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Introduction

Le millet perlé (Pennisetum glaucum) est une céréale résistante a la sécheresse qui sert
d'aliment de base riche en nutriments en Afrique et en Asie. Le millet perlé, a I’instar des autres
espéces de millet, est nommé la céréale des pauvres. Mais actuellement, il est produit,
consommé et commercialise par de nombreux pays développés, pas seulement pour sa
résistance aux conditions climatiques, mais aussi pour ses bénéfiques importants en diététique
et pour combattre plein de maladies causées par le strasse oxydatif et son utilisation fourrager.

Selon la bibliographie, Le mil, une céréale dite secondaire, est un tres bon aliment en
diététique, il a été découvert qu’il est le plus pauvre en sucres comparativement a beaucoup
d’autres céréales tel que le blé et le mais, par contre, il est plus riche en fibres en comparaison
a ces derniers. De plus, ces céréales contiennent une quantité abondante de composés bioactifs
a activité antioxydante qui sont essentiels pour la santé humaine.

La teneur du millet en métabolites secondaires est importante, de ce fait plusieurs
recherches ont été faites sur les bienfaits des graines de cette plante, son contenu peut atténuer
et fixer les radicaux libres, rétablir 1’équilibre et éviter, ainsi, beaucoup de maladie tel que le
diabéte, les maladies inflammatoires et méme les tumeurs cancéreuses.

Les objectifs de la présente étude sont de déterminer la composition en éléments
physicochimiques (alimentaires), les composeés phénoliques et les activités biologiques des
graines de deux variétés de millet perlé (Pennisetum glaucum) cultivées dans la région d’Adrar
(Algeérie) durant la saison agricole 2020/2021.

C’est dans ce contexte notre travail s articule a :
- Réaliser des extraits des graines des deux variétés,

- Identifier la méthode ayant le meilleur rendement en termes de quantité d’extrait brut
et en termes de la teneur en polyphénols,

- Déterminer la teneur en matiére séche, matiére minérale, matiere grasse, protéines
totales et sucres totales,

- Déterminer la teneur en métabolites secondaires (polyphenols, flavonoides et tannins),

- Etudier la présence ou non de certaines activités biologiques des extraits obtenus.
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Introduction

Le millet a toujours été nommé la céréale des pauvres, il est largement cultivé et
consomme dans les régions paucres. Il peut pousser dans des conditions de secheresse et dans
des sols non fertiles, sa culture n’est pas trop couteuse. En plus, il contient des éléments assez
importants pour le corps humain. Actuellement, il n’est plus une céréale des pauvres, mais aussi
des riches, la preuve, il est cultivé, transformé et commercialisé par des puissances mondiales
telle que les USA, la Russie, la Chine, I’Inde et d’autres pays de I’ Afrique de I’Ouest notamment
Nigeria et le Niger. Des études sont menées pour étudier sa morphologie, ses origines, sa
domestication et les composants chimiques de sa graine et de ses feuilles et les bienfaits de ces
derniers pour I’Homme et 1’animal (Loumerem, 2004 ; Hamadou et al., 2017
ATLASOCIO, 2022).

1. Géneralités sur la plante

Le millet perlé ou mil a chandelle, scientifiguement nommé Pennisetum glaucum, plante
cultivée pour I'alimentation humaine, animale et fourragere (Arora, 2003) en particulier dans
les pays de I’Afrique et de I’ Asie (Nambiar, 2011). Le mil a la capacité de survivre dans des
conditions de sécheresse et de températures élevées, ce qui augmente encore son potentiel de
culture dans les régions ou le bleé, le mais et d'autres cultures céréaliéres ne résistent pas.
(Soumyaetal., 2016). De plus ¢’est une plante annuelle, estivale ayant une implantation rapide.
(Agricultures et territoires, 2016). Le millet perlé est une espéce diploide avec sept paires de
chromosomes (2n = 14). Son génome est d’une taille de 2400 Mpb. C’est une plante annuelle
sexuée, hermaphrodite et allogame. (Rachie & Majmudar, 1980).

Beaucoup d’espéces sont confondues au millet perlé, notamment 1’éleusine (Eleusine
coracana), le millet commun (Panicum miliaceum), le millet des oiseaux (Setaria italica), le
fonio blanc (Digitaria exilis), le fonio noir (Digitaria iburua), le fonio a grosses graines
(Brachiaria deflexa), le Teff (Eragrostis tef) (FAO, 2000). Pour cela, une identification
détaillée de la plante est necessaire.

2. Description de la plante

Le millet perlé est une graminée feuillue dressée avec un bon tallage qui talle a partir de
la base. (Figure 1). La longueur totale de la plante peut aller de 1,5 a 3m. Elle peut atteindre
4m pour certaines variétés. (Rachie & Majmudar, 1980 ; Maiti & Bidinger, 1981 ; Tara-
Satyavathi, 2013 ; Kadidiatou, 2017 ; Newman et al., 2020).
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Figure 1 : Le millet perlé.
A : Champ de mil, B : Structure de la plante (Tara-Satyavathi, 2013 ; Rickysoni, 2023).

2.1  Lesystéme racinaire

Le mil a un type de systéme racinaire monocotylédone typique composé de trois types de
racines : La racine séminale, ou la racine primaire (dérivee directement de la radicule), les
racines adventives (se développent a partir de nceuds a la base de la tige), et les racines
coronaires (ou du collet, qui proviennent de plusieurs nceuds inférieurs de la tige a fleur du sol
ou un peu plus haut sur la surface du sol) (Figure 2). (Maiti & Bidinger, 1981 ; Tara-
Satyavathi, 2013 ).

Figure 2 : Les types de racines chez le mil.
A : racine primaire, B : racines adventives, C : racines coronaires (Tara-Satyavathi, 2013).

La racine de millet perlé peut pénétrer jusqu'a 180cm et atteindre une longueur totale de
1500m par m? de la surface cultivée et toucher 3000m par m?2 a la récolte avec une masse de
35g par m2. Dans les sols sablonneux, un plant de millet perlé mature peut étendre ses racines
jusqu'a environ 3m pour absorber I'eau. Chez les plantes a tallage important, les racines ont plus

5
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d'étalement horizontal que de pénétration profonde. 1l a été observé que les génotypes tolérants
a la sécheresse de début de saison (3 a 15 jours aprés le semis) ont 30% de longueur de racines
en plus que les génotypes sensibles. (Tara-Satyavathi, 2013).

2.1.1 Deéveloppement du systéme racinaire

Le développement et la croissance des différents types de racines est résume dans le
tableau I (Tara-Satyavathi, 2013).

Tableau | : Les types de racines du millet perlé, leur temps de développement et leur
persistance (Tara-Satyavathi, 2013).

Types Temps de développement  Efficace jusqu'a
Primaires Au bout de 4 jours 45-60 jours
Adventives 8412 jours Maturité
Couronne 30 a 40 jours Maturité

2.2 Latige et les nceuds

La tige, de forme ronde ou ovale, a un diameétre de 0,5 a 1,5cm, elle peut atteindre 2,5cm.
Elle est douce et fine au godt agréable ayant une trés faible teneur en fibres. L'accumulation de
matiere séche est augmentée dans la tige du mil long, ce qui limite I'augmentation du rendement
en grain de ces types. Le mil aun bon tallage (Figure 3) qui part de la base de la plante, rarement
par la tige. (Maiti & Bidinger, 1981 ; Tara-Satyavathi, 2013 ; Newman et al., 2020).

Figure 3 : Le tallage du millet perlé. A : Le tallage ; B : Le développement de talles: 1T= la
premiére talle, 2T= la deuxiéme talle, etc. (Maiti & Bidinger, 1981 ;
Tara-Satyavathi, 2013 ; Hamadou et al., 2017 ; Newman et al., 2020).

Les nceuds sont 1égérement enflés. La longueur internodale augmente de la base de la tige
vers le haut. Une seule feuille apparait sur chaque nceud dans une orientation alternée. Il existe
des variations genotypiques pour la croissance, I'épaisseur, la longueur et la couleur des entre-
nceuds des tiges (Figure 4) (Tara-Satyavathi, 2013).
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Figure 4 : Variation génotypique de I’épaisseur, la longueur et la couleur des entre-nceuds
(Tara-Satyavathi, 2013).

2.3 Les feuilles et les nervures

Les feuilles sont linéaires, de 20 a 100cm de long et de 0,5 a 7,5cm de large, généralement
clairsemées a densément poilues ou glabres. La ligule est peu a densément poilues ou totalement
glabres, les poils sont de 2 & 2,5mm de long. La feuille se compose d'une gaine foliaire et d'un
limbe (Figure 5) (Tara-Satyavathi, 2013 ; Newman et al., 2020). La nervure médiane peut
ou non étre proéminente. Les bords des feuilles portent de petites dents de scie. Les stomates
sont présents sur les deux surfaces des feuilles en nombre égal, variant d'environ 45 a 96
stomates par mm2. Les genotypes a maturation précoce ont moins de feuilles avec une
croissance et une émergence plus rapides qui aident a échapper a la sécheresse (Tara-
Satyavathi, 2013).

Figure 5 : Les poils et nervures de la feuille du millet perlé (Tara-Satyavathi, 2013).

2.4 L’inflorescence et la panicule

L'inflorescence est une seule grappe de 10 a 50cm de long qui ressemble a la fleur de la
plante aquatique connue sous le nom de quenouille ou la massette (Typha latifolia). Le fruit (ou
caryopse) est cylindrique appelé la panicule, elle peut prendre plusieurs couleurs selon la
couleur des graines : blanc, nacré, verte, jaune, violet, bronze, brun, rouge ou rouge claire
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(Newman et al., 2020 ; Maiti & Bidinger, 1981). Selon le descripteur du mil, IBPGR &
ICRISAT, (1993), On distingue 9 formes de panicules (Figure 6 A et B). Elle est soit
verticalement fixée au sommet du chaume (Figure 6 C), soit penchée (Figure 6 D) et est
recouverte de soies d’intensités différentes (Loumerem, 2004).

Figure 6 : La panicule de mil.
A et B : Les différentes formes et tailles ; C : Panicule verticale ; D : Panicule penchée
(Maiti & Bisen, 1976 ; IBPGR & ICRISAT, 1993 ; Loumerem, 2004 ;
Rai et al., 2006 ; Tara-Satyavathi, 2013).
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3. Developpement de la plante

La biologie du millet perlé comprend toutes les caractéristiques de croissance et de
développement, de la germination a la formation des graines (Tableau I1). Ces caractéristiques
comprennent trois phases de croissance bien définies, a savoir la phase végetative, la phase de
la reproduction et la phase de remplissage des grains (Figure 7) (Begg, 1965 ; Maiti & Bisen,
1976 ; Gregory & Squire, 1979 ; Maiti, 1979 ; Fussell et al., 1980 ; Kapoor & Yadav, 1980 ;
Powers et al., 1980 ; Maiti & Bidinger, 1981 ; Vanangamudi, 1987 ; Maiti, & Kairwal,
1999 ; Tara-Satyavathi, 2013).

Tableau Il : Les phases de croissance du millet perlé et le temps nécessaire pour chaque phase
(Maiti & Bidinger, 1981 ; Tara-Satyavathi, 2013).

Phases de e . o Jours approximatifs
Caractéristiques d'identification PP

croissance apres la levée

Phase végétative 0-21

Stade d'émergence 2-3

CE;?;Z;SSI Stade a trois feuilles 3-7
Stade a cinq feuilles 7-14
Stade d'initiation de la panicule 14-21
Phase de développement paniculaire 21-42
Phases de Stade de la feuille étendard 21-28
croissance Il Etape de démarrage 28-35
Stade de demi-floraison 35-42
Phase de remplissage des grains 42-77
Phases de Stade de lait 42-49
croissance Il  Stade de pate 49-56
Maturité physiologique 56-63

Emergence
Trois fenilles

Phase I Phase IT Phase ITI
Phase végétative Phase de développement Phase de remplissage des grains

Figure 7 : Les grandes phases de croissance millet perlé (Maiti & Bidinger, 1981 ; Tara-
Satyavathi, 2013).
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4. La fleur du millet perlé

Chaque panicule peut former 870 a 3000 épillets avec une moyenne de 1600 épillets. Il y
a plusieurs types d’épillets : uniflores, biflores, triflores, il y en a méme jusqu’a six fleurs, mais
géneralement deux. La fleur inférieure est staminée et la fleur supérieure est hermaphrodite.
(Figure 8 A et B) (Maiti & Bidinger, 1981 ; Tara-Satyavathi, 2013 ; Hamadou et al., 2017).

Le millet perlé est une espéece protogyne. Les styles commencent a sortir deux a trois jours
apres I'emergence de la panicule. Dans les fleurs hermaphrodites, les stigmates émergents plus
tot que les antheres et donc les stigmates recoivent le pollen de I'inflorescence d'autres plantes.
Le temps nécessaire a I'émergence compléte du stigmate varie de 2 a 3 jours et ils restent
réceptifs pendant les deux a trois jours suivants (Figure 8) (Tara-Satyavathi, 2013).

Stigmate Détri Floralson protogyne Protogyme complet

e ANLHOE
cimergence

Stigma

Palea 1

Glume Glume Loemma Palea Lemma Palea Stamen
A 1 n I 1 n n
Perfect floret Male floret

Figure 8 : La fleur du mil.
A : La fleur mal ; B : La fleur hermaphrodite ; C : Emergence et réceptivité de la
stigmatisation ; D : Composition de la fleur mal et hermaphrodite ; E : Le diagramme florale
(Tara-Satyavathi, 2013).
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5. Lagraine du millet perlé

Chaque épillet contient jusqu’a 3000 graine, La graine peut étre ronde ou ovale, elle peut
prendre plusieurs tailles (entre 2 a 3mm) et plusieurs couleurs (Figure 9) (Hamadou et al.,
2017 ; Les Céréales, 2023).

Figure 9 : Les différentes couleurs des grains de millet perlé (Hamadou et al., 2017).

6. Taxonomie, historique et origine du millet perle

Les études qui entourent le mil nécessite une classification et identification de cette
plante, car elle dispose de plusieurs sous espéces et plusieurs variétés.

Selon N’Doye et al. (2002), les types de mil les plus communs sont : Le mil a chandelles
ou Mil perlé : Pennisetum glaucum. Le mil commun ou mil proso : Panicum miliaceum.
L’eleusine ou mil digital (finger millet) : Eleusine coracana. Le petit mil : Panicum italica. Le
mil indigéne : Paspalum scrobilatum. Le mil a grappe ou mil “queue de renard” : Setaria italica.
Le mil japonais ou mil de Basse-cour : Echinochloa crus-galli (Kadidiatou, 2014).

6.1 Taxonomie

Le millet appartient au genre Pennisetum, famille des Poaceae (Gramineae), sous-famille
des Panicoideae et tribu des Paniceae. Le genre Pennisetum comprend 140 espéces et sous
especes qui sont reparties dans les régions tropicale et subtropicale. (Hamadou et al., 2017).
Le genre est subdivisé en cing sections. Le millet perlé appartient a la section Penicellariae,
qui se caractérise par la présence d'une mince touffe de poils au sommet des anthéres et un
nombre haploide de chromosomes qui est égal a 7 ou un multiple de 7. Aussi, la section
Penicillaria comprend, en plus des mils céréaliers cultivés, un certain nombre de formes
d'aspect plutdt fourrager, que l'on ne trouve a I'état spontané qu'en Afrique (Tostain &
Marchais, 1993 ; Bezancon et al., 1997 ; Hamadou et al., 2017).

11
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D’autres lectures ont cité que le genre Pennisetum est regroupé en trois pools geniques,
dont le pool primaire est mono spécifique et qui rassemble les trois sous espéces de P. glaucum
qui s’interfécondent naturellement en donnant des descendances fertiles. Le pool secondaire est
constitué de deux especes P. purpureum et P. squamulatum, qui peuvent s’hybrider facilement
avec P. glaucum. Le pool tertiaire regroupe les autres especes du genre Pennisetum. (Andrews,
Rajewski, & Kumar, 1993 ; Hamadou et al., 2017).

En simplifiant la taxonomie du millet perlé, Brunken (1977) a regroupé I'ensemble des
mils (mil cultivé et mil sauvage) en une seule espéce biologique avec trois sous-especes :

La premiére : Pennisetum americanum subsp. americanum, auquel appartiennent toutes
les formes cultivées anciennement décrites sous l'appellation ‘typhoides’ ; Le deuxieme : P.
americanum subsp. monodii qui correspond au mil sauvage et auquel se rattachent les formes
spontanées appelées anciennement P. violaceum Lam., P. mollissimum Hoscht et P.
ramosissum Steud. ; et la troisiéme : P. americanum subsp. Stenostachum qui regroupe toutes
les formes intermédiaires entre les deux précédentes. (Brunken, 1977 ; Kumar & Adrews,
1993 ; Hamadou et al., 2017).

Selon Cole et al., (2019) dans APG 1V, le millet perlé est classé comme suite :

Royaume : Plantae.

Clade : Monocots.

Clade : Commelinids.

Clade : Poales.

Famille : Poaceae.

Genre : Pennisetum.

Espéce : Pennisetum glaucum.

6.2 Appellations du millet perlé a travers le monde

A travers le monde, le mil prend plusieurs appellations locales, preuve de sa large
répartition et utilisation. Suite a une entente entre ICRISAT, IPGRI et USDA en 1986, Il
s’appelle dorénavant Pennisetum glaucum (L.) R. Br (Djidingar, 1990 ; Loumerem, 2004).
Bien que le nom de « mil » soit fréquent pour définir cette espece, le terme « millet » est utilisé
afin de désigner communément plusieurs especes de mils (Kadidiatou, 2014).

6.2.1 En Europe

Francais : mil, petit mil, mil perlé, mil a chandelle, mil d’Egypte, penicillaire ; Anglais :
pearl millet, cat-tail millet, bulrush millet, spiked millet, candle millet (Leonard & Martin,
1963 ; Bezancon et al., 1997 ; Van-Damme, 2003).

6.2.2 En Afrique

Tchad : dokane ou dokona, ligui ; Mali : souna, tiotioni, sanio ; Niger : boudouma, ba
angoure, haini, kirei, soumno, zongo ; Nigeria : gero (hausa), emeye (yoruba), maiwa ; Tunisie
. droo, gssab ; Soudan : duhun, dukhon (Leonard & Martin, 1963 ; Kumar & Appa-Rao,
1987 ; Clément et al., 1993 ; Lespinasse et al., 1993 ; Dendy, 1995 ; Appa-Rao et al., 1996 ;
Rai et al., 1997).

