradicalaire par différents tests : DPPH, FRAP et ABTS.
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La plante médicinale
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I.1. Historique

Depuis trés longtemps, les plantes médicinales jouent un rdéle déterminant dans la
conservation de la santé des hommes et survie de ’humanité. Elle sont un patrimoine sacré et
précieux et constituent une réponse de choix pour fournir a I’organisme, de fagon naturelle, les

substances nécessaires pour maintenir son équilibre vital (Adouane,2016).
L.2.Définition des plantes médicinale

Les plantes médicinales (PM) sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au

moins un partie possede des propriétés médicamenteuses (Sanago, 2006).

Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (feuille, écorce) possede des
vertus curative et parfois toxique selon son dosage. Les plantes médicinales sont les plantes
utilisées en phytothérapie pour leurs principes actifs, elles peuvent étre vendues en herboristerie,

en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du pays (Ramli,2013).

Les plantes médicinales sont utilisées par I’homme depuis prés de 7000 ans et que certains
animaux les consomment aussi dans un but thérapeutique. Environ 35000 especes de la plantes
sont employées a 1’échelle mondiale a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large éventail
de biodiversité utilisé par les étres humains. Malgré I’influence croissante du systéme sanitaire
moderne, les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important, Les especes
végétales d’intérét médicinales sont impliquées dans différents secteurs a I’état brut ou sous

formes d’huiles, extraits, solutions aqueuses ou organiques (Adouane,2016).
I.3. L’origine des plantes médicinale

Elle porte sur deux origine a la fois. En premier lieu les plantes spontanées dites (sauvage)

ou (de cueillette), puis en second les plantes cultivées.
1.3.1. Plantes spontanées

Elle furent les seules utilisées autre fois et représentent encore aujourd’hui un pourcentage
notable du marché. Leur répartition dépend du sol et surtout du climat. On peut répertorier les

principaux facteurs influencant leur développement ci-apres :

e Le sol : son influence sur la pousse des plantes est définie par ce que 1’on nomme les
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conditions édaphiques. Les plantules se développent efficacement et naturellement dans le sol

qui leur est le plus favorable.

e Le climat: Les conditions climatiques exercent une part importante sur la répartition des plantes
médicinales. C’est en fait un ensemble de plusieurs facteurs qui constitue le climat et ceux-ci
vont donc permettre un développement plus ou moins poussé de la plante jeune.

e La température moyenne,mais aussi les écarts de températures: sont trés importante pour la
répartition des plantes médicinales(Chabrier,2010).

1.3.2 Les Plantes cultivées
Les plantes médicinales sont cultivées pour plusieurs avantages en effet évidents :

¢ Disponibilité des plantes sans besoin d’aller dans la foret pour détruire les espéces.

e Apports substantiels de revenus pour les paysans qui les cultivent.

¢ Disponibilité prévisible des plantes médicinales au moment voulu et en quantité voulue.

¢ Disponibilité et protection des plantes actuellement rares ou en voie de disparition dans la
nature.

¢ Controle plus facile de la qualité, de la sécurité et la propreté des plantes.

e La teneur en principes actifs d’une plante médicinale varie avec 1’organe considéré, mais aussi
avec 1’age de plante, I’époque de I’année et I’heure de la journée.

Il y a donc une grande variabilité dont il faut tenir compte pour récolter au moment le plus
opportun (Sadallah & Laidi,2018).
I.4. Les modes de préparation des plantes médicinales
Les différents modes de préparations sont :

a.Infusion

Une infusion est préparée en versant de l'eau bouillante sur une quantité spécifique de

maticre végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010).

b. Décoction

On fabrique les décoctions en mélangeant le macérat et le solvant a température ambiante.
On chauffe ensuite lentement le mélange ou on le fait bouillir pendant un laps de temps variable.
D’une part, on ne peut préparer de décoction lorsque la chaleur détruit les ingrédients actifs.
D’autre part, la chaleur peut accentuer les effets de certains ingrédients actifs. (Lori & Devan,

2005).
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¢. Macération

La macération est préparée en placant la maticre végétale avec la totalité du liquide
d'extraction dans un récipient fermé, et en le laissant reposer pendant 7 jours, en le secouant de
temps a autre. Le contenu est alors filtré avant de presser le marc. Les extraits liquides ainsi
obtenus sont mélangés. La préparation est clarifiée par précipitation ou filtration

(Sofowora,2010).
d. Cataplasme

Le cataplasme s'obtient en broyant la plante fraiche et en I'appliquant ensuite la zone a traiter.
Afin d'éviter que le cataplasme n'adhére (entre autres sur une plaie), il vaut mieux appliquer lui-
ci a travers un morceau de gaze. Les plantes doivent étre parfaitement propres avant d'étre
broyées, et doivent méme étre trempées dans une solution antiseptique neutre si elles doivent étre
appliquées sur une plaie et qu'elles ne sont pas elles-mémes antiseptiques. On peut aussi faire des

cataplasmes chauds, en utilisant des plantes cuites (Morigane, 2007).
e.Poudre

La poudre s'obtient en pulvérisant une plante, soit au moulin a café, soit au mortier et au
pilon, avec du gros sucre en guise de meule (attention de retirer la masse de sucre pour le calcul
des doses). Vous pouvez faciliter la pulvérisation en passant la plante au four a feu trés doux

pendant Quelques instants (Morigane, 2007).
e .Huile

On obtient I'huile en laissant macérer a température douce (voire tiede) pendant 3 semaines, la
moitié¢ d'un bocal rempli de plantes fraiches ou séches ou de racines broyées, dans de l'huile
remplissant le reste du bocal. Remuez de temps en temps le mélange, puis décantez le tout, et
mettez I'huile dans un flacon. L'huile rancit vite, il faut donc en faire peu a la fois, et en refaire
souvent (Morigane,2007).

L.5 Généralités sur Pennisetum glaucum L.

Les céréales sont consommeées par 'homme depuis des milliers d'années et elles jouent un
role important dans notre alimentation en tant que principale source d'énergie (Dias-Martins ef
al., 2018).L utilisation des céréales dans la préparation des aliments est en augmentation en
raison du fait qu’elles contiennent des composés phytochimiques dotés de bienfaits nutritionnels
(Owheruo et al., 2019).
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Le mil est une céréale cultivée depuis plus de 3500 ans dans tout le Sahel et les pays

tropicaux d’Afrique de 1’Ouest. Originaire du Niger et du Mali, sa culture s’est diffusée en

Afrique équatoriale puis vers I’Inde, notamment grace a une adaptation génétique a différents
climats, un des facteurs clés de la domestication et de la diffusion des plantes
cultivées(Vigouroux, 2009).En Algérie sa culture est surtout répandue au Sud-ouest du pays.
Dans la région d’Adrar, il est anciennement cultivé partout dans les oasis de différentes régions
(Touat, Gourara et Tidikelt) (Rahal-Bouzianeer al., 2006).
I.1.5.Nomenclature de Pennisetum glaucum L.

Le mil est connu sous différents noms vernaculaires dans le monde.
En arabe : (033) 4l ls
En francais : mil a chandlle.
En anglais : pearl millet.

1.2.5. Taxonomie

Le terme « mil » regroupe un ensemble de graminées alimentaires qui ont pour
caractéristique commune la petitesse de leurs grains.
Le mil appartient au genre Pennisetum, famille des Poaceae (Gramineae), sous famille
Panicoideae et tribu des Paniceae. Le genre Pennisetum est constitué par 140 espéces et sous-
especes qui sont reparties dans les régions tropicale et subtropicale. Il est divisé en cinq sections
(Brunken, 1977 ; Pern¢s, 1984; Tostain & Marchais, 1994; Do, 1993; Hacker, 1995; Bezangon et
al., 1997; Rai et al., 1997).
Selon (Dabre, 2008), I’espéce Pennisetum glaucum L. appartient a la classification illustrée dans
(Tableau 1) ci-dessous :

Tableau 1 : Taxonomie de Pennisetum glaucum L.