12
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6.2.3 En Asie

Inde : bajara, bajira, bajri (hindi), sajje, chin yl-ku, bajri, sajja, cumbu, ganti ; Pays arabes
: dochn ou duchn (Leonard & Martin, 1963 ; Kumar & Appa-Rao, 1987 ; Dendy, 1995 ;
Appa-Rao et al., 1996 ; Rai et al., 1997).

6.3 Origine et domestication du mil

Des études archéologiques ont démontré que 1’utilisation du millet perlé date de 3000 ans
avant J.-C. au Nord du Mali. Le millet perlé existait dans sa forme sauvage il y a 5000 ans avant
J.-C. dans la méme région, ceci indique que I’Homme a exerce la domestication il y a environ
3000 ans avant J.-C. (Figure 10) (D'Andrea et al., 2001 ; Manning et al., 2011 ; Fuller et al.,
2021).

MT 2§
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9’ Abang Minkoo

Figure 10 : Carte des preuves archéologiques de millet perlé (Fuller et al., 2021).

Le mil domestiqué en Afrique de 1'Ouest s’est propagé rapidement pour atteindre 1'Inde
3000 avant J-C oul différents cultivars ont été mis au point faisant de cette région le 2°™ centre
de diversification qui se place aprés le Sud de I’Afrique de 1’Ouest. Actuellement, le mil est
produit par plusieurs payes vu ses bienfaits importants (Figure 11) (Marchais et al., 1993 ;
Manning et al., 2010 ; Hamadou et al., 2017 ; ATLASOCIO, 2022).

2
PRODUCTION DE MILLET L ®
(en tonne)

M < 10000

B = 0 ou données indisponibles

<
‘?‘hy
Inde (= 10 000 000) &, &
1 000 000 - 5 000 000
500 000 - 1 000 000 ‘
] 100 000 - 500 000 '
l 50000 - 100 000
H 10 000 - 50 000 S

Figure 11 : Carte du monde : production de millet par Etat (ATLASOCIO, 2022).
13
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7. Composition chimique des graines du mil

Comparé aux autres céreales telles que le riz, le blé et le mais, le millet perlé a une valeur
nutritionnelle élevée (Tableau I11). Il pourrait bien remplacer le mais, le sorgho et le blé dans
la ration des volailles (Andrews et al., 1993 ; Amadou et al., 2013 ; Hamadou et al., 2017).

Tableau 111 : Composition chimique du grain de millet perlé comparativement a d’autres
ceréales (par 100g de matiere seche) (Rooney & McDonough, 1987 ; Loumerem, 2004 ;
Nambiar, 2011 ; Hamadou et al., 2017).

Constituants Mil Ble Riz Sorgho  Mais
Acide folique (mg) 45,5 36,6 8 20 -
Calcium (mg) 42 41 10 25 9
Carbohydrates (g) 67,5 71,2 78,2 72,6 24,6
Cendres (g) 2,3 - - - -
Cuivre (mg) 0,5 - - - -
Cystine (%) 1,8 - - - -
Fer (mg) 8 5,3 0,7 4,1 1,1
Fibres (g) 1,2 1,2 0,2 1,6 1,9
Humidité (g) 10,0 - - - -
Leucine (%0) 9,5 - - - -
Lysine (%) 3,2 - - - -
Magnésium (mg) 137 138 90 171 40
Manganése (mg) 0,8 - - - -
Matiéres grasses (9) 5,0 1,5 0,5 1,9 0,9
Méthionine (%) 1,8 - - - -
Minéraux (mg) 2,3 1,5 0,6 1,6 0,8
Niacine (mg) 2,3 55 1,9 3,1 0,6
Phénylalanine (%) 4,1 - - - -
Phosphore (mg) 296 306 160 222 121
Potassium (mg) 418,0 - - - -
Protéines () 11,6 11,8 11,6 10,4 4,7
Riboflavine (mg) 0,25 0,17 0,06 0,13 0,17
Sodium (mg) 10,9 17,1 - 7,3 51,7
Thiamine (mg) 0,33 0,45 0,06 0,37 0,11
Thréonine (%) 3,3 - - - -
Tryptophane (%) 1,4 - - - -
Tyrosine (%) 3,0 - - - -
Valeur énergétique (Kc) 353,0 - - - -
Valine (%) 4,9 - - - -
Vitamine A (RE) 132 64 0 47 32
Vitamine C (mg) 0 0 0 0 6
Zinc (mg) 3,1 2,7 1,4 1,6 -
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8. ROles et utilisations du mil

Le mil représente une céréale de base pour les populations des zones arides et semi-arides.
En outre, la valeur énergétique du mil est I’une des plus élevées parmi les céréales (Nambiar,
2011). Ainsi, le mil fait objet de multiples usages selon les zones géographiques et les
pratiques socioculturels. Ces usages vont de la transformation du grain comme ressource
alimentaire ou médicinale a la valorisation de la paille (chaume) comme ceuvres d’art ou comme
fourrage en passant par les usages comme biocarburant ou bois de chauffage. (Hamadou et al.,
2017).

8.1 Valeur fourragere du mil

Le mil fourrager est une culture populaire aux Etats-Unis et en Australie, avec une
utilisation de plus de 10 hybrides pour différents caractéristiques : rendement élevé, plusieurs
coupes par saison, une qualité supérieure, une tolérance aux maladies et a la sécheresse et une
valeur nutritive élevée (Tableau 1V). En outre, le mil fourrager ne produit pas de ’acide
prussique, cause d’intoxication aigué chez les animaux. Au Niger, aprés la récolte des
panicules de mil, la paille qui en reste connait une multitude d’usages dans 1’alimentation du
bétail (Jaster et al., 1985 ; Andrews et Kumar, 1992 ; Hanna & Gupta, 1999 ; Nantoumé
et al. 2000 ; Banks & Stewart, 2003 ; Bouchard et al., 2011 ; Soumana et al., 2016).

Tableau IV : La valeur nutritive du fourrage du millet comparée a celle du mais (Nantoumé
et al. 2000 ; Banks & Stewart, 2003).

Eléments Millet Mais
Acid detergent fiber (ADF) (g/kg MS) 313-425 295
Calcium (g/kg MS) 2,1 2,9
Cellulose brute (g/kg MS 458 418
Cendres (g/kg MS) 157 80
Dégradabilité (g/kg MS) 640-690 730
Energie nette de lactation (Mcal/kg) 13-15 2,3
Fibres (g/kg MS) 90-180 86
Lignine (g/kg MS) 35-63 49
Matiére organique (g/kg MS) 843 920
Matiére séche (g/kg brut) 891 899
Matiéres azotées totales (g/kg MS) 39 22
Neutral detergent fiber (NDF) (g/kg MS)  580-685 540
Phosphore (g/kg MS) 2,2 0,7
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8.2 Le mil comme biocarburant

Les biomasses utilisées pour la fabrication d’éthanol peuvent se distinguer en fonction de
la matiere premiere, soit les biomasses amylacées, sacchariques et cellulosiques. La biomasse
cellulosique, dont le millet perlé sucré fait partie, est avantageuse du fait que 1’efficacité de la
fermentation et le bilan énergétique sont supérieurs a ceux des biomasses amylacées. Le millet
sucré a été des lors saisi pour produire de 1’éthanol au Canada (Bernardes, 2012).

8.3 Lavaleur médicinale du mil

Le millet perlé attire beaucoup l'intention gréce a ses effets thérapeutiques (Hanane,
2013). La richesse des grains de mil en calories fait d’ailleurs que sa consommation est
spécialement recommandée aux enfants, aux convalescents, aux personnes agées et aux femmes
enceintes (Békoye, 2011).

8.3.1 Consommation du mil et la pellagre

Le contenu minéral global du millet perlé est de 2,3 mg/100g, ce qui est élevé par rapport
aux céréales couramment consommeées. Il est riche en vitamines B, en potassium, phosphore,
magnésium, fer, zinc, cuivre et manganése (Ramulu & Rao, 2003). Les noyaux mars des grains
de mil séchés ne contiennent pas de vitamine C et les vitamines B sont concentrées dans la
couche d'aleurone et le germe. Le retrait de la coque par décorticage réduit les niveaux de
thiamine, riboflavine et niacine d’environ 50% dans la farine. La teneur en niacine dans les
graines de mil décortiquées est toujours importante. C’est pourquoi la maladie de la carence en
vitamine B3, la pellagre, n’a pas été trouvée dans les zones ou la consommation du mil est trés
importante (Léder, 2004 ; Nambiar et al., 2011).

8.3.2 Consommation du mil et ’anémie

La consommation du mil est également trés indiquée pour les personnes souffrant
d’anémie a cause de sa richesse en fer (Amadou et al., 2013). Le millet perlé contient une
quantité élevée de fer et de zinc (Nin, 2003), qui peut aider a augmenter le taux d'hémoglobine.
Cependant, la présence de plusieurs non-nutriments tels que les phytates et les polyphénols peut
diminuer la biodisponibilité du fer (Sharma & Kapoor, 1996 ; Nambiar et al., 2011 ; Hanane,
2013).

8.3.3 Consommation du mil et la constipation

La teneur élevée en fibres du mil peut étre largement utilisé pour préparer des aliments
pour les personnes qui ont besoin d'alimentation riche en fibres, en particulier, il est utile dans
le traitement de I'obésité et des problemes de constipation (Ramulu & Rao, 2003).

8.3.4 Consommation du millet perlé et le cancer

Le mil contient un niveau élevé de composés phénoliques antioxydants, notamment les
flavonoides, pouvant inhiber le développement des tumeurs. Par conséquent, il peut avoir des
propriétés anticancéreuses. Ces composés sont concentrés dans le péricarpe et les testas. Etant
donné que traditionnellement, I’ensemble du grain du mil est moulu, les produits fabriqués a
base de la farine offriraient des bienfaits pour la santé par les flavonoides et les phénols
(Nambiar et al., 2011).
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8.4 La valeur artisanale du mil

Dans les zones de production du mil notamment en Afrique, il est observé aprés la récolte
des panicules, que les tiges sont utilisées pour servir de combustible ou pour la confection de
nombreux ceuvres d’arts entrant dans la construction des greniers, des maisons, des portes ou
des lits traditionnels (Hamadou et al., 2017).

8.5 La valeur socioculturelle du mil

Le mil fait I’objet de diverses considérations sociales dans certaines sociétés africaines
qu’il s’agisse du suivi des itinéraires techniques de sa production (semis, entretiens, récolte) ou
dans sa consommation en tant que céréale alimentaire de base dans ces sociétés. Ainsi, il est
observé comme tradition dans les sociétés Djerma-Songhai et Haoussa du Niger, que le jeune
marié préléve 1 a 2 voire 3 sacs de mil pour donner a sa belle-famille pendant les congés de
maternité de sa femme (Hamadou et al., 2017).

9. Les exigences environnementales du millet

Le millet est une plante a jour court quoi qu'il existe des variétés indifférentes a la longueur
du jour (Vietmeyer, 1996). Il exige, pour son développement, une somme de température de 20
a 25°C. Ses températures de germination sont de 10-12°C au minimum, 37-44°C a I’optimum
et 44-50°C au maximum (Loumerem, 2004). Le millet est une céréale plus tolérante a la
sécheresse que le sorgho et le mais et peu exigeante sur la nature du sol. Le millet se caractérise
par une forte aptitude a mettre en place des mécanismes physiologiques qui lui permettent de
tolérer la sécheresse. (Bezancgon et al., 1997 ; Moumouni et al., 2015).

10. Les contraintes a la production du mil

Le mil, comme la plupart des plantes et cultures céréaliéres, rencontre une gamme de
contraintes qui peuvent mettre en péril la production de grains, et de ce fait son rendement. Ces
contraintes sont d’ordre biotique et abiotique. (Kadidiatou, 2014).

10.1 Les contraintes abiotiques

Le mil est une plante qui s’adapte aux terres marginales. Cependant, les zones semi-arides
ou il est fréquemment cultivé présentent une variation importante du point de vue
pluviométrique. A titre d’exemple, au Niger, cette variabilité va de 200-800 mm/an. Les sols
qui caractérisent ces zones sont généralement sableux ou argilo-sableux, 1égers, ferrugineux et
surtout trés pauvres en matieres organiques (Sivakumar et al., 1993) et en phosphore. La
variabilité des dates de semis en début de campagne, le semis a sec en cas de retard des pluies,
les sécheresses possibles en cours de campagne et le peu d’intrants apportés au sol par les
paysans constituent des contraintes importantes dans la croissance de la plante. En dehors de
ces pressions s’y ajouter les contraintes biotiques. (Kadidiatou, 2014).

10.2 Les contraintes biotiques

Elles englobent les maladies virales, fongiques et autres ennemis ravageurs.
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10.2.1 Les maladies de champignons et de plantes parasitaires

Plusieurs champignons et parasitent sont dévastateur pour la culture du mil, on peut citer
les plus couramment observeés ci-dessous.

10.2.1.1 Le mildiou

Provoqué par un champignon, Sclerospora graminicola, il constitue I’une des principales
maladies du mil qui sévit dans les zones tropicales arides. La maladie a été rapportée pour la
premiere fois par Butler (1907). Dans certaines régions, elle cause de 10 a 50 % de perte de
rendement chez le mil (Kumar & Manga, 2011) et se caractérise par la transformation partielle
ou totale de 1’épi en organes foliacés (Figure 12) ou la mort totale de la plante (Kadidiatou,
2014). Les méthodes de lutte contre le mildiou sont de trois types : techniques culturales (travail
du sol, alternance de semis), lutte chimique (fongicides) et résistance de la plante héte
(amélioration de la variéte et sélection) (Singh et al., 1993).

Figure 12 : Le mildiou.
Différents types de difformité (I’épi de gauche est sain) (Kadidiatou, 2014).

10.2.1.2 Le charbon

Le charbon du millet est la deuxiéme cause de perte de rendement. Cependant, son impact
sur les rendements est variable d'une zone a une autre et d'une année a l'autre. La maladie est
due a Tolyposporium penicillariae, un champignon largement répandu dans le monde. Il
provoque des pertes directes des grains en les remplacant par des sores de charbon. Ces pertes
de rendement s’¢leévent jusqu’a 30 % (Thakur & King, 1988b). La maladie se caractérise par
la transformation des grains de mil en glomérules verdatres puis noirs a maturité (Figure 13 Al
et A2). On lutte principalement contre le charbon en utilisant des variétés résistantes ou
tolérantes ou en arrachant et en brdlant les plantes atteintes. (Kadidiatou, 2014).

10.2.1.3 L’ergot de mil

L’ergot de mil, causé par Claviceps fusiformis, est trés répandu en Asie et en Afrique. Il
est parfois tres dévastateur. La maladie, observable au stade de la floraison, diminue le
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rendement en grains en les remplacant par des sclérotes contenant un exsudat sucré mais
toxique, ce qui rend le produit impropre a la consommation (Figure 13 B1 et B2). Les pertes
peuvent atteindre 58 & 70 % (Thakur & King, 1988a). Comme pour le charbon, la lutte contre
I’ergot du mil est basée principalement sur ’utilisation de variétés résistantes ou tolérantes ou
sur I’arrachage et le briilage des plantes atteintes.

10.2.1.4 Les Adventices

En zone sahélienne, Striga hermonthica, constitue un des facteurs non négligeables,
responsables de la baisse du rendement du millet. C’est une plante parasite s’attaquant & une
large gamme de céréales (Figure 13 C). Elle infeste plus de 40 % des superficies de production
ceréaliere et cause une perte de rendement comprise entre 90 et 100 %. 1l est possible de lutter
contre la Striga en augmentant la fertilité du sol par les techniques culturales et par 1’utilisation
de cultivars resistants (Hess & Ejecta, 1992 ; Wilson et al., 2000 ; Wilson et al., 2004 ;
Amadou, 2009).

Figure 13 : Infections et parasites chez le mil.
Al et A2 : Infection par le charbon ; B1 et B2 : Ergot de mil ; C : Infestation par Striga
hermonthica (Thakur & King, 1988b ; Kadidiatou, 2014).

10.2.2 Les insectes

La mineuse de 1’épi, Heliocheilus albipunctella, le foreur de tige Coniesta ignefusalis, les
insectes floricoles tels que Dysdercus volkeri et Spilostethus pandurus ainsi que les acridiens
(Schistocerca gregaria) (Tableau V) ont aussi une incidence importante sur la production. Pour
lutter contre les attaques de ces divers insectes, on utilise généralement 1’arrachage et le brilis
des plants attaqueés, les pratiques culturales, la fumigation des champs, le développement de
variétés tolérantes et les insecticides (Cheke et al., 1980 ; Krall et al., 1995 ; Youm et al.,
1998 ; Youm & Owusu, 1998 ; Loumerem, 2004 ; Derreumaux, 2008 ; Kadidiatou, 2014).
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Tableau V : les différents insectes ravageurs du millet perlé (Kadidiatou, 2014).

La mineuse de I’¢épi.
Heliocheilus albipunctella (Ruparao et al.,
2019)

Foreur de tige

Coniesta ignefusalis (Kadidiatou, 2014)

Punaise

Dysdercus volkeri (Wikiniger, 2018)

Punaise rouge

Spilostethus pandurus - jiiatou, 2014)

Schistocerca gregaria Criquet pelerin
(Kadidiatou, 2014)

10.2.3 Les oiseaux

Parmi les oiseaux ravageurs du millet, I’espéce Quelea quelea, ou travailleur a bec rouge
(Figure 14), attaque le millet surtout au stade pateux et parfois au stade laiteux des grains
(Rachie & Majmudar, 1980). C’est un oiseau qui se présente en colonie et peut causer
d’énormes dégats. La solution pour ce ravageur ¢’est de construire une structure recouverte de
grillage en plastique (Figure 15) ou installer des épouvantais (Kadidiatou, 2014).

20



Premiére partie Chapitre |

Figure 14 : Le travailleur a bec rouge (Quelea quelea). (Kadidiatou, 2014)
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Figure 15 : Lutte contre les oiseaux (Loumerem, 2004).

L’importance du millet combinée aux contraintes auxquelles est soumise cette ceréale fait
apparaitre la nécessité de 1’améliorer. Car c’est le meilleur moyen pour lutter contre les
contraintes biotiques et abiotiques. Prospecter dans le domaine de la génétique semble a I’heure
actuelle 1’une des plus grandes options d’amélioration. (Kadidiatou, 2014).
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Introduction

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent en fonction
des especes et, bien que leurs réles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils
interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec son entourage, tels que les parasites,
les pathogenes et les predateurs, mais aussi les pollinisateurs et les disséminateurs. Ces
différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des composés secondaires
(Krief, 2003).

1. Définition

Les métabolites secondaires sont des composés phytochimiques indirectement impliqués
dans les processus vitaux de bases (la croissance, la division cellulaire, la respiration, la
photosynthése, la reproduction), contrairement aux métabolites primaires. Ils vont avoir des

fonctions spécifiques en réponse & une adaptation a un environnement (Macheix et al., 2005 ;
Li-Marchetti & Quenum, 2020). Certains des principaux rdles pour la plante sont :

> La protection des plantes contre ravageurs et pathogénes
> L’allélopathie (compétition plante-plante)
> La symbiose plante-microbe au niveau des nodules racinaire

> La couleur, I’odeur et le gout. Ils peuvent donc servir d’attractifs pour les
pollinisateurs.

Les métabolites secondaires présents dans les plantes ont une forte utilisation en médecine pour
prévenir diverses maladies qui vont de la migraine au cancer. (Rooney & Mc. Donough, 1987 ;
Vietmeyer, 1996 ; Li-Marchetti & Quenum, 2020).

 Métabolisme Vegeétal

S /

I ) N ™~

Métabolisme Secondaire (Non
vital) : Adaptation de la plante
a son environnement.

Métabolisme primaire (Vital) :
Croissance, Reproduction,...

A

Y AW

' N N N N N —
Alcaloides
Glucides Lipides Protéines Phénols Terpenes (Composés
azotés)
'\‘7 v ‘\_, S ‘\_, S '\_, / '\‘7 v '\‘7 /

Figure 16 : Classification des métabolites secondaires. (Labbani, 2021)
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Actuellement, nous avons pu décrire plus de 20.0000 métabolites secondaires classés
selon leurs appartenances chimiques (Labbani, 2021).

2. Classification des métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont classés en plusieurs classes : Les alcaloides, les terpenes,
les stérols, les stéroides, les saponines et les composés phénoliques (Nsemi, 2010).

2.1 Les alcaloides

Les composés azotés se divisent en deux groupes : les acides aminés (qui n’appartiennent
pas aux métabolites secondaires) et les alcaloides. Ces derniers sont des composés organiques
naturels hétérocycliques avec un atome d’azote comme hétéroatome. Ce sont des substances a
caractére alcalin. Les alcaloides constituent un des groupes de métabolites secondaires
contenant de 10000 a 12000 différentes structures (Stockigt, 2002 ; Nsemi, 2010).

Dotés d’une structure moléculaire complexe, beaucoup d'entre eux sont toxiques (comme
la strychnine ou l'aconitine), mais d’autres sont employés dans la médecine pour leurs
propriétés analgésiques (comme la morphine, la codéine) (Figure 17), sédatifs (atropine) et
anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine). La morphine a été le premier alcaloide isolé
dans I'opium (vers 1805). Puis on découvrit la strychnine (en 1818) (Nsemi, 2010).

B _O

A HO H.C
3

H

HO™"

Figure 17 : Les alcaloides.
(A) : La morphine, (B) : La codéine (Le-Quan-Sang, 2005 ; Michenot, 2018).

2.2 Les terpénes

Les terpenes forment une classe d'’hydrocarbures. Ce sont des dérivés de I'isopréne CsHg
(Figure 18 A) ayant pour formule de base des multiples de celle-ci (CsHs)n, produits par de
nombreuses plantes, en particulier les coniféres. Ce sont des composants majeurs de la résine
et de I'essence de térébenthine produite a partir de résine. (Nsemi, 2010). Le (n) peut atteindre
100 et plus (caoutchouc). Leur nom vient de la turpentine, la plante dans laquelle ils ont été
identifiés la premiére fois. lls existent tres peu chez les animaux (squalene chez les requins).
Les terpenes dérivent de la polymérisation/cyclisation de precurseurs uniques en C5 : Le
dimethylallyl diphosphate (DMAPP) (Figure 18 B1) et I’isopentenyl diphosphate (IPP)
(Figure 18 B2), ce dernier est une forme activée de I’isopréne. La (Figure 19) résume la voie
métabolique globale de biosynthése des terpenes. Les terpénes sont classés selon la valeur du
(n) comme dans le tableau V1. (Chibani, 2023).
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A Bl/k/\ O O B2 cH, o 0
CH, NN0B0P0 et o

I
P
Yy 6% 6°
H.C O O
2L . ) Isopentenyl diphosphate (IPP)
CH Dimethylallyl diphosphate (DMAPP)

3 forme activée de lisopréne

Figure 18 : Unité de base des terpenes.
A : L’unité isoprene (CsHg) ; B1 : Dimethylallyl diphosphate (DMAPP) ; B2 : Isopentenyl
diphosphate (IPP) (Nsemi, 2010 ; Chibani, 2023).

Les molécules précurseurs
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IPD
PPi
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Diterpénes(C,,) [ Géranyl Géranyl-P-P (C, )---------- » Tetraterpénes (C,;)
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Poly Prényl-P-P ——» Dolichols
polyterpenes Solanésyl-P-P(C,;) —» Chaine latérale de la plastoquinone et
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Tocophérols
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IPD

Caoutchouc
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Déca Prényl-P-P(C;;) — Chaine latérale de I’ubiquinone Q,,

Figure 19 : La voie métabolique globale de la synthese de différentes classes de terpénes
(Chibani, 2023).

Tableau VI : Classification des terpénes (Chibani, 2023).

Nom Nombre de Valeur den Exemples
carbones
Hémiterpenes 5 n=1 Compose volatile
Monoterpenes 10 n=2 Géranylpyrophosphate
Sesquiterpenes 15 n=3 Farnesylpyrophosphate
. . Phytol (linéaire), rétinol et le rétinal
Diterpénes 20 =4 ytc_J (linéaire), retinol et le rétina
(cycliques)
Sesterpénes 25 n=5 3,7,11,15,19-pentamethyleicosane
Triterpenes 30 n=6 Squaléne
roténoi (OtéNoi
Tetraterpénes 40 n=8 C_a ot 0|d,e s,igpoca qte o_|des,
diapocaroténoides, mégastigmanes
Polyterpenes >40 n>8 Prenylchoinones : Vitamines Ky, Kz et E.
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2.3 Les stérols

Ce sont des dérivés des phytostérols. Ces composes sont naturellement présents dans la
fraction lipidique des plantes. lls ne sont pas synthétisés par le régne animal, ils ne peuvent étre
apportés que par l'alimentation. Leur structure générale est composée de 4 cycles. Plusieurs
études ont déemontré que les phytostérols réduisent I'absorption du cholestérol dans I'intestin
gréle. L’exemple le plus courant de stérol est le cholestérol (Figure 20) (Nsemi, 2010).

Figure 20 : Le cholestérol (Nsemi, 2010).

2.4 Les stéroides

Les stéroides constituent un groupe de lipides dérivant de triterpénoides (lipides a 30
atomes de carbones), majoritairement le squaléne (Figure 21). lls se caractérisent par un noyau
stérane hydrophobe (ex. : cortisol) partiellement ou totalement hydrogéné. Habituellement, les
carbones C10, C13 sont liés a un groupe méthyle et le carbone C17 est lié a un groupe alkyle.
En médecine le terme «stéroide» fait référence aux hormones stéroidiennes. Dans un contexte
sportif, «stéroide» est habituellement employé pour désigner les stéroides anabolisants (Nsemi,
2010).

Squaléne

Cortisol

Cholécalciférol

Figure 21 : Structure de la squalene, Cortisol et cholécalciférol (Nsemi, 2010).
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2.5 Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, car ces composés
moussent une fois agités avec de 1’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique
leur comportement moussant en solution agueuse. Fondamentalement, on distingue les
saponines stériques et les saponines triterpéniques dérivant tous deux biosynthétiquement de
I’oxyde de squaléne (Manach et al., 2004). La saponine de soja est un exemple (Figure 22).

OH

HOH,C OH
OH

Figure 22 : Saponine de soja (Nsemi, 2010).

De nombreuses revues rapportent que les saponines existent dans les plantes sous forme
biologiquement active et sont impliquées dans la phyto-protection antimicrobienne. Les
propriétés biologiques de ce métabolite secondaire sont utilisées en médecine traditionnelle,
dans I’industrie pharmaceutique vu leur activité anticancéreuse et anti tumorale et dans
I’industrie alimentaire et cosmétique. Les applications des saponines s’étendent méme a
I’agriculture, avec utilisation pour l'assainissement des sols et pesticides naturels (Hostettman
& Marston, 1995 ; Kim et al., 1995 ; Osbourn, 1996a ; Osbourn, 1996b ; Nebeling, 2002 ;
Park et al., 2005 ; Kobayashi et al., 2006 ; Chen et al., 2008 ; Chapagain et al., 2007 :
Manase, 2013 ; Wojciechowski, 2013).

2.6 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes proposées
par Harborne (1980) (Tableau V1I). Ces composés se différencient, d'abord, par la complexité
du squelette de base (allant d'un simple C6 a des formes trés polymérisées). Ensuite par le degré
de modifications de ce squelette (degré d'oxydation, d'hydroxylation, de méthylation...), enfin
par les liaisons possibles de ces molécules de bases avec d'autres molécules (glucides, lipides,
protéines ou autres métabolites secondaires) (Macheix et al., 2005).

Le terme « polyphénols» est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans
des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner l'ensemble des composés
phénoliques des végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions phénols (Macheix et al., 2005).
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Tableau VII : Classification des composés phénoliques (Harborne, 1988 ; Macheix et al.,

2005).
Squelette ..
carbong Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phenols s!mples Catéchol Acacia a cachou
(Monophénols)
Acides . i :
C6-C1 hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Acides . . Acides cafeique, féruligue  Pomme de terre,
C6-C3 hydroxycinnamiques o ” .
. Scopolétine, esculétine pomme, Citrus
Coumarines
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine
C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol Vigne
Flavonoides
Flavonols Kaempferol, quercétine Fruits, legumes,
fleurs
- , - Fleurs, fruits
C6-C3-C6 Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine
rouges
Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Daidzeine Soja, pois
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
- Bois, noyau des
(C6-C3)n Lignines fruits
C6-C3-C6 Biflavonoides Amentoflavone
(C6-C3-C6)n Tannins et tanins Raisin rouge, kaki

condensés

2.6.1 Les non flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides
phénoliques, les naphtoquinones, les xanthones, les stilbénes, les lignanes et lignines, les
coumarines et les tanins (Nsemi, 2010).

2.6.1.1 Les acides phenoliques

On distingue deux principales classes d’acides phénoliques (Tableaux VIII et IX) : les
dérivés de I’acide benzoique et les dérivés de ’acide cinnamique. Les dérivés de 1’acide
benzoique sont assez rares dans I’alimentation humaine par contre ceux d’acides hydroxy
cinnamiques sont tres présents. (Macheix et al., 2005).
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Tableau VIII : Dérivés de I’acide benzoique (Nsemi, 2010).

Formule générale Composé Rl R2 R3 R4
R, Ac. Benzoique H H H H
0 Ac. Salicylique OH H H H
Ac. P-hydroxy-benzoique H H OH H

OH Ac. Gallique H OH OH OH
Rs R, Ac. protocatéchique H OH OH H

Tableau IX : Dérivés de I’acide cinnamique (Nsemi, 2010).

Formule générale Compose Rl R2 R3 R4
Ry Ac. Cinnamique H H H H
Ac. o-coumarique OH H H H
% \ / Ac. m-coumarique H OH H H
Ac. p-coumarique H H OH H
oo on Ac. caféique H OH OH H

2.6.1.2 Les naphtoquinones

Ce sont des dérivés d'oxydation du naphtaléne. Ce sont des structures chimiques présentes
dans un certain nombre de substances naturelles, par exemple la vitamine K, la juglone du noyer
(Juglans regia), la lawson du henné (Lawsonia inermis), la plumbagone des droséras (Drosera
rotundifolia). Certains isoméres des naphtogquinones présentent une certaine, d’autres sont
utilisés comme colorants (Académie Nationale de Pharmacie, 2023).

1,4-naphtoquinone 1,2-naphtoquinone

Figure 23 : Deux isomeres de naphtoguinones (Acadéemie Nationale de Pharmacie, 2023)

2.6.1.3 Les xanthones

C’est une famille constituée des composés polyphénoliques généralement isolés dans les
plantes supérieures et dans les microorganismes réepondant a une structure de base (C6-C1-C6).
Des études touchant plusieurs types de cellules animales ont prouvé que les xanthones ont des
effets anticancéreux. La structure de base, la classification et la structure chimique de certains
xanthones les plus communs sont schématisés dans la figure 24 (Han et al., 2006 ; Shao et al.,
2008 ; Huang et al., 2010 ; Lee et al., 2010 ; Xu et al., 2011 ; Zhang et al., 2012 ; Song et
al., 2015 ; Barbosa et al., 2016 ; Tang et al., 2016 ; Yang et al., 2017 ; Miladiyah et al.,
2018 ; Wei et al., 2018 ; Kaennakam et al., 2019 ; Yuanita et al., 2019 ; Zamakshshari et
al. 2019 ; Ataci et al., 2020 ; Oanh et al., 2021 ; Wang et al., 2021 ; Yehezkiel et al., 2021).
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Figure 24 : Squelette de base et classification des xanthones (Yehezkiel et al., 2021).

2.6.1.4 Les stilbénes

Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine, parmi ces
composés on trouve le trans-resveratrol (Figure 25) qui est un anticancereux présent dans
certaines plantes médicinales (Macheix, 2005 ; Nsemi, 2010).
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OH

OH ‘\\

OH

Figure 25 : Le trans-resveratrol (Nsemi, 2010).

2.6.1.5 Les lignanes et les lignines

Les lignanes répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)., I’unité (C6-
C3) est considérée comme un propylbenzéne (Nsemi, 2010). Les lignanes se trouvent
essentiellement dans les graines d’oléagineux. (Macheix, 2005).

Quatre groupes de lignanes peuvent étre cités : Les lignanes : se trouvent souvent dans le
bois des Gymnospermes et dans les tissus soumis a lignification chez les Angiospermes. Les
néolignanes : surtout présents chez les espéces primitives (Magnoliales, Pipérales). Les
"oligomeéres" : condensation de 2 a 5 unités phénylpropaniques, et enfin les norlignanes avec
un squelette en C17 (Krief, 2003).

Quant aux lignines, ils constituent une classe importante de produits naturels dans le régne
vegétal et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeres) qui sont
les alcools p-coumarique, coniférique et sinapique. (Jutiviboonsuk et al., 2005).

0 ()

OH

OCH,C

CIH

Figure 26 : Le matairesinol (lignane isolé a partir du vin rouge) (Nsemi, 2010).

2.6.1.6 Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone (Figure 27 A). lls ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en 1820 dans
le Coumarouna odorata. Aujourd’hui, prés de 1000 composes coumariniques sont isolés dans
plus de 800 espéces de plantes et de micro-organismes. Dans les plantes, on les rencontre chez
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les Apiacees, les Astéracées, les Fabacées, les Rosacées, les Rubiacées, les Rutacées et les
Solanacées (Vogel, 1820 ; Sakagami et al., 2005 ; Stefanachi, 2018).

Du point de vue structural, ils sont classés en coumarines simples avec des substituants
sur le cycle du benzene, les furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines
substitués en position 3 et/ou 4 (Sakagami et al., 2005 ; Nsemi, 2010 ; Batista et al., 2021).
La coumarine et certains de ses dérivés sont devenus des medicaments tel que la novobiocine
(antibiotique) (Figure 27 B), qui est un puissant inhibiteur de I'ADN-gyrase bactérienne
(Stefanachi et al., 2018).

A B ONa . OH
: . N Xy CHs
CH,
3 o O o

o} CH3
HsCO 0
CH;
0.0 OH
NH,

Figure 27 : Les coumarines.
A : Structure de base des coumarines (le benzo-2-pyrone) ; B : La novobiocine (Stefanachi
et al., 2018).

2.6.1.7 Les tanins

Le terme tanin est dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la
transformant en cuir par le dit composé. Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut
poids moléculaire. Ce sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des
complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes
digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et
aux nombreux éléments minéraux. Diverse expériences ont prouvé que les tannins, ont une
action analgésique et anti-inflammatoire. On distingue les tanins hydrolysables et les tanins
condenseés (Alkurd et al., 2008 ; Ojewole, 2008 ; Hamma, 2009 ; Nsemi, 2010).

2.6.1.7.1 Les tanins hydrolysables

Ces tanins sont des dimeres de I’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle, Ils
comprennent 1’acide gallique et les produits de condensation de son dimere, 1’acide
hexahydroxydiphénique (Figure 28). Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent
facilement une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et de
I’eau chaude (Conrad, 1998 ; Nsemi, 2010).
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Figure 28 : Exemple d’un acide hexahydroxydiphénique : 1’isoterchebuline (Nsemi, 2010).

2.6.1.7.2 Les tanins condensés

Appelés aussi pro-anthocyanidines ou procyanidines, ce sont des polyphénols de masse
molaire élevée (Wollgast & Anklam, 2000 ; Dykes & Rooney, 2006). Selon Ming-Hsuan
et al. (2016), ces composés auront une capacité anti radicalaire et des propriétés de
modulation des maladies chroniques (Nsemi, 2010).

HO OH OH OH

Figure 29 : Tanin condensé : prodelphinidine (Nsemi, 2010).

2.6.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont un groupe de composés polyphénoliques produits dans les plantes
en tant que métabolites secondaires. Les flavonoides sont largement présents dans les fruits, les
légumes et autres cultures vivrieres. Ils s'accumulent généralement dans les vacuoles des
cellules végétales sous forme de glycosides. (Gentile et al., 2018 ; Williamson et al., 2018 ;
Guven et al., 2019 ; Nan et al., 2022).
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Dans leur structure chimique, les flavonoides ont trois anneaux (C6-C3-C6) comme
squelette de base étiquetés A, B et C (Figure 30). Sur la base de degré d'oxydation de
I'nétérocycle central, les flavonoides sont généralement classés en sept sous-classes : les
flavonols, les flavones, les isoflavones, les anthocyanidines, les flavanones, les flavanols et les
chalcones (Nan et al., 2022).