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Liliopsida

Ordre Cyperales

Famille Poaceae

Sous famille Panicoidae

Section Pennicillariae

Genre Pennisetum

Espéce Pennisetum glaucum L.
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1.6 Description botanique

Le millet est une graminée annuelle. C'est I'unique espéce diploide avec x =7 (2n = 14
chromosomes)(Tostain & Marchais, 1993).C’est une plante bisexuée, hermaphrodite, allogame
préférentielle grace a une protogynie prononcée (Andrews ef al., 1993 ; Do, 1994). Le millet a
un port érigé et possede des tiges épaisses.Des racines adventices partent des nceuds de la base de
chaque tige. Le tallage est important et peut aller jusqu'a 40 tiges par plante (Vietmeyer, 1996).
Habituellement, il a une croissance rapide et atteint une hauteur moyenne de 1,5 a 3 m (Figure
1). La plante développe des panicules cylindriques compactes de 2 a 3 cm de large et 15 a 60 cm
de long capable de produire entre 500 et 2000 graines par panicule. Ses graines sont de forme
ovale, semblable a une perle, d'ou il tire son nom. Les grains mesurent de 3 a 4 mm de long et
sont nettement plus gros que les autres especes de millet. En général, 1 000 graines de millet
perlé ont un poids moyen de 8 g, soit preés de trois fois le poids du millet commun (FAO, 1995 ;

Dias-Martins et al., 2018).

Figure 1 : Pennisetum glaucum L.

(Photo prise dans une exploitation a Tsabit Wilaya d’Adrar)
1.7 Répartition géographique

L’Organisation des nations unies pour 1’alimentation et I’agriculture (FAO) estime que les
pays en développement surtout en Afrique et en Asie produisent 94% de la production mondiale
du millet, estimée a 28 millions de tonnes. A 1’échelle du continent Africain, la production de
millet est estimée a 70% et elle provient de 1’Ouest dont les principaux pays sont, par ordre
d’importance décroissante : le Nigeria, le Niger, le Burkina, le Tchad et le Mali, la Mauritanie et
Sénégal. L’Est assure également une grande partie de la production notamment le Soudan et
I’Ouganda. Le mil est cultivé pour la production de grains, essentiellement en Inde et en Afrique

de I'Ouest, ce qui constitue de loin son utilisation la plus importante. I est cultivé pour la
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production de fourrage, aux Etats-Unis s, en Australie et en Afrique du Sud, et des hybrides
fourragers (Charrier ef al., 1997).
1.8. Composition chimique

Les grains de millet perlé peuvent étre transformeés et consommés comme ingrédients dans
des aliments diversifiés. On les appelle « nutri-céréales » en raison de leur teneur élevée en
protéines, fibres, minéraux et acides gras, ainsi que de leurs propriétés antioxydants (Dias-
Martins et al., 2018).
La composition chimique est présentée dans le (Tableau 2) (Adeola & Orban, 1995).

Tableau 2 : Composition chimique des grains du mil a chandelle (Adeola &0rban, 1995).

Grains du millet

Nutriment
Mil variété A Millet variété B Millet C

Matiere seéche % 89,08 90,12

Protéine brute % 10,03 12,06 11,8
Energie brute % 4132,00 4307,00 353,0
Fibre % 3,84 3,62 1,9
Phosphore 3148,00 3343,00 0,00 339,0
Fer 40,00 51,00 0,003 9,80
Magnésium 1239,00 1351,00 114,0
Calcium 153,00 208,00 0,211 37,0
Acide aspartique 0,83 0,91

Acide glutamique 1,90 2,16

Tyrosine 0,38 0,41 3,0
Valine 0,58 0,65 4,9
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L’analyse comparative du mil a chandelle commercialisé¢ au marché marocain et celui de la

Tunisie (Tableau 3).

Tableau 3 : Composition en acides gras (%) de I’huile du Millet Marocain
(Ben Mustapha et al, 2014).

Acide gras du mil Acide gras du mil Marocain (%)  Acide gras du Tunisien(%)
(Ben Mustapha , 2014)

Acide Palmitique 0,63 17,64

Acide Stéaritique 4,66 3,89

Acide Oléique 38,39 30,82

Acide Linoléique 36,61 45,78

Acide Linolénique 2,06 1,84

1.9 Utilisations de Pennisetum glaucum L.

La consommation de mil varie d'un pays a l'autre. Elle est plus élevée en Afrique, ou le mil
est une denrée de base essentielle. En Asie, l'utilisation du mil en alimentation humaine est
importante dans certaines régions de I'Inde et de la Chine. Il est considéré comme un aliment tres
¢énergétique, nutritif, recommandé¢ pour les enfants et les personnes dgées ou en convalescence et
¢galement les animaux (Claire, 2012).

Cette céréale est utilisée dans I’alimentation humaine et a I’alimentation animale pour la qualité
de son fourrage(Govindaraj ef al., 2010 ; Upadhyaya ef al., 2007 ;Haussmann ef al., 2006). Dans
I’alimentation humaine en Afrique et en Inde (Smith, 1996), les grains de mil permettent de
préparer de nombreux plats traditionnels. Cultivé en Cote d’Ivoire sur une superficie de 95000 ha
pour une production annuelle de 66000 t, le mil est transformé en couscous, beignets, toh,
bouillie, biére et autres préparations (Béninga, 2007).

Ils sont également un aliment alternatif pour les cceliaques et les personnes sensibles au gluten

(Dias-Martins et al., 2018).

Il y a peu d'autres formes d'utilisation du mil. De petites quantités d'éleusine sont utilisées par

des brasseries commerciales (Claire, 2012).
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Figure 2 : Aliments locaux traditionnelles a base de millet perlé. a) Fura, Nigeria ; b) Porridge,
Nigeria. c) Ladoo, Inde. (Adebiyi et al., 2016), (Filli et al., 2013).
1.10 Propriétés biologiques de Pennisetum glaucum L.

De nombreuses études ont montré que les graines de céréales contiennent des composés
variés tels que les B-glucanes, les lignanes et les phytostéroles qui jouent un role important dans
la prévention des cancers du sein, de la prostate, du cancer colorectal et d’autres cancers (Kaur ef
al, 2012).

Les grains du mil grace a leur richesse en phénols et en flavonoides sont dotés d’effets
antioxydant et anti-inflammatoire manifestes (Kaddafi er a/, 2015).Les activités anti-oxydantes
et anti-inflammatoires sont essentielles dans le traitement et la prévention de la sénescence, des
cancers... Il a été démontré que 1’activité antioxydante des composés phénoliques du millet joue
un rdle important contre la peroxydation des liposomes induite par la lumi¢re UVA
(Chandrasekara & Shahidi, 2011). Les bioactivités de ces plantes peuvent étre attribuées aux
différents composants phénoliques et des ions ferreux trouvés dans les extraits des grains du mil
a chandelle (Chandrasekara & Shahidi, 2011).

Ont rapporté que la consommation des grains entiers des millets montrent un intérét
thérapeutique contre I’athérosclérose, le choc ischémique, le diabéte et I’insulinorésistance (Nani

et al., 2011),avec un effet hypothyroidien (Nagarathna & J, 2013).

De plus, I’apport élevé en fibres céréalieres est constamment associé a une diminution du risque

de développer le diabéte (Willet er a/., 2002).



Chapitre II

Les metabolites secondaires
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11.1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
par les plantes autotrophies ( Boudjouref, 2011). Ce sont caractérisés généralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux (Newman & Cragg, 2012).
Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois grande classe : Les composés

phénolique, trepénoides , stéroides et alcaloides (Hennebelle et a/ .,2004).

I1.1.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le

regne végétal.(Yusuf,20006).

Caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,
hétéroside.etc (Bruneton,1999). La grande majorit¢é de composés phénoliques dérivent de

’acide cinnamique formé par la voie du shikimate (Gorham,1977).

Les composés phénoliques
|

Acides phénoliques || Flavonoides Stilbénes Coumarines Lignans || Tanmins

* # L 4 * *
Arides Acides = Tannins Tannins

hydroxy- hydroxy- Resvératrol Hydrolysables Condenses
benzoigues CLINAMIUES
Flavonols Flavones Flavanols Flavanones || Anthocyanidines Isoflavones

Différentes classes de polyphénols.