Les bienfaits de ces composés sont trés nombreux, ils ont des propriétés antioxydantes,
anti inflammatoires, veinotoniques, anti tumorales, analgésiques, antiallergiques,
antispasmodiques, antibactériennes, hépato protectrices, ostrogéniques et/ou anti-
ostrogeniques. Ils sont également connus pour moduler I’activité de plusicurs enzymes ou de
récepteurs cellulaires. D’autres études montrent que les flavonoides réduisent la coagulation du
sang et luttent contre I'athérosclérose et réduisent le risque de la thrombose (Masquelier et al.
1979 ; Bruneton, 1993 ; Okamura et al., 1993 ; Hollman et al., 1996 ; Saloum, 1996 ;
Middleton et al., 2000 ; Wollgast et al., 2000 ; Nebeling, 2002 ; Romani et al., 2003 ; Ito et
al., 2005 ; Kubata et al., 2005 ; Macheix et al., 2005 ; Sannomiya et al., 2005 ; Verschoyle
etal., 2006 ; Kim et al., 2009 ; Nsemi, 2010 ; Gentile et al., 2018 ; Williamson et al., 2018 ;
Guven et al., 2019 ; Nan et al., 2022).
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Figure 30 : Les flavonoides.

(a) : structure de base, (b) : classes de flavonoides et quelques exemples, (c) : sources riches en flavonoides (Nan et al., 2022).
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2.6.2.1 Les flavanols

Les flavanols, également connus sous le nom de flavan-3-ols, sont caractérisés par le
groupe hydroxyle li¢ a la position 3 du cycle C. L’absence de double liaison entre les positions
2 et 3 les différe de nombreux autres flavonoides. Les flavanols sont des monoméres. 1ls sont
abondants dans divers fruits, notamment les pommes, les cerises, les prunes, les abricots et les
baies, et en particulier dans les peaux de fruits (Figure 30) (Nan et al., 2022). Il a été confirmé
que les flavanols facilite I'amélioration permanente de la fonction endothéliale et prévient le
développement de maladies cardiovasculaires (Sanchez et al., 2018 ; Guven et al., 2019).

2.6.2.2 Les anthocyanes

Les anthocyanes sont instables et sont généralement présentes sous forme
d'anthocyanines sous la forme glycosylées. Ce sont des pigments qui donnent aux fleurs et
aux fruits leur couleur. A ce jour, plus de 650 composés anthocyaniques ont été identifiés
dans les plantes. Les formes les plus abondantes sont la delphinidine, la cyanidine, la
pétunidine, la péonidine, la malvidine et la pélargonidine. Ils sont abondants dans les fruits
et les légumes (Figure 30). lls jouent un role d’antioxydant. lls piegent notamment les
especes azotées. En plus ils décomposent le cholestérol, améliorent I'acuité visuelle et la
préviennent les maladies cardiovasculaires chez I'Homme. lls sont utilisés également comme
colorants alimentaires (Harbone, 1967 ; Teng et al., 2017 ; Krga, 2018 ; Pan et al., 2019 ;
Soares et al., 2019 ; lorizzo et al., 2020 ; Tena et al. 2020 ; Zeng et al., 2020 ; Cruz et al.,
2021 ; Houghton et al., 2021 ; Nan et al., 2022).

2.6.2.3 Les flavanones

Les flavonones, également appelées dihydroflavones, ils ont un cycle C saturé ce qui les
repousse des autres flavonoides. Les flavanones se trouvent presque exclusivement dans les
agrumes (Rutacées) (Figure 30). Le type aglycone est caractéristique des flavanones d'agrumes,
ces composés donnent au jus et a I'écorce des agrumes un godt amer. Les flavanones les plus
représentatives sont I'hespéridine et la naringine dans les oranges, I'ériodictyol dans les citrons
et la naringénine dans le pamplemousse. La naringénine peut fonctionner comme anti
inflammatoire. La naringine peut augmenter l'activité de nombreuses enzymes antioxydante,
améliorant considérablement la fonction du systéme immunitaire. Il est supposé que les
flavanones aident a récupérer une fonction thyroidienne altérée (Liu et al., 2017b ; Karim et
al., 2018 ; Chen et al., 2020b ; Miler et al., 2020 ; Nan et al., 2022).

2.6.2.4 Les flavonols

Les flavonols, également connus sous le nom de 3-hydroxyflavone, sont caractérisés par
plusieurs substitutions spéecifiques dans les cycles A et B, qui sont reliés par une chaine a trois
carbones. Les positions 5 et 7 sur le cycle A des flavonols sont remplacées par des groupes
hydroxyle. Comparés aux autres flavonoides, les flavonols contiennent plus de groupes OH tel
que la quercétine. lls sont présents dans les cellules épidermiques des tissus végétaux et filtrent
certaines longueurs d'onde solaires nocives pour protéger I'ADN (Martinez-LUscher et al.,
2019). lIs sont abondants dans certains légumes et fruits comme le brocoli, les oignons, les
asperges et les pommes (Figure 30) (Duan et al., 2021). lls présentent des activités
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antioxydante, cardioprotectrice, antibactérienne, antivirale et anticancéreuse (Cui et al., 2019 ;
Rather & Bhagat, 2020 ; Vitelli-Storelli et al., 2020 ; Nan et al., 2022).

2.6.2.5 Les isoflavones

Les principales sources d'isoflavones sont le soja. Cette classe de flavonides s'accumule
géneralement dans les plantes Iégumineuses. Disponibles aussi dans la luzerne et les pois
chiches, et en petites quantités dans de nombreux fruits, légumes, noix et céréales (Figure 30)
(Kim & Kim, 2020). IIs ont une structure moléculaire similaire aux cestrogénes animaux, elles
fonctionnent également comme des phytoestrogénes (Kuligowski et al., 2017). En plus des
effets antioxydants et anti cancer, ils suppriment I'activation excessive des cellules
immunitaires et retardent I'hypersensibilité (Brodowska, 2017) comme ils sont utilisée pour
soulager les troubles hormonaux chez la femme et luttent contre le cholestérol sanguin (Vidal
France, 2014 ; Nan et al., 2022).

2.6.2.6 Les flavones

Les flavones sont l'une des plus grandes classes de flavonoides, ils portent un substituant
phényle (Figure 30). La plupart des flavones sont présents dans le céleri, le thé, le poivron
rouge et les oranges. Les deux principales flavones comestibles sont I'apigénine et la lutéoline
(Wang et al., 2019a). L'apigénine est un piégeur de radicaux libres et un régulateur de la
défense antioxydante des cellules pancréatiques (Wang et al., 2017b), le prétraitement par ce
flavone peut réduire efficacement I'inflammation contre le cancer, les maladies
cardiovasculaires et la neuro inflammation (Ginwala et al., 2019 ; Nan et al., 2022).

2.6.2.7 Les chalcones

Les chalcones sont des flavonoides naturels a chaine ouverte (Figure 30). Ces produits
bioactifs sont largement distribués dans les familles Fabaceae, Moraceae, Zingiberaceae et
Cannabaceae (Yang et al., 2021). lls présentent un large éventail d'effets antioxydants,
antibactériens, vermifuges, antiulcéreux, antiviraux, anti protozoaires et anticancéreux (Goyal
et al., 2021). Les chalcones sont des précurseurs des flavonoides et des isoflavonoides (Zhou
etal., 2021 ; Nan et al., 2022).

2.6.3 La biosynthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent un groupe important de métabolites secondaires.
La plupart des molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques,
tyrosine et phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de facons variables suivant les
végétaux (Macheix et al., 2005).

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales : La voie de I’acide
schikimique et la voie de 1’acide malonique (Figure 31) (Dewick, 1995 ; Richter, 1993 ;
Chaouche, 2014).
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Figure 31 : Représentation des voies de biosynthése des polyphénols (Chaouche, 2014).

Il est important de citer que les composés phénoliques ont un rdle trés essentiel dans la
régenération des sols pollués. Ce processus était ignoré jusqu'a tout recemment et il consiste en
la biotransformation des matieres organiques dans le sol a I’aide des composés phénoliques

(Lemieux & Germain, 2002 ; Nsemi, 2010).
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Introduction

De nombreuses études faites a propos des radicaux libres, le stress oxydatif et I'activité
antioxydante des aliments. La détection de l'activité antioxydante ainsi que des composés
antioxydants spécifiques peut étre effectuée avec un grand nombre de dosages différents, tous
avec des avantages et des inconveénients. (Carocho & Ferreira, 2013).

1. Le stress oxydatif

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur
énergie, joue un réle capital dans la cellule. Cette activité mitochondriale fournit a la cellule
une source d’énergie importante, mais environ 0,4 a 4% d’électrons s’échappent, réagissent
directement avec I’oxygeéne dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des especes
oxygenées activées (EOA). Celles-ci sont soit des radicaux libres comme 1’anion superoxyde
0O.", ou le radical hydroxyle OH’, soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogéne H>O> ou
I’oxygene singulet Oz (Figure 32). Les métaux comme le fer et le cuivre agissent comme
catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007 ; Valéry
et al. 2007).

Lumigre UV oxydases

'0, | < 0, » | H0O,

Oxygene singulet Oxygéne eroxyde d'hydrogénes
Superoxyde
Arginine___ Cycles redox dismutases / myéloperoxidase
NADPH ox
mitochondrie
NO® 0, HOCI
i Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde

ONOO —» |OH’

peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure 32 : Origine des différents radicaux libres oxygénés (Favier, 2003).

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 1’organisme. Le mode de vie et nos habitudes
alimentaires, augmentent de facon anormale la production des EOA dans notre organisme
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(Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007). Le stress oxydant est un des facteurs potentialisant
I'apparition de maladies plurifactorielles tels que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les
rhumatismes et les maladies cardiovasculaires, comme il aggrave d’autres maladies telles que
I’arthrose, la polyarthrite rhumatoide et les arthropathies microcristallines (la goutte)
(Montagnier et al. 1998 ; Favier, 2003 ; Valéry et al. 2007).

Les radicaux oxygénés pourraient méme étre les premiers responsables de I'activation des
kinases en cas de réponse a des agressions comme l'irradiation, les cytokines inflammatoires ou
les carcinogenes chimiques. Les principales cibles des EOA sont : I’ADN, les protéines, les
lipides membranaires, et les lipoprotéines (Figure 33) (Droge, 2002 ; Favier, 2003 ; Haleng
et al., 2007 ; Valéry, 2007).

Proteins

Oxidative modification of aminoacids
Free radical mediated peptide cleavage
Formation of cross-linkage due to reaction with lipid peroxidation products

Lipids
* Base modification
L—H + OH-- H,0 + L- * Deletions
s PR L " * Production of base-free sites|
L—H + CCly0y+~ L+ +CCLOH < F'e‘f Radical — DNA | prame shifis
Targets RNA' . Strand breaks
L—H + HO-; > L- +H,0, * DNA-protein cross-links
l ¢ Chromosomal arrangements|

Sugars

Sugar non-enzymatic

— o] ldehyde sy N lizati
fragmentation glycoaldehyde o cyclization

HO
\/\CHz Autoxi&ation ey Production of
Superoxide radical (O,™)

Chain reaction leading to
a-dicarbonyl
B-dicarbonyl [~Mutagens

Figure 33 : Les différentes cibles des EOA (Pietta, 2000 ; Ratnam et al., 2006 ;
Godman et al., 2011 ; Carocho et al., 2013).

Le réle des EOA est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxigque en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, les EOA ont des
roles importants comme dans 1’apoptose, la fécondation (spermatozoide — ovule), le maintien
du tonus vasculaire, la neurotransmission et la fonction rénale. Formés en trop grande quantite,
les EOA deviennent pathologiques (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007 ; Valéry et al., 2007).

2. Les antioxydants

Halliwell & Gutteridge (1995) ont défini les antioxydants comme « toute substance qui,
lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations par rapport a celle d'un substrat oxydable,
retarde ou inhibe de maniére significative I'oxydation de ce substrat », mais, plus tard en 2007,
ils ’ont définit comme « toute substance qui retarde, prévient ou supprime les dommages
oxydatifs d'une molécule cible" (Halliwell, 2007). La méme année, Khlebnikov et al. (2007)
ont défini les antioxydants comme « toute substance qui élimine directement les EOA ou agit
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indirectement pour réguler a la hausse les défenses antioxydantes ou inhiber la production des
EOA».

Une autre propriété d’un antioxydant est la capacité, apres piégeage du radical, a former
un nouveau radical stable lors d'une oxydation supplémentaire (Halliwell, 1990).

Le systeme antioxydant humain est divisé en deux grands groupes, antioxydants
enzymatiques et oxydants non enzymatiques (Figure 34) (Carocho et al., 2013).
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Figure 34 : Les classes des antioxydants naturels (Pietta, 2000 ; Ratnam et al., 2006 ;
Godman et al., 2011 ; Carocho et al., 2013)

2.1. Les défenses antioxydantes

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes (Figure 35). On distingue deux sources d’antioxydants
(endogéne et exogene) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le
zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007 ;
Valéry et al., 2007).
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Figure 35 : Apercu des espéces oxygénées activées (EOA) dérivant de 1’oxygene et systémes
de protection permettant de limiter 1’effet toxique de ces especes.
GSH : glutathion, CI- : anion chlorure ; MPO : myéloperoxydase, SOD : super oxyde
dismutase, Se-GPX : glutathion peroxydase séléno-dépendante (Pincemail et al., 2002 ;
Haleng et al., 2007).

2.2. Lutter contre le stress oxydant

On peut lutter contre le stress oxydant en adaptant un régime alimentaire adéquat riche
en vitamines et en substances antioxydantes, prendre en supplémentation antioxydants naturels
et de synthése (Favier, 2003 ; Valéry et al., 2007). Les flavonoides dans les systémes
alimentaires agissent comme des piégeurs de radicaux libres (Barreira et al., 2008 ; Sahari &
Ardestani, 2015).

2.3. Les effets antioxydants des métabolites secondaires du mil

Sayah en 2013 a réalisé une étude qui a démontré que les composés phénoliques des
graines du millet perlé cultivé au sud Algérien ont des pouvoirs antioxydants. Egalement, Nani
et al., (2019), ont démontré que les polyphénols des grains de mil en provenance de la Wilaya
de Adrar (Algeérie) peuvent étre candidats pour la prévention et le traitement de 1’ostéosacrome
(tumeur osseuse). Pour le systéeme immunitaire, Le méme chercheur, en 2015, a prouvé que les
polyphénols et les lipides du millet perlé provenant de la méme région ont des effets
immunosuppresseurs. Ces résultats plaident en faveur de I'utilisation du régime de millet perlé
pour le traitement des maladies associées a une activation soutenue du systeme immunitaire
comme les maladies auto-immunes (Nani et al., 2015).

Une autre étude lancée par Krishnan et al. (2022) affirme que les composés phénoliques
des grains de 12 génotypes de millet perlé provenant de différentes régions climatiques de
I’Inde, inhibent les enzymes clés impliqués dans 1’hyper glycémie poste prandiale et régulent
la captation hépatique du glucose. Sachant que le stress oxydant est 1’un des facteurs
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potentialisant I'apparition de diabéte (Montagnier et al., 1998 ; Favier, 2003). Pareillement,
Marmouzi et al. (2016), ont démontré que les composés phénoliques des grains de mil cultive
au Maroc ont des propriétes antioxydantes et antibactériennes importantes.

3. Les activités biologiques
Généralités

Beaucoup de méthodes sont utilisés pour détecter I’activité antioxydante des substrats. A
savoir les techniques spectrométriques, dont la DPPH (1,1 — diphényl — 2 — picrylhydrazyl ou :
a, o — diphényl — B — picrylhydrazyl), I’ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid)), la méthode CUPRAC (Cupric ion reducing antioxidant capacity), la techniqgue FRAP
(ferric reducing antioxidant power), la méthode de la chélation des ions ferreux (la ferrozine),
la technique de la phénanthroline et la méthode SNL ou SNPAC (Silver nano particles ou Silver
NanoParticle Antioxidant Capacity). Ces techniques spectrométriques reposent toutes sur la
réaction d'un radical, cation radicalaire ou complexe avec une molécule antioxydante et sont
interprétés apres une lecture de 1’absorption grace au lecteur de microplaques ou a 1’aide d’un
spectrophotometre. Il en existe d’autres méthodes pour mesurer la capacité antioxydante, telles
que les techniques électrochimiques, la méthode des bio senseurs, les méthodes
chromatographiques a savoir la GC (Gas Chromatography) et la HPLC (high performance
liquid chromatography) (Pisoschi & Negulescu, 2011 ; Moharram & Youssef, 2014 ;
Sadeer et al., 2020 ;).

L’étude de l'activité antioxydante d’un extrait ne doit pas étre fondée sur la base d'un seul
modele de test antioxydant. En pratique plusieurs tests in vitro doivent étre réalises pour évaluer
les activités antioxydantes avec les échantillons d'intérét. (Badarinath et al., 2015 ; Sahari &
Ardestani, 2015).

3.1. Le test de piégeage du radical DPPH (1,1 — diphényl — 2 — picrylhydrazyl ou : a, a

— diphényl — B — picrylhydrazyl)

La molécule 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl ou a, a-diphényl-B-picrylhydrazyl (DPPH")
est caractérisée comme un radical libre stable a cause de I'électron de réserve sur I'ensemble de
la molécule. La délocalisation de I'électron donne naissance a la couleur violet foncé (Figure
36) caractérisée par une bande d'absorption en solution d'éthanol centrée a environ 517nm.
Lorsqu'une solution de DPPH est mélangée a celle d'un substrat (AH) qui peut donner un atome
d'hydrogene, cela donne alors la forme réduite avec la perte de cette couleur violette (Pisoschi
& Gheorghe, 2011 ; Alam et al., 2013 ; Ramona et al., 2022). Par conséquent, la diminution
de I'absorbance dépend linéairement de la concentration en antioxydant (Thaipong et al.,
2006 ; Pisoschi et al., 2009 ; Pisoschi & Gheorghe, 2011).

La réaction chimique est comme la suivante (Sadeer et al., 2020) :

DPPH*® + ArOH - DPPH — H + ArO°
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Figure 36 : Mécanisme de réaction de la méthode DPPH (Alam et al., 2013 ;
Sadeer et al., 2020 ; Ramona et al., 2022).

La décoloration agit comme un indicateur de l'efficacité antioxydante et peut étre
rapportée comme 1C-50, qui est définie comme la concentration de I'antioxydant nécessaire
pour diminuer la concentration initiale de DPPH de 50% (Dawidowicz et al., 2015 ; Zhong et
Shahidi, 2015).

Les Avantages

Technique simple, efficace et rapide (30 minutes), elle est stable. Peut quantifier les
antioxydants dans des systémes biologiques complexes, méme avec des antioxydants faibles.
Efficace pour les composés thermiquement instables, car le piégeage des radicaux est mesuré a
température ambiante. Tres sensible et précise. Une bonne corrélation avec des composés
bioactifs (phénols, flavonoides). (Bondet et al., 1997 ; Kim et al., 2002 ; Kedare et al., 2015 ;
Sadeer et al., 2020).

Les inconvénients

On ne peut réaliser des tests que sur les solvants organiques (lipophiles). La DPPH a
tendance a réagir avec les autres radicaux présents dans les échantillons testés. Impossibilité de
réaliser des tests in vivo vu lI'absence de radicaux libres DPPH chez les étres vivants. La DPPH
est sensible a la lumiere. (Kim et al., 2002 ; Min et al., 2002 ; Kedare et al., 2015 ; Schaich
etal., 2015 ; Granato et al., 2018 ; Sadeer et al., 2020).

3.2. Le test de la capacité antioxydante par PABTS (2,2’-azino-bis(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid))

Ou encore nommee Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC). Le radical
cationique ABTS™ qui absorbe a 743nm (donnant une couleur bleu vert) est formé par la perte
d'un électron par l'atome d'azote de I'ABTS'. En présence d’un antioxydant (donneur
d'hydrogene), ce dernier réduit I'ABTS™ en ABTS et le décolore (Figure 37) (Seeramet al.,
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2006 ; Pisoschi & Gheorghe, 2011 ; Alam et al., 2013 ; Vuolo et al., 2019). Le premier test
ABTS a été decrit en 1997 par Miller & Rice-Evans. Cette technique a été utilisée pour
déterminer la teneur en antioxydants de différents extraits (Pellegrini et al., 2003 ; Pisoschi &
Gheorghe, 2011).

La réaction chimique est comme la suivante (Sadeer et al., 2020) :

ABTS** + ArOH - ABTS + Ar0O°* + H*

:\l(_'.) +H
f/ ArOH N// 5 SO.H
S0.H .
jo=teon ISVt 0
HO,S 5 N
HO,S S /jN . ',_/
Pale bluc Blue-green
Re-generated ABTS ABTS'
A =734 nm
Blue-green Pale blue

Figure 37 : Mécanisme de réaction de la méthode ABTS (Sadeer et al., 2020).
Les Avantages

Le radical cationique ABTS est soluble dans les milieux organiques et aqueux. Stable
pendant plusieurs jours a I'obscurité et & température ambiante. 1l a une bonne corrélation avec
les composés phénoliques (Re et al., 1999 ; Kim et al., 2002 ; Sadeer et al., 2020).

Les inconvénients

Le radical ABTS™ n’existe pas dans la nature. Réaction lente pour la génération du radical
ABTS. Comme la DPPH, Le radical ABTS"" présente un encombrement stérique élevé autour
de son atome centré sur I'azote (Magalhées et al., 2008 ; Sadeer et al., 2020).

3.3. Le test de chélation des ions ferreux de la ferrozine (C20H12N4Na20sS2)

Le test de chélation des ions ferreux est réalisé selon la méthode décrite par Dinis et al.
en 1994. Dans des conditions légérement acides (pH 6), les composés phénoliques (Ph-OH) ne
peuvent se lier qu'a une fraction de Fe?*, tandis que les ions Fe?* restants peuvent réagir avec la
ferrozine pour former un complexe ion ferreux—ferrozine qui est stable, soluble dans I'eau et de
couleur rouge ou violet foncé (Figure 38-A). En présence d'un chélateur, la formation du
complexe est entravée, entrainant une perte de la couleur rouge ou violet foncé (Figure 38-B).
La mesure de cette diminution de couleur par spectrophotométrie donne une estimation de la
capacité de liaison du chélateur. Le complexe ion ferreux-ferrozine présente une absorbance
maximale a 562nm. Plus la valeur d'absorbance est elevée, plus la concentration du complexe
ion ferreux-ferrozine est élevée et plus la capacité de liaison du chélateur est faible (Aparadh
etal., 2012 ; Santos et al., 2017 ; Sadeer et al., 2020).
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La réaction chimique est comme la suivante (Sadeer et al., 2020) :
A: Ph— (OH), + Fe*' - Fe Complex + 2H*

B: Cy0H{;N4Na,04S, + Fe** — Fe!' — Ferozine complex
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Colourless
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Figure 38 : Mécanisme de réaction de la méthode de chélation des ions ferreux
(La ferrozine C20H12N4Na206S2) (Sadeer et al., 2020).

Les avantages

Réactifs facilement disponibles et pas chers, ¢ca demande une instrumentation simple
(Santos et al., 2017 ; Sadeer et al., 2020).

Les inconvénients

Non spécifique, car ce dosage ne réagit pas seulement avec les composés phénoliques
mais également avec les peptides et les sulfates présents dans le milieu. Parfois, les résultats du
dosage des composants bioactifs totaux (phénoliques, flavonoides) ne sont pas corrélés avec les
résultats de la chélation des métaux (Sadeer et al., 2020).

3.4. Le test de réduction de I’ion cuprique ou méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing

Antioxidant Capacity)

Le réactif oxydant de la méthode CUPRAC, le bis (neocuproine) copper (1) chloride
[Cu(l1)-Nc], réagit avec les métabolites secondaires [Ar(OH)n] de maniére ou les protons libéres
peuvent étre tamponnés avec la solution tampon d'acétate d'ammonium (AcNH.) relativement
concentrée. Dans cette réaction, les groupes réactifs Ar-OH des polyphénols sont oxydés en
quinones et Cu(ll)-Nc est réduit en chélate Cu(l)-Nc trés coloré en jaune-orange présentant une
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absorption maximale a 450nm (Figure 39) (Pisoschi & Gheorghe, 2011 ; Alam et al., 2013 ;
Ramona et al., 2022).

La réaction chimique est comme la suivante (Sadeer et al., 2020) :

Cu(Nc)3* + ArOH - Cu (Nc)i + Ar0* + H*

HL,C

HLC
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\
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/
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24
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[ArOH]*
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HLC

H.C

=0
\./
\N

O

/

O

Orange-yellow
Cu(Nc),"

Orange yellow

CH,

CH,

Figure 39 : Mécanisme de réaction de la méthode CUPRAC (Sadeer et al., 2020 ;

Les avantages

Ramona et al., 2022).

Les réactifs sont moins chers, relativement stables et plus accessibles que les réactifs
DPPH et ABTS, rapide, elle peut cribler des échantillons lipophiles et hydrophiles. Le dosage
est effectué a pH 7, qui est proche du pH physiologique. Montre une bonne corrélation avec de
nombreux composes phénoliques (Apak et al., 2005 ; Sadeer et al., 2020).
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Les inconvénients

Impossible de mesurer les enzymes antioxydantes car parfois elle nécessite une
incubation a des températures élevees (Apak et al., 2005 ; Sadeer et al., 2020).

3.5. Le test de réduction du fer ferrique du complexe ((Fe3*)-TPTZ) ou FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

La méthode FRAP (ferric reducing antioxidant power) repose sur la capacité des
antioxydants a réduire le fer ferrique Fe** du complexe ion ferrique-(2,4,6-tri(2-pyridyl)1,3,5-
triazine) ((Fe**)-TPTZ) en fer ferreux Fe?* a faible pH. La liaison du complexe formé, le (Fe?*)-
TPTZ, crée une couleur bleu marine tres intense (Figure 40). Cette réduction est suivie en
mesurant la variation d'absorption a 593nm, a l'aide d'un spectrophotometre. L'absorbance est
utilisée pour déterminer la quantité de fer réduite et sera corrélée avec la quantité d'antioxydants
(Gil etal., 2002 ; Pellegrini et al., 2003 ; Thaipong et al., 2006 ; Pisoschi et al., 2011 ; Alam
etal., 2013 ; Shi et al., 2022).

La réaction chimique est comme la suivante (Sadeer et al., 2020) :

[Fe'"'(TPTZ);]** + ArOH — [Fe''(TPTZ),]** + Ar0" + H*

| = = |

N g e N NS

\\r /"| P ArOH [ArOH] E/E\ e

AN \\
NG W)\ )\(J

g (J

Colourless Intense blue

[Fe(TPTZ),]* [Fe(TPTZ),|**

A=593 nm

Colourless Intense blue

Figure 40 : Mécanisme de réaction de la méthode FRAP (Sadeer et al., 2020 ;
Shi et al., 2022).

Les Avantages

Instrumentation simple et peu colteuse. Hautement reproductible et sensible. Elle peut
dépister un large éventail d'échantillons biologiques, qu’ils soient aqueux ou organiques. Une
bonne corrélation est généralement observée avec le test de piégeage de H.O, (Benzie et
Strain, 1996a ; Benzie et Strain, 1996b ; Berker et al., 2007 ; Choirunnisa, 2016 ; Sadeer
et al., 2020).
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Les inconvénients
La non spécificité (Benzie et Strain, 1996a ; Sadeer et al., 2020).

3.6. Le test de la réaction de I'ion ferreux (Fe®*) avec la 1,10-phénanthroline

Ce dosage est basé sur la réaction de I'ion ferreux (Fe?*) avec la 1,10-phénanthroline.
L’ion ferreux forme spécifiquement un complexe de tri-phénanthroline rouge-orange qui
absorbe au maximum entre 508 a 510nm. Ce test est utilisé depuis longtemps pour la mesure
quantitative du fer dans divers échantillons. On sait que si du peroxyde I'nydrogene est ajouté
au tube avant I'ajout de 1,10-phénanthroline, il oxydera tous les ions ferreux en ions ferriques
qui sont incapables de former un complexe rouge-orange avec la 1,10-phénanthroline (Figure
41), ainsi on constate une diminution de I’absorbance. Cette notion est exploitée pour la
détermination de H2O- dans les échantillons (Mukhopadhyay et al., 2016).

Plus simplement, il est connu que le complexe Fe-phénanthroline donne une coloration
rouge-orange. Si, dans la solution nous avons des radicaux libres OH, donc il n’y aura pas de
complexes Fe-phénanthroline car ces radicaux sont liés aux ions de fer et la phénanthroline ne

trouvera pas d’ions de fer pour former le complexe Fe-phénanthroline de couleur rouge-orange.
(Mukhopadhyay et al., 2016).

La réaction chimique est comme la suivante (Mukhopadhyay et al., 2016) :

Fe?’* + 3 Phenanthroline » (Fe — Phenanthroline)**

Hz O3

l

Foit —m— — e Mo tri-phonanthroline

comploxation

HzO;

Boavengor ~ 4 I

Folt ————= Fo?* - 3

Figure 41 : Mécanisme de réaction de la méthode phénanthroline
(Mukhopadhyay et al., 2015).

Jusqu’a Aott 2008, il n’y avait que Berker et al. (2007) qui ont utilise la méthode de la
1,10-phénanthroline pour le dosage des capacités antioxydantes de différents antioxydants et
leurs mélanges, ils étaient les premiers et les seuls (Szydlowska-Czerniak et al., 2008).
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3.7. Le teste du pouvoir réducteur de Ag* ou SNL ou SNPAC (Silver nano particles ou
Silver NanoParticle Antioxidant Capacity)

La technique été nommée « Silver NanoParticle Antioxidant Capacity » SNPAC par
’équipe de recherche de Ozytirek et al., (2012). La méthode SNPAC ou SNP porte sur la
réduction des ions Ag"* par les antioxydants en existence de graines d'argent stabilisées au citrate
trisodique (NasCsHsO7) en nanoparticules d'argent sphériques Ag®. Ce qui va fagonner une
bande d'absorption de résonance plasmonique de surface (SPR) de SNP trés intense a 423nm
(Figure 42). L'absorbance permet la détection spectrophotométrique de la présence ou pas
d’une activité antioxydante. En raison de leur petite taille (1-100nm) et de leur surface
specifique tres élevee, les nanoparticules d'argent (SNP) ont attiré beaucoup d'attention et ont
trouvé des applications dans divers domaines, notamment la médecine, la catalyse, I'ingénierie
textile, la biotechnologie, la bio-ingénierie, le traitement des eaux, I'électronique et I’optique
(Khaydarov et al., 2009).

Ar(OH)n Ar( =0)n
Ag™ +citrate ——

Figure 42 : Mécanisme de réaction de la méthode Silver NanoParticle Antioxidant Capacity
(Ozyiirek et al., 2012).
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Deuxiéme partie Chapitre | : Matériel et méthodes

Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire d’analyse des aliments, laboratoire
de biochimie, laboratoire de contrdle de qualité et le laboratoire de 1I’environnement du Centre
de Recherche en Biotechnologies (CRBt) a Constantine, du 29 Janvier au 30 Mars 2023.

Le présent travail a pour but de réaliser un extrait de deux variétés de millet perlé
Pennisetum glaucum provenant de la région de Adrar (Algérie), de comparer trois méthodes
d’extraction, de dterminer la composition physicochimique, doser les métabolites secondaires
(composes phénoliques : les polyphénols totaux, les flavonoides totaux et les tanins) et d’étudier
les activités biologiques de ces dernier.

1. Matériel

1.1. Le matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des graines de deux variétés de millet perlé Pennisetum
glaucum qui ont été fournies par M™* LABED Hanane, Doctorante a 1’Université des Fréres
Mentouri de Constantine. Les graines proviennent de la région d’Adrar (Algérie) ou elles ont
été récoltées ’année 2021 (saison agricole 2020/2021).

Les gaines de la premiére variété V1 sont de couleur jaune ayant des formes allongé a
ovale, et les graines de la seconde variété V2 ont une couleur gris-verdatre et de formes ovale
a arrondie (Figure 43).

Figure 43 : Les graines des deux variétés étudiées.

1.2. Les réactifs chimiques

Les produits chimiques utilisés dans ce travail (Tableau I, Annexe 1) ont été fournis par
le magasin des produits chimiques de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de
I’Université des Fréres Mentouri de Constantine. D’autres réactifs ont été procurés du CRBt.

1.3. Le matériel du laboratoire

Afin de réaliser I’étude au niveau du CRBt, du matériel scientifique et de laboratoire a été
utilisé (Tableau 11, Annexe 1).
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2. Méthodes de travail

2.1. Préparation des extraits

Des étapes minutieuses ont été¢ suivies pour préparer les échantillons afin d’avoir un
meilleur rendement et des résultats plus exactes que possible.
2.1.1. Lapesée

En vue de les broyer, 100g de graines de chaque variété ont été pesé grace a une balance
de précision (Figure 44) (Tableau 11, Annexe 1).

Figure 44 : La pesée des graines.

2.1.2. Le broyage et tamisage

Sans lavage préalable, les graines des deux variétés ont été broyé, chacune a part, a I’aide
d’un mortier a piston jusqu’a avoir une farine fine (entre 0,5 et 1,25mm) (Figure 45 Al et A2).
Les farines obtenues ont été tamisées avec un tamis de diamétre 1,25mm (Figure 45 B)
(Tableau 11, Annexe 1), la farine emprisonnée par le tamis a été broyée et tamisée de nouveau
jusqu’a ce que tout le résultat de broyage passe par le tamis. La farine obtenue (Figure 45 C1
et C2) a été sauvegardée a I’air ambiant, dans des boites fermées, au niveau du laboratoire 5 au
CRBt.
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Figure 45 : Broyage et tamisage.

2.1.3. L’extraction

Nous avons réalisé¢ trois méthodes d’extraction pour la variété jaune afin d’étudier le
rendement de chaque méthode en terme d’extrait brut et en terme de composés phénoliques
(polyphénals).

Pour la premiére méthode, une quantité de 509 de farine a été versée dans une fiole, 70mL
de 1’éthanol a 50/50 (v/v) ont été ajoutés. Les deux mélanges obtenus ont été soumis au
sonificateur (ou sonicateur, appelé aussi homogéniseur ultrasonique ou processeur a ultrasons)
(Figure 46 Al) (Tableau Il, Annexe 1) en gardant la température de la solution a 25°C, en
utilisant des glacons et en I’agitant Iégerement chaque 5 minutes. Le sonificateur a été
paramétré comme suite : temps : 30 minutes (10 secondes ON, 5 secondes OFF), amplitude :
60% (Figure 46 A2).

Aprés 30 minutes au sonificateur, on a obtenu un mélange (Figure 46 Bl et B2) qui
semble avoir changé d’aspect pour les deux variétés, nous avons constaté qu’il est devenu
blanchétre.

Le mélange obtenu a été filtré grace a une pompe a vide (Tableau Il, Annexe 1) en
utilisant une fiole Blichner et un entonnoir Blchner et un papier filtre fin (Figure 46 C). Nous
avons remarqué une variation de la couleur des filtras obtenus (Figure 46 D1 et D2).

Le filtras a été mis dans un ballon préalablement pesés, le poids (Po) a été ainsi noté. Le
ballon a été mis dans le rotavapeur (Tableau Il, Annexe 1). Nous avons mis le rotavapeur sous
les parametres suivants : température de bain marie fixée a 38°C sous pression de 58bar en
modulant la vitesse de rotation jusqu’a évaporation totale (Figure 46 E).
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vibra-cell

Figure 46 : Les étapes de I'extraction.

Aprés évaporation totale (environ 4 heures), nous avons obtenu 1’extrait brut. Nous avons
pesé le ballon une autre fois, par la méme balance, pour noter le poids (P1), puis nous avons
déposé I’extrait dans une boite de pétri, recouverte et sauvegardé a 1’abri de la lumiére a
température ambiante au niveau du Laboratoire 5 au CRBt. L’extrait obtenu a ét¢é nommée
(V1T1).

Pour la deuxiéme méthode, nous avons suivi les mémes étapes précédentes en modulant
seulement le temps d’exposition aux ultrasons a 45 au lieu de 30 minutes. L’extrait obtenu a
été nommé (V1T2).

Pour décoller I’extrait facilement des parois du ballon, nous avons utilis¢ un bain a
ultrason pour ballons (Figure 47 A). Pour dissoudre I’extrait dans 1’éthanol rapidement
(préparation des dilutions), nous avons utilisé un a bain ultrason pour tubes Eppendorf
(Figure 47 B) (Tableau I1, Annexe 1).
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Figure 47 : Bain a ultrason. A : Pour les ballons ; B : pour tubes Eppendorf.

La troisieme méthode a éte réalisée grace au Soxhlet comme suite : une quantité de
350mL de méthanol a été ajoutée a 20g de graines broyeées de la variété jaune dans un ballon,
préalablement pesé (Po), puis nous avons installé le ballon sur un montage Soxhlet (Extracteur
de Soxhlet) (Tableau 11, Annexe 1) avec les parametres suivants : température de bain marie
150°C pendant 4 heures (Figure 48).

Le mélange obtenu aprés 4 heures a €té évaporé au rotavapeur précédemment utilisé en
gardant la température du bain marie a 40°C et la pression a 156bar et en modulant la vitesse
de rotation au besoin jusqu’a obtention de I’extrait final (évaporation totale). Le ballon
contenant I’extrait a été pesé avec la méme balance, le poids (P1) a été noté. L’extrait obtenu
par cette méthode a été nommé (V1Sox).