II.1.1.1.Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs

fonctions phénols, Ils sont incolores et plutét rares dans la nature (Haslam,1994).Ces
composés sont dérivés de deux sous groupes distingués les acides hydroxycinnamiques et les

acides hydroxybenzoiques (Yezza& Bouchama,2014).

10
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11.1.1.2.Flavonoides

Le terme flavonoide (de flavus, <Gaune»» en latin) désigne une trés large gamme
decomposés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Bouakaz ,2006).1ls
constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment universels chez
les plantes vasculaires.(Havsteen,2002). La nature chimique des flavonoides dépend de leur
classe structurale, de dégrée d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de
polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence :

de double liaison C2-C3, du groupe 3-O et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004).

Structure de base des flavonoides (Ghedira,2005).

11.1.1.3. Tanins

Ce sont des composés phénoliques capables de se lier aux protéines en solution et de
précipiter (Silanikove et a/., 2001). Grace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles
phénoliques (Khenaka,2011)et d’autres polymeéres organiques tels que des glucides, des acides
nucléiques, des stéroides et des alcaloides, pour former avec eux des complexes stables

(Haslam,1998).

I1 est classique de distinguer deux grands groupes de tanins : Tanins hydrolysables ce sont des
esters de I’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier ’acide ellagique, associés a un polyol
(habituellement le glycose) (Clifford,2000).Les tanins condensées Résultent de la
polymérisation de molécules élémentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavane ol-4, flavane diol
—-3,4) Ils sont désignés aussi sous le nom de tanins « catéchiques ». Les proanthocyanidols ont
¢été isolés ou identifiés dans tous les groupes de végétaux, Gymnospermes et fougeres compris

(Sereme et al., 2010).

11
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COOH

HO OH
H

Structure chimiques de I'acide gallique (Bruneton, 2009).

Structure générale des tanins condensés
(Gilbert & Norris, 1968).

11.1.1.4. Coumarines

Ce sont des substances naturelles, organiques et aromatiques constituées de neuf
atomes de carbone caractérisées par le noyau 2H-1- benzopyrane-2-one(Mpondo et al., 2015).
Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou les

solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides) sont plus ou moins solubles dans

I’eau (Bruneton,1999). |

AN
O "0 ‘

Structure des coumarines (Richter,1993)

12
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I1.1.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogene, d’oxygene et d’azote (Schauenberg&paris ,2005).de propriétés pharmacologiques
marquées. A 1’état naturel, ils sont généralement salifiés par les acides organiques ou combinés a
des tanins (Bruneton ,2009).les alcaloides présentent diverses activités a faible dose,

analgésiques , anesthésiques locaux, antibactérienne, anticancéreuse (Hocquemiller et al.,

1982).
JO /CI-I; 2 /CH3 o H
CHa N H ) N s, ) N
N 5 N \ N '
J Ly A1y - 1 Ly
0 l\|1 N 0 Iil N 0 rlJ’ N
CH, CHs CHs

Cafieine Theobromime Theophylline

Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton,2009).
I1.1.3. Les Terpeénes

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de I’arbre de
térébinthe (Ayad,2008). Le terme de terpénoide est attribu¢ a tous les composés possédant une
structure moléculaire construite d’un monomére a 5 carbones, ces composés sont d’origine
végétale (Malecky,2005). L’unité de base des terpenes concerne les monoterpénes C; o (2
unités), les sesquiterpenes C; 5 (3unités), les diterpénes C, o (4 unités), les sesterpénes C; s
(5 unités), les triterpénes et stéroides Cz ¢ (6 unités), les tetraterpénes C4 o (8unités) et les

polyterpénes (C; o )n avec n>8(Richter,1993).

13
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II1.1. Stress oxydant
Le terme de stress oxydant peut se définir par la rupture de I’homéostasie redox.
C’est-a-dire qu’une surproduction d’espéces radicalaires, ROS, NOS etc., ou alors un déficit
des mécanismes de défense antioxydantes (enzymatiques ou non), ou enfin la combinaison de
ces deux phénomenes aboutit & une surexposition des molécules biologiques cibles vis-a-vis

des réactions oxydatives dommageables (Scandalios, 2002).

Systéme de défense
par les antioxydants

e ——

Radicaux libres

ERC & ERM
e ——

Figure 9 : Le stress oxydant.

En effet, ’accumulation d’entités oxydatives hautement réactives est généralement
cytotoxique. Ainsi, une installation chronique d’un stress oxydant, comme c’est le cas dans de
nombreuses pathologies comme le cancer, le diabéte, les maladies neuro-dégénératives etc., peut

a terme provoquer d’importantes altérations cellulaires et tissulaires.

Cancers
Maladies )
. . Maladies
inflammatoires O
\ neurodegeneratives
Stress
Maladies
: . dp— Oxydant = vieilli t
cardiovasculaires ieillisemen

I '~ '
1| Complications Complications :
: micro- = Diabéte —=> macro- "
1 Langiopathiques angiopathiques | |
L |

Figure 10 : Effet de stress oxydant au sein des pathologies.
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II1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont de type instable et/ou a forte force oxydante, de sorte qu'on peut les
distinguer par la présence d'un électron non apparié sur la couche électronique externe. Parmi tous les
types d'oxygeéne réactif (ROS), on peut distinguer: les radicaux primaires, qui ont un role
physiologique particulier, a savoir: l'anion superoxyde (0O27), le radical hydroxyle (OH), le
monoxyde d'azote (NO), et les radicaux peroxyle (ROO) et radical alcoxyle (RO);les radicaux
secondaires, résultant de l'interaction de radicaux primaires avec des entités biochimiques cellulaires
(lipides, protéines, glucides), tels que l'oxygéne singulet'O,, le peroxyde d'hydrogéne (H,0;) et le
nitroperoxyde(ONOOH) (Favier, 2003).

I11.2.1.Les espéces dérivées de I’oxygéne

Les especes dérivées de 1’oxygeéne comme le peroxyde d’hydrogene, ne sont pas desradicaux

libres mais elles sont aussi réactives et peuvent jouer le role des précurseursradicaux.

L’ensemble de ces radicaux libres et leurs précurseurs sont appelés des espéces réactives d’oxygene

(ERO).
I11.2.1.1 L'anion superoxyde (O;)

Il résulte de l'acceptation d'un électron par une molécule d'oxygene a I'état fondamental. Grace a
un catalyseur ou a un apport énergétique, il peut acquérir une charge négative et produire le super
anion lorsque l'oxygene est appari¢ a l'un de ses électrons libres. 02 la durée de vie du radical
superoxyde est de 10 a 2 secondes (Canoer «/.,2007). In vivo, le superoxyde dismutase (SOD) se

dégrade en oxygene et en peroxyde d’hydrogene.
I11.2.1.2.Le peroxyde d'hydrogéne (H,O,)

N'a pas un seul électron stable et le peroxyde d'hydrogéne ne peut donc pas étre considéré comme
un radical (Reillyet al., 1990). Cependant, sa toxicité provient de son pouvoir oxydant et de sa capacité

a produire des radicaux libres d'oxygene tels que les radicaux hydroxyles et l'anion superoxyde.
I11.2.1.3. Radicaux hydroxyles (OH")

Les radicaux hydroxyles sont des radicaux trés réactifs (durée de vie 10-6 secondes) et hautement
toxiques, ayant la capacité d'attaquer les structures organiques les plus stables a une vitesse constante
trés élevée (Reillyer al., 1990 ; Claveler al.,1985).Le radical hydroxyle se formelors de la réduction du

peroxyde d'hydrogéne a partir de la pointe des métaux de transition, des traces ferreuses Fe(Il), ou

15



Etude bibliographique Stress oxydant

Cu(Il), pouvant conduire a la formation du radical hydroxyle par réduction du peroxyde d'hydrogene.