Pour la variété gris-verdatre, nous avons suivi exactement les étapes décrites dans la
premiére méthode appliquées a la variété jaune, 1I’extrait obtenu a été¢ nommé (V2T1).

Figure 48 : Montage Soxhlet.
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2.2. Lerendement

Pour calculer le rendement des différentes méthodes d’extraction, nous avons noté, pour
chaque étape d’extraction, le poids des graines utilisés (Pg), le poids du ballon vide (Po) et le
poids du ballon contenant I’extrait (P1).

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

P,—P
R ) = FL=Po | 100
Pg

Ou:
R : Le rendement en (%)
Po : Poids du ballon vide (g).
P1 : Poids du ballon rempli (g).
Pg : Poids des graines utilisées (g).

2.3. Détermination de la composition physicochimique

Les caracteres physicochimiques étudiés sont : le taux de la matiére séche et d’humidité,
le taux de cendres, le taux de la matiére grasse, le taux d’azote total et des protéines totales et
la teneur en sucres totaux. Pour cela, et sans lavage préalable, des graines des deux variétés ont
été broyé grace au blender (Tableau 11, Annexe 1), puis les manipulations ont été réalisées.

2.3.1. Détermination de la teneur en eau et de la matiére séche

Pour la détermination du taux de la teneur en eau et de la matiére séche dans les graines
des deux variétés de mil, la méthode décrite par Audigié et al. (1980) a été suivie. Une quantité
de 1g de chaque variété est séchée dans une étuve (Tableau Il, Annexe 1) a 105°C. La
diminution du poids est suivie par pesée jusqu’a la stabilisation. Le taux d’humidité est calculé
selon la formule suivante :

(PAvant - PAprés) % 100

H (%) =

P hantition
Ou:
H (%) : Taux d’humidité en pourcentage.
Pavant : Poids de I’échantillon avant mise a 1’étuve en (g).
Papres : Poids de I’échantillon apres mise a 1’étuve en (g).
PEchantillon : Poids de la prise d’essai en (g).
La teneur en matiére seche est calculée selon la formule suivante :

MS (%) =100 — H (%)
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2.3.2. Détermination du taux de cendres

Afin de détecter la teneur en cendres, la technique décrite par Audigié et al. (1980) a été
suivie. Ainsi, les cendres (Figure 49) ont été obtenues par calcination a 525°C dans un four a
moufle (Tableau 11, Annexe 1), jusqu’a I’obtention d’une cendre blanchatre. La teneur en
cendres est exprimée en pourcentage (%) et est calculée selon la formule :

Py — Py
Cendres (%) = —p
e

x 100
Ou:
Po : Poids de I’échantillon avant calcination (g).

P1 : Poids de I’échantillon aprés calcination (g).

Pe : Poids de la prise d’essai (g).

Figure 49 : Les cendres.

2.3.3. Détermination du taux de la matiére grasse

Le taux de la matiere grasse est déterminé conformément aux méthodes officielles de
I’AOAC (2010), Une quantite de 1g d’échantillon de chaque variété a été placée dans une
cartouche en cellulose d’un systéme d’extraction Soxhlet semi-automatique (Figure 50)
(Tableau I1, Annexe 1). Puis, 25mL d’hexane sont ajoutées dans des creusets en aluminium
préalablement lavés, séchés et tarés (Po). L’extraction se fait par ébullition du solvant et
condensation de ses vapeurs par un réfrigérant. Cette extraction dure environ 1 heure. Ensuite,
les creusets sont mis dans 1’étuve réglée a 105°C durant 24 heures pour éliminer completement
le reste du solvant. Les creusets sont ultérieurement refroidis dans un dessiccateur et pesés de
nouveau (P1).

La teneur en matiere grasse est exprimée en pourcentage (%) et calculée selon la formule
suivante :
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P,—P
MG(%)=(1P—0) x 100

e
Ou:

Pe : Prise d’essai de I’échantillon.

Po : Poids du creuset vide.

P1 : Poids du creuset apres 1’extraction (contenant 1’extrait gras).

Figure 50 : Extraction de la matiére grasse a I’aide d’un appareil a systéme Soxhlet semi-
automatique.

2.3.4. Détermination du taux de I’azote total et des protéines totales

A I’aide d’un appareil Kjeldahl (Figure 51) (Tableau 11, Annexe 1), I’azote total est
déterminé par la méthode de Kjeldahl (suivant le protocole fourni par le fournisseur de
I’appareil Kjeldahl : FOSS Scino Co., Ltd.).

Dans les matras de minéralisation, 0,5g de 1’échantillon sont mélangées avec 0,5g de
sulfate de cuivre (CuSQsy), puis 10mL d’acide sulfurique (H,SO,) concentré sont ajoutés. Les
mélanges sont laissés réagir 15 minutes a froid puis portés, dans le bloc de minéralisation a
420°C jusqu’a digestion complete (mélange limpide) (dans notre cas, la digestion a pris plus de
5 heures). Aprés la digestion, les matras sont laissé refroidir. Dans chaque matras, 50mL d’eau
distillée (H20) et 50mL de I’hydroxyde de sodium (NaOH) & 35% sont ajoutés, puis sont laissés
réagir pendant 10 minutes. Le contenu des matras est ensuite transvasé dans les tubes de
distillation.

Durant I’étape de distillation, chaque tube est introduit dans le bloc de distillation, ou les
vapeurs chargées d’ammoniac (qui sont dégagés sous I’effet de vapeur d’eau bouillante injectée
dans les tubes) sont récupérées dans des erlenmeyers de 100mL contenant 25mL de solution
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d’acide borique (H3BO3) a 4% et 3 gouttes de I’indicateur coloré de Tashiro (mélange de rouge
de méthyle 0,2% et bleu de méthyléne 0,1%). La présence d’ammoniac dans le milieu est
indiquée par I’apparition de la coloration jaune claire dans les erlens. L’étape de distillation est
arrétée lorsque le volume de la solution dans les erlens atteint 200mL (environ 3 minutes de
distillation).

L’ammoniac dégagé par I’échantillon (récupéré dans les erlens) est mesuré par titration
avec une solution d’acide sulfurique (H,SO,) a 0,05N. La neutralisation est achevée lorsque la
coloration vire vers le rose. Le volume (VEechantilon) de 1’acide sulfurique consommé est alors
enregistré. Un blanc est aussi réalisé dans les mémes conditions sans échantillon, et le volume
d’acide sulfurique consommé pour le blanc est aussi enregistré (Veianc). La teneur en azote est
exprimée en pourcentage (%) et est calculée par la formule suivante :

(Véchuntillon - VBlunc)

Azote total (%) = P XS %X 14,007 x 100

Ou:
VEchantillon : Volume de H,SO, consommé lors de la titration de 1’échantillon (mL).
VBlanc : Volume de H,SO, consommé lors de la titration du blanc (mL).
S : Normalité de H,SO, utilisé pour la titration (N).
P : Prise d’essai d’échantillon (g).

La teneur en azote libéré est multipliée par un facteur de conversion pour déduire la teneur
en protéines totales. Le facteur de conversion varie entre les especes. Pour le mil, il équivaut a
6,25.

Le résultat est calculé selon la formule ci-dessous et est exprimé en pourcentage puis
converti en gramme par 100 gramme de matiere séche (g/100g MS).

Teneur en proteines totaux = Azote total X 6,25

Figure 51 : Appareil Kjeldahl : A : Unité de minéralisation ; B : Unité de distillation.
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2.3.5. Détermination de la teneur en sucres totaux

Les sucres totaux sont déterminés par la méthode phénol-acide sulfurique, appelée
communément la méthode du Dubois et al. (1956).

Les sucres, a chaud en présence d’acide fort, se déshydratent et forment des dérivés
furaniques (furfural dans le cas de pentoses et hydroxymethylfurfural dans le cas d’hexoses),
qui se condensent avec le phénol pour donner un complexe jaune-orangé dont le maximum
d’absorption est entre 480 et 490nm.

Une hydrolyse a été réalisée pour libérer les sucres constitutifs des polysaccharides
présents dans les échantillons de mil. Une prise d’essai de 0,2g d’échantillon en poudre est
hydrolysée avec 10mL d’une solution d’acide sulfurique (H,SO,) a 0,5M, puis portée a 105°C
pendant 3 heures. Aprés refroidissement, I’hydrolysat est filtré (Figure 52 A) via papier filtre
fin et le filtrat est récupéreé dans des tubes a essai en verre. L’étape suivant consiste a mélanger
une quantité de 0,3mL du filtrat (dilué & 1%o) avec 0,3mL de solution de phénol (5%, P/V) et
1,5mL d’acide sulfurique (H,SO,) concentré, le contenu a été bien mélangé (Figure 52 B1 et
B2) puis incubé a 105°C pendant 5 minutes (Figure 52 C1 et C2). Les tubes ont été gardés a
I’obscurit¢ pendant 30 minutes (refroidissement et développement de la coloration).
L’absorbance est ensuite mesurée a 490nm.

Figure 52 : Les étapes de dosage des sucres.
A : Lafiltration ; B1 : Filtrat sans dilution, B2 : Filtrat avec dilution a 1%o ; C1 : Résultat de la
variété jaune apres incubation ; C2 : Résultats la variété gris-verdatre aprés incubation.
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La teneur en sucres totaux est déterminée en référence a une courbe d’étalonnage obtenue
avec le glucose (Figure 1, Annexe 2) selon 1’équation suivante :

y=5,3516x
=0,9955

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent glucose par millilitre
(mg EG/mL) puis convertis en gramme d’équivalent glucose par 100 gramme de matiére séche
(g EG/100g MS).

2.4. Détermination de la teneur en composes phénoliques

Pour réaliser ces dosages, une quantité de 1mg d’extrait de chaque variété étudiée a été
dilu¢ dans 1mL d’éthanol, différentes dilutions de cette solution mere ont été préparées
(Figure 53). Pour chaque manipulation, trois répétitions ont été réalisées. Un blanc est aussi
préparé pour chaque manipulation, dans les mémes conditions, et en trois répétitions.

c:aa. S

- - - -\ T

Figure 53 : Les dilutions de la variété jaune et de la variété gris-verdatre.

2.4.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La méthode utilisée est celle rapportée par Muller et al. (2010) réalisée a 1’aide du réactif
Folin-Ciocalteu. Ce dernier est composé d’acide phospho-tungstique (H3PW12040) et d’acide
phospho-molybdique (HsPMo12040) qui se réduisent, par les composés phénoliques et dans un
milieu basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la
coloration bleue produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
I’ extrait.

Un volume de 20uL de chaque dilution est mélangé avec 100uL du réactif de Folin-
Ciocalteu récemment préparé (1:10). Une gquantité de 75uL de carbonate de sodium (Na.CO) a
7,5% est additionnée. Un blanc est préparé de la méme maniére et dans les mémes conditions
en remplacant 1’extrait par le solvant utilisé (éthanol). Le mélange réactionnel est laissé a
I’obscurité durant 2 heures a température ambiante. L’absorbance de la coloration bleue
développée est mesurée au lecteur de microplaques a 765nm (Figure 54)
(Tableau 11, Annexe 1).

64



Deuxiéme partie Chapitre | : Matériel et méthodes

Le dosage a été fait pour les trois extraits de la variété jaune (V1T1, V1T2 et V1Sox) et
I’extrait de la variété gris-verdatre (V2T1).

Figure 54 : Lecteur de microplaques.

La teneur en composés phénoliques est determinée en référence a une courbe
d’étalonnage obtenue avec 1’acide gallique (Figure 2, Annexe 2) selon 1’équation suivante :

y =0,0034x + 0.1044
R? = 0,9972

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalents d’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mQ), puis convertis en milligramme équivalents d’acide
gallique par 100 grammes de matiére séche (mg EAG/100g MS).

2.4.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

La teneur en flavonoides des extraits a €té déterminée en utilisant la technique
colorimétrique décrite par Choi et al. (2006) avec de fines modifications.

Les flavonoides peuvent étre dosés en utilisant 1’une de leurs propriétés structurales : la
chélation des cations métalliques. Dans un milieu contenant des ions AI®*, les flavonoides se
complexent avec ces cations grace a leurs groupements hydroxyles, en formant une coloration
jaune dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de flavonoides présents dans 1’extrait.

Ainsi, 20uL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5% sont ajoutés a 50uL de chaque dilution
déja préparée, puis on additionne 20uL de chlorure daluminium (AICl3) a 10% et 100uL
d’hydroxyde de sodium (NaOH). Un blanc est préparé de la méme maniére et dans les mémes
conditions en remplagant 1’extrait par le solvant I’éthanol. Une incubation pendant 40 minutes
a température ambiante a été réalisée, 1’absorbance est mesurée au lecteur de microplaques a
415nm.

Le dosage a été fait pour I’extrait de la variété jaune (V1T1) et la variété gris-verdatre
(V2T1).
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La teneur en flavonoides totaux est déterminée en référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec la quercétine (Figure 3, Annexe 2) selon 1’équation suivante :

y =0,005x + 0,0399
R? = 0,9988

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalents de quercétine par
milligramme d’extrait (ug EQ/mg), puis convertis en milligramme équivalents de quercétine
par 100 grammes de matiere séche (mg EQ/100g MS).

2.4.3. Détermination de la teneur en tanins

Le taux des tanins condenses a été déterminé selon la technique décrite par Broadhurst
& Jones (1978). Nous avons déposé 10uL de chaque dilution dans les puits d’une microplaque,
nous avons ajouté 160uL de la vanilline a 4% et 80uL de HCI. Aprés incubation a température
ambiante pendant 20 minutes, nous avons procédé a la lecture a 1’aide d’un lecteur de
microplaques a 500nm face & un blanc préparé a la catéchine.

Le dosage a été fait pour I’extrait de la variété jaune (V1T1) et la variété gris-verdatre
(V2T1).

La teneur en tanins condensés est déterminée en référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec la catéchine (Figure 4, Annexe 2) selon 1’équation suivante :

y = 1,5683x — 0,0091
R? = 0,9996

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme d’équivalent de catéchine par
milligramme d’extrait (ug EC/mg), puis convertis en milligramme d’équivalent de catéchine
par 100 grammes de matiere seche (mg EC/100g MS).

2.5. Etude des activités biologiques

Pour étudier les activités biologiques des extraits obtenus, une quantité de 4mg d’extrait
de chaque variété étudiée a été dilué dans 1mL d’éthanol, différentes dilutions de cette solution
meére ont été préparées. Pour chaque manipulation, trois répétitions ont été réalisées. Un blanc
est aussi préparé pour chaque test, en trois répétitions et dans les mémes conditions.

2.5.1. Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH")

Pour le test DPPH, le protocole décrit par Blois (1958) a été suivi avec optimisation.
L’activité anti-radicalaire des deux extraits de la variété jaune et de la variété gris-verdatre a été
déterminée en utilisant le radical libre 2,2’-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH"). En effet, les
composeés a activité anti-radicalaire piegent le DPPH" en lui cédant un atome d’Hydrogéne, ce
qui conduit a une décoloration qu’on peut suivre par spectrophotométrie a 517nm (Popovici et
al. 2009).

De ce fait, un volume de 40pL de chaque dilution de I’extrait est ajouté a 160uL de
solution méthanolique de DPPH a 6% (Annexe 3). Un témoin (blanc) est préparé en parallele
en remplagant les 40uL d’échantillon par de 1’éthanol. Aprés incubation de 30 minutes a
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température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance est déterminée & 517nm dans un lecteur de
microplaques.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du radical DPPH" selon la
formule suivante :

P _ (At B Ae)
Inhibition de la DPPH (%) = — x 100
Ou:
At : Absorbance de témoin (blanc).

Ae¢ 1 Absorbance de la solution qui contient 1’échantillon.

2.5.2. Test de piégeage de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS™)

Ce test est déterminé selon la méthode de Re et al. (1999) avec une amélioration. En
présence d’un antioxydant (donneur d'hydrogéne) qui réduit 'ABTS™" en ABTS et le décolore,
entrainant la perte de sa couleur bleu-vert (Seeramet al., 2006).

La solution ABTS a été préparée au prealable (Annexe 3). Un volume de 160uL de la
solution de ’ABTS préparée a été ajouté a 40uL de chaque dilution de notre extrait. Le blanc
est préparé en parallele suivant le méme protocole en remplagant 1’extrait par 1’éthanol. Aprés
10 minutes d’incubation a 1’obscurité, I’absorbance a été mesurée a 734nm a I’aide d’un lecteur
de microplaques.

Le pourcentage de I’activité anti radicalaire est calculé suivant la formule :

e

Inhibitionde l'ABTS (%) = x 100

Ou:
At : Absorbance de témoin (blanc).
A¢ : Absorbance de la solution qui contient 1’échantillon.

2.5.3. Test de chélation des ions ferreux (La ferrozine C20H12N4Na206S>)

Le test de chélation des ions ferreux est réalisé selon la méthode décrite par Dinis et al.
(1994) avec de fins changements.

Dans des conditions legérement acides (pH 6), les composés phénoliques (Ph-OH) ne
peuvent se lier qu'a une fraction de Fe?*, tandis que les ions Fe?* restants peuvent réagir avec la
ferrozine pour former un complexe ion ferreux—ferrozine qui est stable, soluble dans I'eau et de
couleur rouge ou violet foncé et ayant une absorbance maximale a 562nm. En présence d'un
chélateur, la formation du complexe est entravée, entrainant une perte de la couleur rouge ou
violet foncé. La mesure de 1’absorbance a 562nm donne une estimation de la capacité de liaison
du chélateur.
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Les solutions ont été préparées d’avance (Annexe 3). Dans chaque puits d’une
microplaque, 40uL éthanol sont déposés, puis on ajoute 40uL de chaque dilution de I’extrait
suivi de 40pL de Fe?*, aprés on additionne 80pL de ferrozine. On attend 10 minutes et on passe
a la lecture a 562nm a 1’aide de lecteur de microplaques.

2.5.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique (Cupric ion
Reducing Antioxidant Capacity ou CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique, nommé en abrégé CUPRAC a été
déterminée selon la méthode d’Apak et al. (2004) avec optimisation. Le principe étant que le
réactif oxydant, le bis (neocuproine) copper (Il) chloride, réagit avec les polyphénols de
maniére ou les protons libérés peuvent étre tamponnés avec la solution tampon d'acétate
d'ammonium (AcNHa) relativement concentrée. Dans cette réaction, les groupes réactifs Ar-
OH des polyphénols sont oxydés et le réactif oxydant est réduit et est tres coloré en jaune
présentant une absorbance maximale a 450nm (Pisoschi & Gheorghe, 2011).