"Réaction de Fenton" (Reillyer al., 1990 ; Clavel ef al.,1985).
II1.2.1.4.Les radicaux alkoxyle (RO) et peroxyle (ROO)

Sont produits par l'action des radicaux libres oxygénés sur les chaines d'acides gras
polyinsaturés. Leurs radicaux sont moins réactifs mais plus sélectifs que les radicaux hydroxyles car
ils permettent a la réaction en chaine de se diffuser lors de l'oxydation des lipides (Emerik eral.,

1986).
I11.2.1.5.0xygene singulet ('O,)

L'alimentation électrique (chaleur, rayonnement ultraviolet, gamma) peut faire passer l'oxygene
de son état fondamental (état triplet 30,) a un état excité (état singulet, '0,) distinct avec une durée de

vie trés courte (10-6 secondes) (Laguerre ef al., 2007).
111.3. Formation des radicaux libres
I11.3.1.Formation intracellulaire

La production des ERO découle de plusieurs sources possibles mais est essentiellement
d’origine enzymatique. Il s’agit principalement de la NAD(P)H oxydase membranaire et du

complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire (Mazat et Ransac, 2010).

Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

R.E. monoamine ogdase
mb nucléaire @
péroxysomes

xanthine oxydase

Phagocytose NO synthases
NCJ) synThases
@ (NO)

@
.0

lipoxygénases/
mb plasmique
phagosomes
lysosomes

cyclooxygénases

NAD(P)H oxydases

molécules exogénes
(médicaments, pesticides...)

Figure 11 : Sites de production intracellulaire des radicaux libres
(Serteyn et al., 2003).
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II1.3.2. Production extracellulaire

L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation des radicaux libres dans ’organisme. Les facteurs environnement auxincluant
des agents cancérogenes non-génotoxiques peuvent directement, ou indirectement, Eétre
impliqués dans la génération de radicaux libres (xénobiotiques, activation desleucocytes,etc).

Les rayonnements UV induisent la synthése de I’O,", OHe, 10, et d’H,O,(John, 2014).

L’oxyde d’azote et le dioxyde d’azote présents dans le mode de vie (tabagisme,radiations
ionisantes, champs ¢électriques, polluants industriels, etc), ainsi qu’une alimentation «chimique »
(raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation d’alcool, etc), sontautant d’éléments

favorisant la genése de radicaux libres (John., 2014).
I11.4. Cibles biologiques des especes réactives oxygénées

La surproduction des radicaux libres et des différentes espéces réactives produits a partir des
sources endogeénes et exogenespeut conduire au dommage des composants cellulaires et a
’altération des fonctions cellulaires, de plus les effets toxiques des radicaux libres peuvent conduire
a la mort cellulaire. Les cibles biologiques des radicaux libres sont en grande partie les protéines,

les lipides et les acides nucléiques (Carocho et al., 2018).
I11.4.1. Lipides

Les lipides membranaires sont les cibles les plus susceptibles a 1’action des ERO et des
radicaux libres a cause de la présence des lipides insaturés ; ’acide linoléique et 1’acide
arachidonique (Zielinski et Pratt, 2017). L’abstraction d’un atome d’hydrogene a partir d’une
molécule d’acide gras polyinsaturé initie le processus de la peroxydation lipidique. Un atome
d’hydrogene est pris d’une deuxiéme molécule d’acide gras polyinsaturé résultant en un nouveau
radical libre (Taso er al., 2019). Ces radicaux peuvent déclencher une chaine de réactions de
peroxydation au niveau des acides gras des phospholipides membranaires, conduisant a I’altération
de la membrane et la perte de 1’organisation de sa structure de bicouche lipidique qui est nécessaire

a la fonction des enzymes liées et des récepteurs (Gavric ef al., 2017).
I11.4.2. Protéines

Les radicaux libres sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines des
protéines. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulthydryle (SH), dont le site actif contient le groupement Fe-S

sontégalement trés sensibles a I’inactivation par 1’02", les modifications structurales des protéines
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et/ou l'altération de la fonction sont les conséquences majeures (Hematyar er al., 2019).Les
protéines oxydées deviennent aussi trés hydrophobes, elles vont alors former des amas anormaux
dans ou autour des cellules.Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques (enzymes, canaux et récepteurs), et deviennent beaucoup plus sensibles a ’action des

protéases (Rosenfeld e al., 2018).
I11. 4.3. Acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des molécules trés sensibles a I’attaque des ERO. L'attaque
radicalaire se manifeste soit directement en entrainant 1'oxydation des bases et engendrant un grand
nombre de bases modifiées, soit elle cible la liaison entre la base et le désoxyribose créant un site

abasique, soit cible le sucre lui-méme créant une coupure de simple brin (Van Houten ez al., 2019).

Les lésions non réparées vont perturber les mécanismes de réplication de 'ADN et entralner soit
des erreurs de lecture et de syntheése par des ADN polymérases aboutissant a une mutation
ponctuelle dans le génome, ou une impossibilité de copie de I'ADN qui aboutira a la mise en route

du suicide programmé des cellules par 1’apoptose.

Coupure de chaine
simple brin | TT——

Pontage
ADN-protéine

Modification de la
base

Adduit de dérivé
d’oxydation lipidique
.:::—-___“_‘

—

Formation de site
abasique

Coupure de chaine
double brin

Figurel2 : Iésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du composant
génétique des cellules

ITL.5. Les antioxydants

Les antioxydants sont 1'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la

production, de limiter la propagation ou de détruire les radicaux libres. Il comprend plusieurs
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lignes de défenses qui visent a prévenir la formation des radicaux libres, les neutraliser quand
ils sont déja formés, réparer leurs dégats et/ou prévenir les conditions favorables a leur
formation, comme par exemple, en bloquant/séquestrant les atomes de fer, qui agissent
comme des catalyseurs dans la formation de radicaux libres (réaction de Fenton). Ainsi, les
antioxydants servent a contrdler le niveau des especes réactives pour minimiser le dommage
oxydatif (Dias, 2019).

Les antioxydants agissent de plusieurs manieres. Leur mécanisme d’action peut étre direct ou
indirect, en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes
antioxydantes.

Ces défenses permettent de maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux basal
(homéostasie physiologique).

I11. 5.1. Antioxydants enzymatiques
a. Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premicres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent I’élimination de 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation, en le
transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygene. Chez I’homme, on décrit trois

isoenzymes:
La Cu/Zn-SOD;cytosolique
La Mn-SOD;mitochondriale

La Cu/Zn-SODj;, qui differe par la localisation chromosomique du geéne, leur contenu
métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La SOD3 est sécrétée par
les cellules musculaires lisses et constitue le systéme antioxydant majeur de la paroi artérielle
: son expression et sa sécrétion sont augmentées par les facteurs vasoactifs (histamine,
angiotensine II) et diminuées par I’homocystéine (Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001 ;

Sturtz et al., 2001).

a.Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en
oxygene moléculaire(Ighodaro et Akinloye, 2018).Présente dans de nombreux tissus et
particulierement abondante dans le foie et les globules rouges. Les catalases sont localisées
dans les peroxysomes, cette compartimentation I'empéche d'étre un accepteur pour 'H202

formé dans le cytosol et les mitochondries (Awad ef al., 2018).
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b. Glutathionperoxydase (GPx)

La (GPx) est une sélénoprotéine qui réduit respectivement le H;O; et le ROOH en H,O et
ROH, et oxyde le glutathion réduit (GSH) en disulfure de glutathion (GSSG) (Benhar, 2018).

;OH

NADP SO //Cm
| Oa ~o O HaO I Ha

GR

() (o )

Figure 13 :Antioxydants enzymatiques
(Ulrich et Jakob, 2019).

II1.5.2. Antioxydants non enzymatiques

a. Les polyphénols

Les polyphénols végétaux attirent I’attention depuis quelques années a cause de leurs
propriétésantioxydantes. En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydationlipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils sont
aussi capables depiéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices. Les
polyphénols ont une activitéantioxydant importante, plus élevée par exemple que celle de la

vitamine E (Delattre ez al., 2005).
b .La vitamine C

La vitamine C Appelée aussi 1’acide 1’ascorbique, c’est un antioxydant hydrosoluble, qui
se trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement I’anion
superoxyde O,", le radical hydroxyle HO", ’oxygéne singulet et réduit le peroxyde
d’hydrogéne en eau via [’ascorbate peroxydase (Evans, 2000). En plus, elle permet
régénération de la forme non radicalaire de la vitamine E. La vit C a notamment un role
antioxydant au niveau des tissus oculaires, en particulier la rétine, ou elle participe a la
dégradation du 1I’H,O, (Ohla efal., 2005). Elle peut recycler I’a-tocophérol pour aider a
prévenir I’oxydation des lipides (Chandan
et al., 1994). L’acide ascorbique peut agir en tant qu’un antioxydant seulement en absence de

métaux de transitions sous forme libre (Evans, 2000).
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c.Les caroténoides

Sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge, synthétisés par les plantes et les
microorganismes. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoides sont
généralement de bons capteurs des radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui les rend
susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Zuluaga et al., 2017). En outre,
les caroténoides ont un réle spécifique de capter l'oxygéne singulet ('O,) en neutralisant
I’¢lectron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables, ce qui leur permet
d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la

lumicére solaire (Eggersdorfer et Wyss, 2018).

d.La vitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols (a, B, v, d) et les tocotriénols (a,
B, v, 6) D’un point de vue biologique, I’isomére a-tocophérol est le plus active, son caractere
hydrophobe Iui permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou il joue un role protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles (ROO")

pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation

lipidique.
mécanismes de réparation mécanismes de prévention mécanismes d’adaptation
(protéines (protéasome), (chélation des métaux de trarsition) (protéines de choc thermique,
ADN (endonucléases, ligases), héme oxygémse)

lipides (phospholipases ) ] /

systémes de protection contre les
dommages cellulaires causés par les EOA

/ .

enzymes antioxydantes molécules de bas poids moléculaire
(SOD, catalase, glutathion peroxydases,

thiorédoxines, peroxyrédoxines )

synthétisées par extraites de plantes
I’organisme (ginkgo biloba, pycnogéml,

protéines antioxydantes sylimrine, ..)

(céruléo plasmine, albumine, (glutathione, ubiquinone,

transférrine, thiols, paraoxonase ) histidine) L
oligo — éléments
(sélénium, cuivre, apportées par I"alimentation
zinec, manganése) (vitamine C, tocophérols, caroténoides (caroténes,

Iycopéne, xéaxanthine, lutéine), polyphénols )

Figure 14 : Réseau des antioxydants (Defraigne et Pincemail, 2008).
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I11.6.Techniques d’évaluation du potentiel antioxydant des composés naturels

Parmi ces méthodes, on peut citer, TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),
FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power), DPPH (Radical Scavenging Capacity
Assay). Selon le radical utilisé, la réaction a lieu avec des cinétiques plus ou moins rapides.
Dans le cas du DPPH, une durée importante est nécessaire pour aboutir a 1’épuisement des
antioxydants par leur oxydation, témoignant ainsi d’une cinétique tres lente. Dans I’exemple
du radical cation ABTS™', impliqué dans la méthode TEAC, en quelques minutes, la majorité
des molécules antiradicalaires ont réagi, rendant cette technique trés appréciable de par sa
rapidité. En revanche, les essais basés sur I’ET reflétent en réalité la capacité réductrice des
molécules, ne décrivant qu'une partie du mécanisme anti-oxydant possible (Huanger al.,

2005).

Toutefois, toutes ces méthodes basées sur la mise en évidence d’une réactivité chimique ne
suffisent pas pour confirmer une bio-activité. En effet, il est indispensable de confirmer
’activité biologique par d’autres méthodes adaptées utilisant des modéles biologiques in vitro

et/ou in vivo.
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I.1 Le matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est les grains Pennisetum glaucum L. qui a été
acheté du marché local. L’¢échantillon apres nettoyage et séchage a été réduit en poudre puis

stocké dans des flacons en verre a I’abri de I’humidité jusqu'a utilisation.

Figurel5 :Grains (A) et poudre (B) de Pennisetum glaucum L.
1.2. Détermination du taux d’humidité

e Principe
La teneur en eau est la différence entre le poids de 1’échantillon avant et apres la dessiccation
dans une étuve a 105°C jusqu’a I’obtention d’un poids pratiquement constant (Audigier et al.,
1980).
e Mode opératoire
2g de la matiére végétale en poudre ont été étuvée (Memmert UF110) a 105°C pendant 3h puis

refroidis dans un dessiccateur afin d’éviter toute reprise d’humidité.

Figure 16 :Refroidissement dans le dessiccateur.
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Trois répétions ont été réalisées, dont la moyenne représenterait le taux d’humidité.

e Expression des résultats

Le taux d’humidité de exprimé en pourcentage, est calculé selon la formule suivante :

Dont

P1 : Masse de la capsule vide en g.

P2 : Masse de la capsule avec 1’échantillon avant séchage en g.

P3 : Masse de la capsule avec 1’échantillon aprés séchage en g.

A partir du taux d’humidité nous avons pu déterminer le taux de la matiére séche qui est donné

par la formule ci-dessous :

I.3Préparation de I’extrait

L’extraction a ¢été effectuée selon la méthode décrite par (Liyana-Pathirana & Shahidi, 20006)
avec de légeres modifications.
v' Elle consiste a faire une macération dans un systéme ternaire de solvants (méthanol-acétone-

eau) (7 /7/6 V/V/V) sous agitation pendant 5h (Figure 17).

Figurel7 : Macération de P. glaucum L. sous agitation.
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v" Ensuite, le mélange a été filtré puis dégraissé en utilisant I’hexane a volume égale, dans une
ampoule a décanter (Figurel7).
v’ La phase organique a été évaporée a sec a 45 °C.

v’ L’extrait sec est récupéré avec méthanol.

Figure 18 : Dégraissage du filtrat.

I.4.Criblage phytochimique

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains composés appartenant aux
familles chimiques des métabolites secondaires, nous avons réalis¢ des tests phytochimiques

spécifiques fondés sur des réactions de coloration, de turbidité ou de précipitations.

e Détection des polyphynols

2ml de I’extrait ont ét¢ mélangés avec quelques gouttes d'une solution alcoolique de FeCls a 2%
(Bidie et al., 2011).

4 L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la
présence des polyphénols (Bidie ef a/., 2011).

¢ Détection des flavonoides

Traiter une solution aqueuse de I’extrait avec une solution d’hydroxyde d’ammonium a 10%
(Karumi et al., 2004).

4+ La fluorescence jaune indique la présence de flavonoides.

e Détection des Tanins

Iml de P’extrait a ét¢ mélangé avec 10ml d’eau distillée puis filtré. A Sml de ce dernier, 3 gouttes
deFeclsa 1% ont été ajoutées (Karumi ef al., 2004).

4 Un précipité bleu-noir ou vert confirme la présence de tanins galliques ou catéchiques

respectivement.
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e Les Saponosides

10ml de I’extrait est agité pendant 15 secondes dans un tube a essai puis laissé au repos pendant
15 minutes (N’Guessan et al., 2009).

+ Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1cm indique la présence des saponosides.

e Détection des Terpénoides

0,8 ml de chloroforme et 1,2 ml d’acide sulfurique concentré sont ajoutés a 2 ml de I’extrait

(Khan et al., 2011).

+ La formation d’un anneau marron-rouge indique la présence des terpénoides.

e Détection des Quinones

A 1g de poudre du matériel végétal on ajoute 10ml de chloroforme et on chauffe pendant Smin
au bain marie. Le filtrat obtenu est complété a 10ml par le chloroforme. 1ml de 1’extrait

chloroformique est agité en présence de 1ml d’ammoniaque dilué a 50% (Bekro er al., 2008).

+ Une coloration allant du rouge ou violet indique une réaction positive.
e Détection des alcaloides
Les alcaloides ont été testés en utilisant 0,5ml de HCl a1% ajouté a 1,5 ml de I’extrait puis on

ajout 3 gouttes du réactif de Wagner (Maria John ef al., 2015).