Les réactifs ont été préparés auparavant (Annexe 3). Dans un puits d’une microplaque,
On met 40pL de chaque dilution de I’extrait, on ajoute 60uL de la solution (S1) puis 50uL de
la solution (S3) et enfin on complete par 50uL de la solution Sy. Un blanc a été préparé en
paralléle en mettant de 1’éthanol a la place de la solution contenant 1’échantillon. Aprés une
heure de temps et a I’aide d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été enregistrée a 450nm.

Les résultats ont été calculés a titre de A-05 correspondant a la concentration indiquant
une absorbance de 0,50, ces résultats sont exprimés en (ug/mL).

2.5.5. Test Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) ou couramment reducing
power

L’activit¢ Reducing power est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986) avec une
Iégére optimisation.

La méthode FRAP (ferric reducing antioxydant power) repose sur la capacité des
antioxydants & réduire le fer ferrique Fe** du complexe ion ferrique-(2,4,6-tri(2-pyridyl)1,3,5-
triazine) ((Fe**)-TPTZ) en fer ferreux Fe?* 4 faible pH. La liaison du complexe formé, le (Fe?*)-
TPTZ, crée une couleur bleu marine tres intense. Cette réduction est suivie en mesurant la
variation d'absorption a 593nm.

Dans chaque puits d’une microplaque, on dépose 10uL de chaque dilution de I’extrait,
puis 40pL de phosphate buffer (pH 6,6) et 50uL de potassium ferricyanide (Kz[Fe(CN)e] a 1%)
sont ajoutés.

Les plaques sont ensuite incubées a 1’étuve & 50°C pendant 20 minutes. Puis on ajoute
50uL de tri-chloro acetic acid (TCA) a 10%, puis 40uL de H20 et enfin on complete avec 10uL
de ferric chloride (FeCls) a 0,1%. La lecture est faite & 700nm grace a un lecteur de
microplaques.

Les résultats ont été calculés a titre de A-05 correspondant a la concentration indiquant
une absorbance de 0,50, ces résultats sont exprimés en (ug/mL).
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2.5.6. Test de I’activité antioxydante par la phénanthroline

Ce dosage est basé sur le principe que le complexe Fe-phénanthroline donne une
coloration rouge-orange. Si, dans la solution nous avons des radicaux libres OH, donc il n’y
aura pas de complexes Fe-phénanthroline car ces radicaux sont liés aux ions de fer et la
phénanthroline ne trouvera pas d’ions de fer pour former le complexe Fe-phénanthroline de
couleur rouge-orange (Mukhopadhyay et al., 2016). L’absorbance maximal est mesurée a
510nm.

Les solutions sont antérieurement préparées (Annexe 3). L’activité de phénanthroline est
déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008) avec optimisation. Brievement,
10uL de chaque dilution de 1’extrait sont melangés a 50uL de FeClz a 0,2%, puis on ajoute
30pL de phénanthroline a 0,5% et 110puL de éthanol dans chacun des puits de la microplaque.
Aprés avoir soumis les mélanges a une incubation a 1’obscurité pendant 20 minutes,
I’absorbance est mesurée a 510nm grace au lecteur de microplaques. En paralléle, un blanc a
été préparé, a la BHT, dans des mémes conditions.

Les résultats ont été calculés a titre de A-05 correspondant a la concentration indiquant
une absorbance de 0,50, ces résultats sont exprimés en (ug/mL).

2.5.7. Test de Silver nano particles (SNL) ou Silver NanoParticle Antioxidant Capacity
(SNPAC)

L’activité métal chélate est déterminée selon la méthode de Ozyiirek (2012). Le principe
consiste en la réduction de I’Ag* en nanoparticules d'argent sphériques Ag® a la présence d’un
antioxydant. L'absorbance a 423nm permet la détection de la présence ou pas d’une activité anti
oxydante.

Une quantité de 20pL de chaque dilution de I’extrait a été mise dans les puits d’une
microplaque, puis 130uL de solution SNP ont été ajoutées, suivies par 50uL de H20. Dans une
étuve. On a incubé les mélanges a 25°C pendant 30 minutes. Apres nous avons réalisé une
lecture a 423nm grace au lecteur de microplaques.

Les résultats ont été calculés a titre de A-05 correspondant a la concentration indiquant
une absorbance de 0,50, ces résultats sont exprimés en (ug/mL).

3. Analyse statistique

Le test t de Student a été effectué pour deux échantillons indépendants pour chaque
variable analysé. Les résultats sont exprimés en moyenne + une erreur standard des triplicatas.
Des p-value (bilatérale) (p < 0,05) ont été obtenues. Tous les calculs ont été effectués au moyen
du logiciel XLSTAT® Version 2016.02.28451 sur Windows® 7. Les valeurs de IC-50 et A-05
ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées a 1’aide de MS-Excel 2013.
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Deuxiéme partie Chapitre 11 : Résultats et discussion

1. Extraction et rendement

1.1. Les extraits

11 a été observé que la solution de 1’éthanol contenant 1’échantillon a changé de couleur.
Avant passage au sonificateur, elle était claire, mais aprés soumission au sonificateur elle est
devenue blanchatre (Figure 55 A et B). Le changement est dii a 1’éclatement des cellules suite
a la formation d’une bulle de cavitation a proximité de la surface du matériel végétal,
I’effondrement de cette bulle, suite a un cycle de compression, provogue un micro jet qui se
dirige vers la matrice végétale et la déchirure de la paroi de la cellule et puis la libération du
contenue de la cellule (Chemat et al., 2011).

Figure 55 : Solution de 1’éthanol contenant les graines broyées.

Les extraits solides obtenus ont des aspects et des couleurs différentes, le tableau X
résume les caractéristiques, 1’aspect et le rendement de 1’extraction.

Le changement de 1’aspect et la couleur d’un extrait a un autre est expliquée par le fait
que la méthode d’extraction et les solvants utilisés ont une influence sur la contenance de
I’extrait obtenu (Ben-Salah et al., 2021).
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Tableau X : Les différents extraits obtenus.

La variété jaune
au sonificateur
pendant 30
minutes
amplitude 60%.
(V1T1)

La variété jaune
au sonificateur
pendant 45
minutes
amplitude 60%.
(V1T2)

La variété jaune
au Soxhlet
(V1Sox)

La variété gris-
verdatre au
sonificateur
pendant 30

minutes

amplitude 60%.

(V2T1)

\
70mL éthanol PAteUx
50/50 (v/v).
.
70mL éthanol el PAteUx
50/50 (v/v).
, 350mL Pateux
méthanol pur.
70mL éthanol PAteUx
50/50 (v/v).

Marron
claire

Marron
foncé

Marron
foncé

Marron
claire

1.2. Comparaison entre les rendements des méthodes d’extraction

4,02

5,30

6,07

2,80

Le rendement de différentes méthodes d’extraction appliquées sur les graines de la variété
jaune et I’extraction au sonificateur de la variété gris-verdatre sont exprimées dans la figure 56.
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V1Sox

V2T1

Figure 56 : Rendement de I'extraction exprimé en (%).

La figure 56 nous renseigne que le rendement augmente proportionnellement avec la

durée d’application des ultrasons. La méthode d’extraction au Soxhlet donne le meilleur
rendement (V1Sox>V1T1>V1T2).

Le rendement de I’extrait V1T1 était de 4,02%, celui de ’extrait V1T2 était de 5,30%.
Tandis que I’extrait V1Sox a donné 6,07%. On déduit que la technique d’extraction a une
influence importante sur le rendement.

En comparant le rendement des deux variétés, on constate que le rendement est de 4,02%
pour la variété jaune (V1T1) et 2,80% pour la variété gris-verdatre (V2T1) sachant que les
méthodes d’extraction sont identiques pour chacune des deux variétés.

Dans une étude menée par Bourgou et al. (2016), différents types d’extractions sur
Euphorbia helioscopia, ont montré que 1’extraction au sonificateur, en utilisant 1’éthanol 70%
comme solvant, offre un meilleur rendement que 1’extraction au soxhlet en utilisant le méme
solvant (éthanol 70%). Ainsi la méthode d’extraction et le solvant utilisé doivent étre adaptés
pour chaque matériel végétal afin d’obtenir le meilleur rendement.

2. Détermination de la composition physicochimique

L’étude statistique test t de Student réalisée par XLSTAT pour deux échantillons
indépendants a montré que les résultats de la matiére seche ont une différence non significative
(p = 0.514), alors que les autres résultats ont une différence significative (p<0.05)
(Tableau XI).
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Tableau XI : Test t de Student de la composition élémentaire des deux variétes.

Variable Echantillon (Moxnne) Eti/?)::t- p-value Signification
GRG0, x::z:z J;;arlijsn-?/erdéltre 3822 883 S sigrll\illgiZatif
Cendres (%) xz:zz J;]arlijsn-?/erdatre 1;2 81‘3 =0,006  Significatif
'\g;/t;(e)rggglzjge x::z:z Jg:]arli{:-?/erdéltre gig 8?;11 <0,0001  Significatit
(gSECGr/elsOt(());all\J/IXS) xz::zz Jgarlijsn-?/erdatre iggg éé: <0,0001  Significatif
PrOte"(‘;:)tOtaUX xz::z Jgarlijsn-e\}/erdéltre 24712 822 <0,0001  Significatif

Pour réaliser les analyse physicochimiques, les graines des deux variétés ont été broyées
a I’aide d’un blinder de laboratoire (Tableau I, Annexe 1).

2.1. Détermination de la teneur en eau et de la matiére séche

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 57. L’analyse statistique du taux de
matiére seche n’a pas révélé de différence significative entre les deux variétés de mil étudiés
(p=0,514, Test t de Student).

Le taux de matiere séche de la variété jaune est de 90,35 + 0,08 %, alors que pour la
variété gris-verdatre est de 90,40 + 0,07 %.

Rooney & McDonough (1987), indiquent une valeur de 90%. D’autre part, Goudar et
al. (2023), indiquent une activité d’eau basse équivaut a 0.67 = 0.09 % chez le millet perle,
alors que Békoyé (2011) a trouvé des quantités de matiére seche qui varient entre 89,60 et
91,20% dans 10 cultivars de différentes régions climatiques de la cote d’Ivoire. Ceci indique
que le climat a une influence importante sur la teneur en humidité.

Marmouzi et al. (2016) ont trouvé 89,01 + 0,15 % de matiére séche dans une variété de
millet perlé cultivée au Maroc.

Un taux d’humidité bas prolonge la durée de conservation, selon CODEX
ALIMENTARIUS (1989) et Bildstein et al. (2008), les graines de mil peuvent étre conserveées,
au maximum, 24 mois dans un baril fermé.
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N
o
o

Taux de la matiére séche et de I'humidité (%)

o
o

Variété jaune Variété gris-verdatre

= Matiére séche (%) = Humidité (%)

Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 57 : Taux de la matiére seche exprimé en (%).

2.2. Détermination du taux de cendres

Les résultats des taux de cendres sont représentés dans la figure 58. L’analyse statistique
du taux de cendres a montré une différence significative entre les deux variétés de mil (p=0,006,
Test t de Student).

Le taux de cendres chez la variété jaune est de 1,12 + 0,11 %, il est donc inférieur que
chez la variété gris-verdatre la ou il atteint 1,78 + 0,19 %. La variété gris-verdatre est plus riche,
en matiére minérale, que la variété variété jaune.

Un chercheur, Békoyé (2011), a discerné des quantités de cendre allant de 1,6 a 1,9%
dans 10 cultivars de Pennisetum glaucum provenant de différentes régions climatiques de la
Cote d’lvoire. Cela témoigne que le taux de la matiére minérale différe d’une variété a une
autre.

Une étude réalisée par Goudar et al. (2023) indique que le millet perlé contient
2,70 = 0.31 % de matiere minérale. Ce qui est supérieur a la valeur trouvée dans les deux
variétés étudiées. Alors que le chez Panicum sumatrense, une autre espéce de millet nommée
petit millet, il a détecté un taux de matiere minérale égale a 4,77 £ 0.26 %. Cela affirme que le
taux de la matiére minérale différe d’une espéce a une autre.

Tandis que Saldivar, (2003), Premavalli, (2012), Hassan et al., (2021) et Ramashia et
al. (2021) ont trouvé 2,2% de cendres dans le millet perlé.
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Selon une étude menée par Godon & Loizel (1997) ainsi celle de Godon & Willm
(1991), le taux de cendres des céréales inique la valeur minérale. Godon (1978) expose dans
son éetude que le taux de cendres et la répartition des minéraux dans la graine sont influencés
par plusieurs facteurs (génétiques, climatiques, pédologiques et traitement technologiques).

2,0 A
1,8 {
1,6

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

ki— 00

Taux de cendres (%)

Variété jaune Variété gris-verdatre

Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 58 : Taux de cendres exprimé en (%).

2.3. Détermination du taux de la matiére grasse

Les résultats des taux de la matiére grasse sont représentés dans la figure 59. L’analyse
statistique du taux de la matiére grasse a montré une différence significative entre la variété
jaune et la variété gris-verdatre (p<0,0001, Test t de Student).

Le taux de la matiére grasse chez la variété jaune est supérieur a celui chez la variété gris-
verdatre, ainsi il est de 4,55 + 0,04 g/100g MS chez la premiéere variété et de
3,12 +0,01 g/100g MS chez la deuxiéme. Les deux variétés s’averent pauvres en matiére grasse.

Hulse et al. (1980) ont déterminé une quantité de 4,8 g/100g MS de matiére grasse chez
le millet contre 1,5 g/100g MS pour le blé et 0,5 g/100g MS dans le riz, 1,9 g/100g MS dans le
sorgho et 0,9 g/100g MS chez le mais. Tandis que Lender (2004) et Nambiar et al. (2011) ont
trouvé 5,0 g/100g MS dans le mil.

Békoye (2011), dans 10 cultivars de Pennisetum glaucum provenant de différentes
régions climatiques de la cote d’lvoire, a marqué un taux de matiere grasse partant de 1,8 a
7,58%. Ce qui démontre que le climat a une tres forte influence sur le taux de la matiére grasse.

Dans une variété cultivée au Maroc, Marmouzi et al. (2016) ont déterminé
4,5 ¢/100g MS de mati¢re grasse dans le millet perlé de la région d’ Adrar (Algeérie), ils ont cité :
I’acide palmitique, I’acide palmitoleic, I’acide stearic, 1’acide oOleic, 1’acide linoleic, I’acide
linolenic et I’acide arachidic. Nani et al., (2015) a trouvé exactement la méme composition
dans la variété de la région d’Adrar (Algérie) avec 1’acide gonodoique et I’acide behenic en
plus.
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Marmouzi et al. (2016) a trouvé 6,45 + 0,12 g/100g MS de matiere grasse dans une
variété de millet perlé cultivée au Maroc.

Egalement Saldivar, (2003), Premavalli, (2012), Hassan et al., (2021) et Ramashia et
al. (2021) ont trouvé une valeur de matiere grasse allant de 4,8 a5 g/100g MS dans les graines
de la méme espece P. glaucum.

L’équipe de Goudar (2023), ont déterminé un taux de matiere grasse égale a
4,28 + 0,08 g/100g MS dans les graines du millet perlé. Ce qui est trés proche au taux que nous
avons trouvé chez variété jaune. Par contre, le méme chercheur et son équipe, ont trouvé, dans
le millet kodo (Paspalum scrobiculatum) une quantité de 3,22 + 0,64 g/100g MS, une valeur
tres proche de la valeur trouvée dans la variété gris-verdatre.

On peut déduire que les graines de millet, y compris les deux variétés étudiées, sont riches
en maticre grasse par rapport a d’autres céréales.

50

A
P—

4,0

3,0

2,0

1,0

Taux de la matiére grasse (g/100g MS)

0,0 —
Variété jaune Variété gris-verdatre

Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 59 : Taux de la matiére grasse exprimé en (g/100g MS).

2.4. Détermination du taux de I’azote total et des protéines totales

Concernant les protéines totales, les résultats sont élaborés dans la figure 60. Le test t de
Student du taux de la matiere grasse a divulgué une différence significative entre les deux
variétés en question (p<0,0001, Test t de Student).

Les variétés étudiées ont un taux de protéines totales équivaut a 8,75 = 0,09 et
5,48 £ 0,31 g/100g MS pour la variété jaune et la variété gris-verdatre respectivement, on peut
constater que cette derniére est pauvre en protéines par rapport a la premiere variéte.

Plusieurs auteurs ont étudié le taux des proteines des graines de millet perlé, deux etudes
differentes menées par Hulse et al. (1980) et Roony en 1987 ont détermines 11,8 g/100g MS,
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Lender (2004) a trouvé 11,0 g/100g MS, tandis que Békoyé (2011) a marqué des taux de
protéines totales variant de 6,45 a 9,90 g/100g MS dans 10 variétés de mil, de la méme espece
gue nous avons étudiee, cultivées dans de différentes régions de la Cote d’lvoire. Quant a
Nambiar et al. (2011) ils ont détecté 11,6 g/100g MS.

Marmouzi et al. (2016) a trouvé 10,84 + 0,22 g/100g MS de protéines totales dans une
variété de millet perlé cultivée au Maroc.

Encore, Saldivar, (2003), Premavalli, (2012), Hassan et al., (2021) et Ramashia et al.
(2021) ont apporté un taux de protéines totales entre 11,6 et 11,8 g/100g MS dans les graines
de mil P. glaucum.

Enfin, Goudar et al. (2023), il a évalué un taux de 11,86 + 0,14 g/100g MS dans les
graines du millet perlé.

Comparativement a d’autres céréales, et selon les références, le millet perlé est le céréale
le plus riche en protéines (Hamadou et al., 2017).
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 60 : Taux des protéines totales exprimé en (g/100g MS).

2.5. Détermination de la teneur en sucres totaux

Les résultats du dosage des glucides totaux dans les graines des deux variétés de mil sont
présentés dans la figure 61. Les deux variétés de mil contiennent des teneurs en glucides totaux
significativement différentes (p<0.0001, test de Student).

La variété jaune contient 59,80 £+ 1,15 g EG/100g par contre la variété gris-verdatre, c’est
moins, elle enferme 42,09 + 0,53 g EG/100g de sucres totaux. Roony (1997) a quantifié un taux
de 70,0 g/100g MS. Des études a propos des taux de glucides totaux dans les graines de millet
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perlé ont démontré qu’il contient 67,5 g/100g MS contre 71,2 g/100g MS pour le blé,
78,2 g/100g MS pour le riz et 72,6 g/100g MS pour le sorgho (Nambiar et al., 2011).