Réactif de Wagner :
Iodure de potassium .... 2g
Tode......ccooviiiinnnn. 1,27g
ED. oo 100ml

4 Un précipité créme indique la présence des alcaloides.

e Détection des Coumarines

Mettre environ 1g de I’échantillon humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec du papier
filtre imbibé avec une solution de méthanol. Le papier filtre est examiné sous lampe UV
(254nm) (Dolron et al., 2003).

+ Une coloration de jaune fluorescent indique la présence des coumarines.

4 Détection des Anthocyanes

Quelques gouttes d’ammoniaque (dilué ’2) sont ajoutées a Sml d’infuser (Mawyrbékoua Békro ef
al., 2008).

4 La réaction donne une coloration bleue en présence d’anthocyanes.
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e Détection des huiles et graisses fixes
Ajouter quelques gouttes de solutions alcooliques d'hydroxyde de potassium 0,5N a une petite
quantité d'extrait avec une goutte de phénolphtaléine. Ensuite, chauffer le mélange au bain-marie
pendant 2 h (Kokate, 1999).
+ La formation de savon ou la neutralisation partielle d’alcali indique la présence des huiles et
graisses fixes.
e Détection des Stérols et polyterpénes
Sml d’extrait est évaporé. Le résidu est dissout a chaud dans 1ml d’anhydride acétique, puis
reprit dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0.5 ml d’acide sulfurique concentré (
et al., 2005).
+ L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction
positive.
L.5. Dosage quantitatif des métabolites secondaires
1.1.5 Dosage des polyphénols totaux

¢ Principe

Les polyphénols totaux ont été déterminés selon la méthodes de Folin-Ciocalteu décrite

par Li ef al, (2006).

e Mode opératoire
e A0,5 ml de ’extrait nous avons ajouté 2,5 ml du réactif Folin-Ciocalteu dilué (1/10), ensuite 2
ml de Na, CO3 a 7,5% ont été ajoutés.
e Le mélange est agité et incubé a I’obscurité pendant 1h a 20°C. Puis les absorbances ont été
mesurées a 765nm.
e La courbe d'étalonnage a été réalisée en utilisant une gamme de concentrations d’acide
gallique allant de 0,024 - 0,21 mg/ml.
e La teneur en polyphénols a été exprimée en milligrammes équivalent acide gallique par

gramme de maticre seche (Slinkard & Singleton, 1977).
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Figurel9 : La gamme d’étalonnage des polyphénols
1.5.2. Dosage des flavonoides
¢ Principe
Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le chlorure

d’aluminium AICI3 avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le carbonyle
(C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des
flavonols. Par ailleurs, AICI3 peut également former des complexes acides labiles avec les
groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des flavonoides
(Chang et al., 2002).

e Mode opératoire
» Un volume de 250 pl d’extrait a concentration définie est mélangé avec 1,25ml eau distillée et
75 wl d’une solution de NaNO; a 5%.
» Le mélange est incubé pendant 6 minutes a température ambiante,
» Auquel on ajoute ensuite 150 pl d’une solution de chlorure d’aluminium (AICls) a 10%.
» Un deuxiéme temps de repos (5 minutes) est nécessaire avant d’ajouter 500 pl de NaOH

(1M).

» Le volume final est port¢é a 2500ul et est soigneusement mélangé. L’absorbance est
immédiatement lue a 510 nm.
» Une gamme étalon a la catéchine (a des concentrations de 0 a 800 pg/ml) est réalisée en

parallele dans les mémes conditions opératoires (Dewanto ez al., 2002).
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Figure20 :La gamme djé'talonnage des flavonoides.
1.5.3. Dosage des tanins condensés

¢ Principe

Cette méthode est basée sur la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide
terminal des tanins condensés qui va engendrer la formation de complexes rouges (Schofield et
al., 2001). Ces complexes rouges sont formés grace a la capacité de la vanilline a transformer les
tanins en anthocyanidols (Sun ez a/., 1998).

e Mode opératoire
v 400 pL d’extrait sont mise dans des tubes, auxquels sont ajoutés 3000 pL de réactif vanilline
(4% de vanilline dans le méthanol).
v 1500uL d’acide chlorhydrique concentré a 37% sont ensuite ajoutés.
v Le mélange bien agité est incubé a 1’obscurité pendant 20 min a température ambiante
v' Gamme d’étalonnage la solution mére est préparée comme suite :
v 5 mg de catéchine sont pesés, puis mélangés avec 10 ml du méthanol a 99,6%
v’ A partir de cette solution mére, nous avons préparé des dilutions filles suivantes : 0,5- 0,45 -
0,4-0,3-0,2-0,1-0,05 mg/ml.
v" La lecture de ’absorbance des différentes concentrations est faite contre un blanc a 500 nm

(Julkunen-Titto, 1985).

Figure 21 : La gamme d’étalonnage des tanins condensés
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1.6.Evaluation du potentiel antioxydant
1.6.1. Test DPPH (2.2’-diphényl-1-picrylhydrazyl)

¢ Principe
Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), est un radical libre stable, violet en solution
et présentant une absorbance caractéristique a 517nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque
le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire,
entrainant ainsi une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons) (Sanchez-Moreno,

2002).
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Figure 22 : Réduction de DPPH (Teixeira et al., 2013).

e Mode opératoire

Une solution méthanolique (100ul) de chaque extraits a différentes concentrations (0,4-
0,3-0,2-0,1-0,05-0,025-0,0125) mg/ml est ajoutée a 2 ml de la solution méthanolique de DPPH a
2,5 mM. L'absorbance est mesurée a 517 nm apres 30 minutes d'incubation a I’abri de la lumiére
et a 37°C. un témoin négatif (sans extrait). Le % d’inhibition est calculé selon la formule
suivante :

A partir de ’extrait brut , préparer une solution mere de 0,5 mg/ml (Nicklisch & Waite, 2014).

PI (%) = (DO témoin — DO extrait / DO témoin) x 100

Dont
¢ PI : pourcentage d’inhibition (%).

¢ DO témoin: densité optique du témoin négatif.
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¢ DO extrait: densité optique de 1’extrait

Figure 23 :Pouvoir antioxydant de I'extrait (test DPPH).
1.6.2. Test de FRAP
e Principe
La méthode FRAP est basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe*") présent dans
le complexe K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe®") par un antioxydant, la réaction est révélée par le
virement de la couleur jaune du fer ferrique (F ¢’") a la couleur bleue - vert du fer ferreux (Fe*").

L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm (Chung ez al., 2002).
CL O b
7 ¢
44 “f(" NSOA
"\r e- YN Ao
— / I
A \ / O
N X .
)™ @/U\O

Figure 24 : Réduction de fer (Prior et al., 2005).

* Mode opératoire

v’ Prélever 0,5 ml de chaque extrait a différentes concentrations.

v" Mélanger a 1.25 ml d’une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH= 6,6) et 1,25 ml d’une
solution de ferricyanure de potassium K3;Fe(CN)s a 1%.

v’ Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante.

v' 2,5 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes

sont centrifugés a 3000 tr/min pendant 10 min.

31



Etude expérimentale Matériel et méthodes

v 1,25 ml du surnageant sont ajoutés a 1,25 ml d’eau distillée et 250 ul d’une solution de
chlorure de fer (FeCls) a 0,1%.

v’ La lecture des absorbances se fait par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 700nm.

v’ Le contrdle positif est représenté par une solution d’antioxydant standard, 1’acide ascorbique
I’acide gallique dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons

(Oyaizu et al., 1986).

Figure 25: Pouvoir antioxydant de I’extrait (test FRAP).
1.6.3Test ABTS

e Principe
Cette méthode ABTS est basée sur la capacité d’un antioxydant a piéger le radical cationique
ABTS+ (2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) de coloration bleu verte en le
transformant en ABTS-H+ incolore, par un donneur d’hydrogeéne (Antolovich ef al., 2002).

e Mode opératoire

Ce test a ¢ét¢é réalisé selon la méthode de Re et ses collaborateurs (1999) avec de 1égéres

modifications. Le radical libre ABTS' présente une coloration bleu vert sombre, la réduction de

ce dernier conduit a une décoloration du bleu de la solution ABTS".

v" On a préparé le radical ABTS en faisant réagir la solution ABTS (7 mM) avec du persulfate
de potassium (2,45 mM).
v’ Puis laisser reposer le mélange a I'obscurité a température ambiante pendant 12 a4 16 h avant
utilisation.
v Pour le test, la solution ABTS" a été diluée en utilisant le méthanol (80%) jusqu’a I’obtention
d’une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734 nm.
v Aprés 1'ajout de 2ml d'ABTS" dilué a 80ul d'échantillon, la lecture de 1'absorbance a été prise 5
min apres le mélange initial.
v" Le contrdle positif est représenté par des solutions d’antioxydants standards (trolox et I’acide

ascorbique) dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que 1’échantillon.
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v' Cette activité est donnée en pourcentage d’inhibition du radical ABTS", qui est calculé selon

la formule suivante :

Dont

PI: Pourcentage d’inhibition du radical ABTS.

Ay:densité optique du blanc.

Ag: densité optiquede I’extrait (EPG).

Figure 26 : Pouvoir antioxydant de I'extrait (test ABTS).
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II.1.Détermination du taux d'humidité

L'appréciation de la teneur en matiere seche repose sur la détermination du taux d’humidité
contenue dans 1'échantillon a analyser, cette humidité qui reste un indice trés important, donne
une idée sur la qualit¢ de notre échantillon, elle accélére la germination et favorise le

développement des microorganismes lors du stockage.

i Humidité
i Matiere seche

Figure 27:Teneurs humidité et en matiére séche des grains
de Pennisetum glaucum L.

L'analyse du taux d'humidité du millet a révélé une proportion de 15,3 %a partir de cette
valeur nous avons pu déterminer le pourcentage en mati¢re séche (MS) qui a été estimé a
84,7%.La teneur en eau trouvée dans notre ¢chantillon, est 1égérement supérieure a celle
enregistrée par Obi ct ses collaborateurs (2016) et Cerighelli (1955) avec des taux moyens de

11% et 12% respectivement. Cela est probablement li¢ a la date de récolte des échantillons.

I1.2. Le rendement d’extraction

La préparation de I’extrait de notre échantillon a été réalisée en utilisant la méthode de
macération dans un systéme de solvant ternaire (méthanol-acétone-eau). Le rendement est
reporté dans le (Tableau 4).

Tableau 4 : Le rendement obtenu de I'espéce étudiée.

Echantillon Rendement (%)

Grains de Pennisetum glaucum L. 10
en poudre
D’une fagon générale le rendement d’extraction varie en fonction de différents facteurs tels que

la température, solvant d’extraction et la composition en principes actifs (Nani, 2017).
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I1.3.Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans la plante par des réactions de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des
phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de
composés. Les résultats de ce criblage sont regroupés dans le ( Tableau 5)

Dans les grains de millet, la recherche des polyphénols, flavonoides, tanins,
alcaloides,saponosides, terpénoides, coumarines et composés réducteurs s'est montrée positive,
hormis la détection des stérols, anthocyanes et quinones s’est avérée négative.

Tableau 5: Résultats decriblage phytochimique.

Groupes chimiques Résultats Observations

Polyphénols ++
Flavonoides ++
.
Mg
Tanins ++
Saponosides ++
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Terpénoides
+
Quinones
Alcaloides
+
Coumarines
+
Anthocyanes
Détection des huiles ++
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Stérols et poyterpénes

++ Présence modérée, + Faible, - Absent.

11.4. Teneurs en métabolites secondaires

11.4.1.Polyphénols

L'estimation quantitative des polyphénols de 1’extrait des grains de P.glaucumL., a été
basée en se référant a la méthode de Folin Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent acide gallique par g de matiere seche (mg EAG/g MS). La courbe d’étalonnage est

établie avec un coefficient de corrélation R*= 0,9871 (Annexe ).

A partir de la courbe d’étalonnage, on a enregistré une concentration de 2,27 + 0,14 mg
EAG /gMSen polyphénols totaux (Tableau 6) de I’extrait de Pennisetum glaucum L. par
macération dans un systéme de solvant ternaire, cette teneur est supérieure a celle trouvée par
(Sanna et al., 2006) qui ont rapporté un taux de 1,387 mg EAG/g contenus dans ’extrait
méthanolique des grains de millet originaire de Canada, aussi celle trouvée par Nani et al.,

(2015) avec une teneur de 1,66 mg EAG/g.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une espéce a une
autre, cela peut étre attribu¢ aux facteurs climatiques et environnementaux (la zone
géographique, sécheresse, sol, agressions et maladies (Ebrahimi et «/,2008). Aussi au patrimoine
génétique, la période de la récolte et le stade de développement (Miliauskas et a/.,2004) et enfin
a la méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur en métabolites secondaires (Lee et a/., 2003).

Tableau 6 : Concentrations en métabolites secondaires.

- Polyphénols Flavonoides Tanins condensés
xtrait
(mgEAG /gMS) (mg EC/gMS) (mg EC /gMS)
EPG 2,27 +£0,142 0,50 £0,013 1,700,468
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Les valeurs représentent la moyenne * Ecart type.
11.4.2. Flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de la catéchine
avec un coefficient de corrélation R* = 0,9963. Les résultats obtenus sont exprimés en mg

¢quivalent catéchine par g de maticre seéche (mg EC/g MS) (Annexe ).

L’extrait de millet renferme une quantité de 0,50 + 0,013mg EC/g MS de flavonoides, cette
teneur est inférieure en comparaison avec les résultats trouvés par Marmouzi et ses
collaborateurs (2018) de différentes variétés des grains de millet du Maroc qui ont montré que
les extraits sont riches en flavonoides avec des teneurs de 0,75 £0,30 a 15,60 £2,74 mg ER/g de
poids sec.

Une étude faite sur 1’extrait méthanolique des grains de millet de Nigeria, révele une

quantité en flavonoides de 0,34 mg/g (Ibidapo, et a/., 2019).

Les grains de millet perlé sont considérés comme un aliment du pauvre et une source de

composés bioactifs tels que les composés phénoliques et les flavonoides (Nambiar et a/.,2012).
11.4.3.Les tanins condensés

La teneur en tanins condensés a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage (la
catéchine sert de standard) avec un coefficient de corrélation R? =0,990. Les résultats obtenus

sont exprimés en mg équivalent catéchine par g de maticre séche (mg EC/g MS) (Annexe ).

D’apres les résultats obtenus (Tableau 6), on constate une teneur appréciable de tanins condensés
estimée a 1,70+0,46 mg EC/g MS, Cette derniére peut étre comparé avec la teneur enregistrée

par Owheruo et a/.,(2018) qui est de 0,88 + 0,28 mg EC/g MS.

La différance entre les taux trouvés peut étre di au mode d’extraction et au solvant d’extraction

utilisés.

Néanmoins, peu d’études se sont concentrées sur I’évaluation phytochimique et les

activités biologiques de 1’espéce P.glaucum L.
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I1.5.Pouvoir antioxydant
I1.5.1.Test DPPH

Le radical DPPHe est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour I’évaluation
rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale et la

simplicité de 1’analyse (Bozin et a/., 2008).

L'activit¢ antioxydante de I’extrait de millet vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s'accompagne par un

virement de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517nm.

Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de l'absorbance induite par

des substances anti - radicalaires (Majhenic et /.,2007).

D’apres les résultats présentés dans la (Figure 28), on constate que la capacité de réduction
du radical libre DPPH par I’extrait testé, la plus élevée (84,31 %) a une concentration de 0,5
mg/ml qui est comparable avec les antioxydants de référence utilisés (90% et 75,11%) pour

I’acide ascorbique et 1’acide gallique respectivement.
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Figure 28: Activité antioxydante de I'extrait de P.glaucum L. avec les références

utilisées.

Nos résultats révelent que 1’extrait des grains de P.glaucum L. possédé une bonne activité
antioxydante qui présente une concentration d’inhibition de 50% de I’activité¢ du radical DPPH
(ECsp) de 0,045 mg /ml.
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Tableau 7 : EC5 de I'EPG et les standards utilisés.

Ac. gallique Ac. ascorbique EPG

ECso(mg/ml) 0,013 0,040 0,045

Nous avons remarqué que les antioxydants de référence ont des capacités anti radicalaires
différentes, d’ailleurs I’acide gallique se révele 1’antioxydant le plus puissant parmi les
antioxydants de référence utilisés avec une valeur d’ECso de 0,013 mg /ml et la vitamine C avec
une valeur de 0,040 mg / ml.

Le suivi de la cinétique de la réaction (Figure 29) nous a permis de repérer 1’extrait qui
réagit rapidement avec le radical DPPH, nous avons remarqué que la couleur violette vire en
fonction du temps et la diminution de l’absorbance est propotionnelle a la vitesse de la

neutralisation du radical DPPH.
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Figure 29 : Cinétique du piégeage du radical DPPH par I'extrait méthanolique.

Les composés phénoliques comme les flavonoides sont considérer comme les contributeurs
majeurs a la capacité antioxydante des plantes ( Li et ¢/.,2007).La détermination de la teneur en
phénols totaux et en flavonoides a partir d’extrait a base de plantes est nécessaire pour étudier le
potentiel des plantes pour la prévention contreles maladies et est la premicre ¢tape dans la
détermination de I’activité antioxydante des extraits des plantes ( Tosun et a/.,2009 ).
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Les métabolites secondaires semblent étre de bons candidats pour 1’activité antioxydante,
du fait de la présence de nombreux hydroxyles pouvant réagir avec les radicaux libres (Zouhri et

al., 2017).

I1.5.2.Test de FRAP
Par ce test, on peut évalue la capacité d’un composé a transformer le Fe’* en Fe*'en
donnant un électron. (Addab et a/., 2020). Cette caractéristique constitue un important
mécanisme du potentiel antioxydant, plus 1’absorbance mesurée a 700 nm augmente plus le
pouvoir réducteur de I’extrait est ¢levé.
La (Figure 30) ci-dessous montre les DO lues lors du test de réduction par 1’extrait, I’acide
gallique et I’acide ascorbique.
Visiblement 1’acide ascorbique réduit plus rapidement et plus efficacement le ferricyanure
de potassium, suivi de I’acide gallique puis notre extrait testé. L’activité réductrice de EPG,

s’avere €tre intermédiaire, cela a été confirmé par 1’étude effectuée par Marmouziet al.,(2018).

FRAP test
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0 0,5 1 1,5 2 2,5

C (mg/ml)

Figure 30 : Pouvoir réducteur sur le ferricyanure de potassium par I'extrait de Pennisetum
glaucum L. et les étalons.

I1.5.3.Test ABTS

Ces méthodes est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de ’ABTS". L’activité
antioxydant de notre extrait vis-a-vis du radical ABTS'a été apprécié selon le procédé
spectrophotométrique en suivant la réduction de radical, celle-ci se traduit par un changement de

couleur.
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L'analyse qualitative et quantitative phytochimique de I’extrait des grains de Pennisetum
glaucum L., présentait une activité antioxydante dépendante de la concentration sur le radical
ABTS". Les résultats obtenuss ont présentés en pourcentage d’inhibition a différentes
concentrations (0,00625 a 0,1 mg/ml), la vitamine C et le trolox sont utilisés comme standards de

référence (Figure 31).
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Figure 31 : Capacitéde piégeage des cations de I’ABTS des grains de millet.

On note que les grains de P.glaucum L. possédent un pourcentage d’inhibition de radical
ABTS' correspond a 75,86% +5,17 a une concentration de 0,1 mg/ml.

L’extrait a présenté une activité intéressante dans le piégeage du radical ABTS. Cette
activité anti radicalaire est attribuée aux teneurs élevées, dans 1’extrait composés phénoliques, et
en flavonoides et tanins. L’activité de I’extrait a piéger le piégeage I’ABTS, est 1ié probablement
par la stéréochimie de la molécule ABTS qui est plane et facile a étre neutralisé (Wasowski et

al., 2013).
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Conclusion

Conclusion

I es produits naturels sont et restent toujours une source inépuisable de structures
complexes et diverses. Un grand nombre de plantes contiennent des substances actives

ayant des propriétés thérapeutiques.

La présente étude a pour objectif d’évaluer la composition chimique et 1’activité

antioxydante par différents tests de I’espece PennisetumglaucumL.du SaharaAlgérien.

Des tests préliminaires ont permis de mettre en évidence différentes familles de métabolites
secondaires contenus dans les grains de P. glaucumlL.a savoir les polyphénols, les flavonoides,

les tanins, les alcaloides, les coumarines, les terpénoides, les huiles et saponosides.

D’autre part, les dosages quantitatifs de polyphénols, flavonoides et tanins condensés de 1’extrait
des grains préparé en utilisant un systéme ternaire de solvants (méthanol, acétone,eau), a révélé

que ces grains renferment des teneurs appréciables de ces composés.

L'analyse du potentiel antioxydant in vitro de notre extrait par le test de piégeage du radical libre
DPPH s'est montrée modérée avec une concentration inhibitrice (ECsg) de 0,045mg/ml. Nous
avons également enregistré que les grains ont un pouvoir important de réduction de fer évalué

par le test de FRAP et il ‘est de meme pour le test de I’ABTS.

Il ressort de cette étude, que les grains de millet sont riches qualitativement et quantitativement
de principes actifs qui sont douées d’activité antioxydante appréciable.

11 serait toutefois intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques et biologiques
de cette plante afin d’isoler les molécules responsables des activités biologiques ainsi la mise en
valeur de I’exploitation de I’huile essentielle, ce qui permettra d’élargir ’arsenal thérapeutique

des médicaments a base de plantes.
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Résumé

Notre travail a pour objectif d’évaluer les grains de millet « Pennisetum glaucum L.» en
analysant 1’extrait obtenu par macération dans un systéme ternaire de solvants, par des tests
qualitatifs et quantitatifs de métabolites secondaires ainsi que I’estimation de son potentiel
antioxydant par plusieurs méthodes colorimétriques. Les résultats enregistrés apres le criblage
phytochimique, ont montré que I’extrait renferme des polyphénols, flavonoides, tanins,
alcaloides, saponosides, terpénoides, coumarines et des composés réducteurs et selon les dosages
quantitatifs des polyphénols, flavonoides et tanins condensés, des teneurs moyennes de2,27 +
0,142 mg EAG/g MS; 0,50 £ 0,013mg EC/ g MS ; 1,70+0,468 mg EC/g MS ont été¢ notées
respectivement. En outre, I’extrait des grains de P.glaucum L. de la région d’Adrar, a présenté
une capacité anti radicalaire considérable par le test de piégeage de radical DPPH, avec une
concentration inhibitrice (ECsg) de 0,04mg/ml. Il est de méme pour le test de réduction de fer
(FRAP) et le test a ’ABTS qui ont été importante.

Mots clés: Pennisetum glaucum L ,métabolites secondaires, potentiel antioxydant, criblage
phytochimique, DPPH,FRAP,ABTS

Abstract

The objective of our work is to evaluate the millet cereal "Pennisetumglaucum L." by analyzing
the extract obtained by maceration in a ternary system of solvents, by qualitative and quantitative
tests of secondary metabolites as well as the estimation of its antioxidant potential by several
colorimetric methods. The results recorded after phytochemical screening, showed that the
extract contains polyphenols, flavonoids, tannins, alkaloids, saponosides, terpenoids, coumarins
and reducing compounds and according to the quantitative assays of polyphenols, flavonoids and
condensed tannins, average contents of 2.27 = 0.142 mg EAG/g MS ; 0.50 = 0.013mg EC/ g MS;
1.70+0.468 mg EC/g MS were noted respectively. In addition, the extract of P.glaucum L. grains
from Adrar region, presented a considerable antiradical capacity by the DPPH radical scavenging
test, with an inhibitory concentration (ECsp) of 0.04mg/ml. The same is true for the iron
reduction test (FRAP) and the ABTS test which were significant.

Keywords: Pennisetum glaucum L. ,secondary metabolites, antioxidant potential, phytochemical
screening ,DPPH,FRAP,ABTS.