Un taux variable entre 67,0 et 67,5 g/100g MS de sucres totaux a eté détecté dans les
graines du millet perlé (Pennisetum glaucum) par Saldivar, (2003), Premavalli, (2012),
Hassan et al., (2021) et Ramashia et al. (2021).

On constate que le millet perlé est pauvre en sucres, notamment les deux variétés etudiées
qui proviennent de la région d’Adrar (Algérie), ce qui fait de ces céréales un bon régime contre
les autres céréales (Vietmeyer, 1996).
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 61 : Teneur en sucres totaux exprimé en (g/100g MS).

3. Etude de la teneur en composés phénoliques

L’étude statistique test t de Student réalisée par XLSTAT pour deux échantillons
indépendants a montré que les résultats de la teneur en composés phénoliques ont tous une
différence significative (Tableau XII).

Tableau XI1 : Test t de Student de la teneur en composés phénoliques des deux variétés.

Variable Echantillon (Mol;fnne) Et():/a:)r: p-value Signification
Polyphénols Variété jaune 112,442 2,956 T
T A <0, Significatif
(mg EAG/100g MS)  Variété gris-verdatre 65,278 1,714 0,0001  Significat
Flavonoides Variété jaune 64,668 6,245 e .
i i ’ : < ficatif
(mg EQ/100g MS)  Variété gris-verdatre 28,056 3497 ~ 20001 Significati

Tanins Variété jaune 0,122 0,003

iété i A < H S- .f- t-f
(mg EC/100g MS)  Variété gris-verdatre 0,085 0,002 OHEIOE, | SR
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3.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont représentés dans la figure 62. Les
analyses statistiques montrent une différence significative entre la variété jaune et de la variété
gris-verdatre (p<0,0001, Test t de Student).

Nous avons pu détecter un taux de polyphénols totaux équivalent a
112,44 + 296 mg EAG/100g MS dans les graines de la variété jaune et
65,28 + 1,71 mg EAG/100g MS dans les graines de la variété gris-verdatre.

Plusieurs auteurs ont étudié la teneur en polyphénol des graines de millet. Chethan &
Malleshi (2007) ont trouvé des taux variant de 300 £ 1 4 500 £ 1 mg EAG/100g MS chez deux
variétés d’éleusine blanche (une variété de millet) et entre 1300 + 2 a
2300 + 2 mg EAG/100g MS chez 8 génotypes d’éleusine teintée cultivés en Inde.

Nambiar et al. (2012) ont déterminé un taux de polyphénols totaux allant de 268,5 a
420 mg EAG/100g MS dans les graines de 5 variétés de millet perlé (Pennisetum glaucum)
cultivées en Inde.

Nani et al. (2012) ont quantifié un taux de 1660 mg GAE/g de MS dans les graines d’une
variété de millet perlé obtenue de la région de Ouled Aissa (174 Km au Nord de Adrar et a
70Km au Nord-Ouest de Timimoune). En 2014, Hithamani & Srinivasan ont détecté un taux
de polyphénols égal a 10,2 mg EAG/g MS dans les graines du millet perlé de I’inde.

Marmouzi et al. (2016) ont trouve un taux de polyphénols dans les différentes fractions
qui varie entre 419 et 2278 mg EAG/100g MS dans une variété de millet perlé cultivé au Maroc.
Tandis que Anis & Sreerama (2020), ont trouvé un taux de polyphénols égale a
4500 mg EAF/100g MS dans le millet de Japon (Echinochloa frumantacea) cultivée en Inde ou
il a détecté I’acide gallique, 1’acide 3.,4-dihydroxy benzoique, 1’acide vanillique, 1’acide
caféique, I’acide ferulique et I’acide p-coumarique.

Krishnan et al., (2022), en étudiant 12 variétés de millet perlé de différentes régions
climatique de I’Inde, ont trouvé un taux variant entre 380,38 et 393,52 mg FAE/100g MS

La différence entre les résultats obtenus et ceux des autres travaux réalisé peut étre liée a
la méthode d’extraction et les solvants utilisés (Ragaee et al., 2006 ; Marmouzi et al., 2016),
I’espece et le génotype en question jouent un grand role aussi.

Les analyses des graines du mil en utilisant la chromatographie liquide de haute
performance (HPLC) ont montré que la teneur en composés phénoliques est plus élevée dans
les graines du mil jaune que dans celles des autres couleurs (Rooney & McDonough, 1987 ;
Vietmeyer, 1996 ; Loumrem, 2004).
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 62 : Teneur en polyphénols totaux exprimée en (mg EAG/100g MS).

3.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont représentés dans la figure 63. Les
analyses statistiques montrent une différence significative entre les deux variétés de mil
étudiées (p<0,0001, Test t de Student).

Dans notre étude, nous avons pu évaluer le teneur en flavonoides totaux de la variété
jaune et de la variété gris-verdatre a 61,18 + 1,61 et 26,19 + 0,86 mg EQ/100g MS
respectivement.

Anis & Sreerama (2020) ont détecté un taux de flavonoides totaux égal a
8700 mg EC/100g MS dans la variété qu’ils ont étudié.

Marmouzi et al. (2016) ont quantifié un taux de flavonoides totaux dans les différentes
fractions qui varie de 750 a 1560 mg ER/100g MS dans une variété de millet perlé cultivé au
Maroc. Alors que Anis & Sreerama (2020).

Parmi les flavonoides disponibles dans les graines de millet perlé, on peut citer : la
myricetine, daidzein, luteoline, naringenine, apigenine, kaempferol, tricine, acacétine, luteoline
(Nambir et al., 2012 ; Anis & Sreerama, 2020).

La différence entre les résultats obtenus et ceux des autres auteurs peut étre liée a la
méthode d’extraction suivie (Ragaee et al., 2006 ; Marmouzi et al., 2016).
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 63 : Teneur en flavonoides totaux exprimée en (mg EQ/100g MS).

3.3. Détermination de la teneur en tanins

Les résultats du dosage des tanins sont représentés dans la figure 64. Les analyses
statistiques présentent une différence significative entre les deux variétés de mil étudiées
(p<0,0001, Test t de Student).

La variété jaune contient 0,122 + 0,003 mg EC/100g MS alors que la variété grise verdatre
contient 0,085 + 0,002 mg EC/100g MS, une quantité trop faible par rapport aux autres
composés phénoliques.

Pushparaj & Urooj (2014) ont trouvé 0,23 + 0,01 g EAT/100g MS dans une variété de
millet perlé dite Kalukumbo (Pennisetum typhoideum) cultivé en Inde. Aussi, Panwar et al.
(2016) ont trouvé une quantité de tanins qui varie entre 2,05 et 2,62 mg EC/100g MS dans le
millet perlé qui pousse dans I’Hymalaia en Inde. Par contre, dans le millet de Japon qui pousse
dans la méme région, ils ont quantifé un taux qui varie entre 3,25 et 3,96 mg EC/100g MS.

Ofosu et al. (2020) ont déterminé un taux de 50,50 + 3,83 mg EC/100g MS de tanins
dans les graines d’une variété de millet perlé cultivée a la Coré du Sud.

82



Deuxieme partie Chapitre 11 : Résultats et discussion

0,14

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04

Teneur en tanins (mg EC/mL)

0,02

0,00

Variété jaune Variété gris-verdatre
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Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 64 : Teneur en tanins exprimée en (mg EC/100g MS).

4. Comparaison des rendements en polyphénols des différentes méthodes
d’extraction

Des tests ont été réalisés pour déterminer quelle méthode d’extraction qui est la plus
rentable en termes de de polyphénols, pour cela, la variété jaune a été soumise a plusieurs
méthodes d’extraction.

La figure 65 montre la teneur en polyphénols totaux exprimée en mg EAG/100g MS, ou
on peut déduire que la meilleure méthode qui donne le rendement le plus élevé en polyphénols
est la premiéere (V1T1) ol nous avons eu un taux de 112,42 + 2,96 mg EAG/100g MS, bien
qu’elle a donné le plus faible rendement en extrait. En deuxieme position, vient la troisieme
méthode (V1Sox) qui a délivré un taux de polyphénols totaux équivalent a
93,33 + 6,27 mg EAG/100g MS bien qu’elle a offert un rendement d’extrait le plus élevé. Alors
que la deuxieme méthode induit a I’obtention du taux le plus bas qui est égal a
49,26 £ 7,79 mg EAG/100g MS, soit : (V1T1>V1Sox>V1T2).

Cette relation inversement proportionnelle entre le taux des polyphénols et le rendement
peut étre expliquee par le fait que 1’exposition prolongée aux ultrasons agit négativement sur la
teneur en polyphénols.

Chethan & Malleshi (2007) ont démontre que la stabilité des polyphénols est influencée
aussi par le pH.
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Figure 65 : Teneur en polyphénols totaux obtenus a partir de la variété jaune suivant les
différentes méthodes d'extraction exprimée en (mg EQ/100g MS) (V1T1 >V1Sox>V1T2).

L’équipe de Ben-Salah (2021) a réalisé une étude sur un arbuste dioique vivace (Ephédra
alata var alenda), ils ont extrait les composés phénoliques des racines, feuilles, fleur mal et
fleur femelle en utilisant plusieurs solvants par macération (méthanol, éthanol, acétone et eau).
Les résultats ont démontré que la teneur en composés phénoliques (polyphénols totaux et
flavonoides) dépend de la méthode d’extraction suivie, de la nature du solvant et aussi de la
partie de la plante étudiée.

Puisqu’elle nous a fourni le rendement en polyphénols le plus élevé, nous avons adopté
la premiere méthode d’extraction pour la variété jaune et nous avons utilisé I’extrait (V1T1).
Bien que cette méthode nous ait fourni le rendement en extrait le plus faible.

Pour la variété gris-verdatre, nous avons adopté aussi la premiére méthode d’extraction
(V2T1) pour le reste des manipulations, et ceci en partant du principe que les graines du millet
de couleur jaune sont plus riches en composés phénoliques que les graines ayant d’autres
couleurs (Rooney & McDonough, 1987 ; Vietmeyer, 1996 ; Loumrem, 2004).
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5. Etude des activités biologiques

Selon (Badarinath et al., 2015 ; Sahari & Ardestani, 2015), L’étude de l'activité
antioxydante d’un extrait ne doit pas étre fondée sur la base d'un seul modéle de test
antioxydant, mais il faut réaliser plusieurs tests pour mieux évaluer les activités antioxydantes
de I’extrait en question.

L’étude statistique test t de Student réalisée par XLSTAT pour deux échantillons
indépendants a montré que les résultats des activités biologiques ont tous une différence
significative (Tableau XII1).

Tableau X111 : Test t de Student des activités biologiques des deux variétés.

- = H E i ifi i
Variable Echantillon . cart p-value Signification
(Moyenne)  type
\/aricté
ICS0DPPH (7Rl aris- I Significatif
/mL o
(ug/mL) verditre 378,76 0,05
IC-50 ABTS x:::z: Jga::e BrB | 28 <0,0001 Significatif
/mL ) |
(hg/mL) verdatre 2901 294
\Variété
IC-50 ferrozine VZ::ZIE J;ij:_e 24953 o2 <0,0001 Significatif
/mL |
(ug/mL) verditre 465,09 8,55
Varité i
A-05 CUPRAC V:::zijgil:: i LA AR =0,001 Significatif
/mL ] o
(U9 ) Verdatre 242,78 11,07
Variété jaune = -
A-05 FRAP s
(Lg/mL) Variété gris- ) i il i
verdatre
A-05 Phen. xz::ztz J;l::e DB 5 = 0,002 Significatif
/mL ) e
(Hg/mL) verdatre 709 368
A-05SNPAC  arietejaune ' ;
(Lg/mL) Variété gris- ) i i i
verdatre

5.1. Le test de piegeage du radical DPPH (1,1 — diphényl — 2 — picrylhydrazyl ou : a, a
— diphényl — B — picrylhydrazyl)

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 66. L’analyse statistique de la
concentration de I’inhibition de la DPPH (IC-50) a révélé une différence significatives entre les
deux variétes de mil étudies (p=0,003, Test t de Student).

La concentration d’inhibition se définit comme étant la concentration de I’extrait
nécessaire pour piéger 50% de radical DPPH" contre un blanc (éthanol). Les résultats obtenus
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pour la concentration d’inhibition de la DPPH sont de 389,47 + 2,84 (ug/mL) pour la variété
jaune et de 378,76 + 0,051 (ug/mL) pour la variété gris-verdatre. Les deux valeurs sont proches.

Ofosu et al. (2020), en étudiant différentes espéces de millet, a savoir le millet du Japon
(Echinochloa esculenta), éleusine (Eleusine coracana), millet (Pennisetum glaucum) et le panis
(Setaria italica) ont déterminé des taux 1C-50 de la DPPH égales a 359,6, 436,25, 554,3 et
572,9 pg/mL respectivement. On constate que la IC-50 de nos deux variétés se situe entre celles
du millet du japon et celle de 1’éleusine.

Abedin et al. (2022) ont étudié I’activité de piégeage des radicaux libres DPPH du panis
(une espece de millet). La IC-50 était de 2293,66 + 11,67 pug/mL dans I’extrait éthanolique,
2238,00 £ 19,46 pg/mL dans I’extrait méthanolique et 2311,67 + 15,82 pg/mL dans I’extrait de
I’acétone. Cette espece de millet a un pouvoir inhibiteur faible par rapport & nos deux variétes
étudiées.
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300,0
250,0
200,0

1C-50 (png/mL)

150,0
100,0
50,0
0,0

Variété jaune Variété gris-verdatre

Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 66 : Concentration de I'inhibition de la DPPH exprimée en (ug/mL).

Le pourcentage d’inhibition est inversement proportionnel a la concentration d’inhibition
qui piege 50% de radical DPPH. La figure 67 montre les pourcentages d’inhibition de la variété
jaune et de la variété gris-verdatre en fonction des dilutions. On peut constater que la variété
gris-verdatre a plus de pourcentage d’inhibition que la variété jaune. On constate aussi que ce
pourcentage diminue en fonction de la diminution de la concentration de I’extrait. 1l est aux
alentours de 78% pour les deux variétés a une concentration de 800 pg/mL et est nul @ moins
de 50 pg/mL.

En étudiant les activités biologiques d’une variété de millet perlé provenant de Nigeria
(récolte de I’année 2019), Bello et al. (2022) ont évalué le pourcentage d’inhibition de la DPPH
égal a 20% a des concentrations de 50 et 100 pug/mL, ce qui est supérieur aux pourcentages
d’inhibitions obtenus dans cette étude correspondants aux mémes concentrations.
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Figure 67 : Pourcentages de I'inhibition de la DPPH en fonction des concentrations.

5.2. Le test de la capacité antioxydante par ’ABTS (2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid))

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 68. L’analyse statistique de la
concentration de I’inhibition de I’ABTS (IC-50) a révélé une différence significatives entre la
variété jaune et la variété gris-verdatre (p<0,0001, Test t de Student).

Le résultat obtenu pour la concentration d’inhibition de I’ABTS de la variété jaune est de
467,99 + 2,614 pg/mL et 209,01 + 2,94 pg/mL pour la variété gris-verdatre. Le pouvoir de
piégeage de radical ABTS de la variété gris-verdatre est plus important que celui de la variété
jaune.

Différentes espéces de millet étudiées par 1’équipe de chercheurs d’Ofosu (2020), ont
révélé des valeurs de IC-50 de I’ABTS égales a 362,40, 381,65, 410,35 et 422,35 pg/mL qui
correspondent au millet du Japon (Echinochloa esculenta), éleusine (Eleusine coracana), millet
(Pennisetum glaucum) et le panis (Setaria italica) respectivement.

On peut remarquer que la variété gris-verdatre a un pouvoir de piégeage de I’ABTS
supérieur a celui de millet du Japon, alors que le pouvoir de piégeage de la variété jaune est
inférieur a celui du panis évalué par Ofosu et al. (2020).
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Figure 68 : Concentration de I'inhibition de I’ABTS exprimée en (ug/mL).

La figure 69 illustre les pourcentages d’inhibition des deux variétés en fonction des
dilutions. On peut percevoir que la variété gris-verdatre a plus de pourcentage d’inhibition que
la variété jaune. On constate aussi que ce pourcentage diminue en fonction de la diminution de
la concentration de I’extrait. Il est de 89,74% pour la variété gris-verdatre et 83,26% pour la
variété jaune a une concentration de 800 pg/mL et est presque nul a 12,5 pg/mL pour les deux
variétés.

Bello et al. (2022) ont étudié les activités biologiques d’une variété de millet perlé
provenant de Nigeria (récolte de 1’année 2019), et ils ont trouvé un pourcentage d’inhibition de
I’ABTS égal a 18 et 20% a des concentrations de 50 et 100 pug/mL respectivement, un résultat
qui est proche de la valeur trouvée dans les graines de la variété jaune, alors qu’il est inférieur
a la valeur trouvée dans celles de la variété gris-verdatre a des mémes concentrations.
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Figure 69 : Pourcentages de 1'inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations.
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5.3. Le test de chélation des ions ferreux de la ferrozine (C20H12N4Na206S2)

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 70. L’analyse statistique de la
concentration de chélation de I’ion de fer (ferrozine) a démontré une différence significatives
entre la variété jaune et la variété gris-verdatre (p<0,0001, Test t de Student).

Les valeurs de la IC-50 de la variété jaune (249,33 + 5,22 pg/mL) sont beaucoup
inférieures a celles de la variété gris-verdatre (465,09 + 8,55 pug/mL). Ainsi, la variété jaune a
plus de pouvoir de chélation des ions de fer de la ferrozine. Cela peut étre justifié par la richesse
de la variéte jaune en composes phénoliques.
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 70 : Concentration de chélation des ions de fer de la ferrozine exprimée en (ug/mL).

La figure 71 montre les concentrations d’inhibition des deux variétés en fonction des
dilutions. On peut remarquer que la variété jaune a plus de pourcentage de chélation de fer que
la variété gris-verdatre. On constate aussi que ce pourcentage diminue en fonction de la
diminution de la concentration de I’extrait. Il est de 81,93% pour la variéeté jaune et de 74,68%
pour la variété gris-verdatre & une concentration de 800 pg/mL. A 100 pg/mL, il est de 8,89%
pour la variété jaune et nulle pour la variété gris-verdatre.

Jayalaxmi et al. (2018) ont déterminé un pourcentage maximal de chélation de fer de la
ferrozine équivalent a 90% dans I’extrait des graines d’une variété de millet perlé
commercialisée en Inde.
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Figure 71 : Pourcentages de chélation des ions de fer de la ferrozine en fonction des
concentrations.

5.4. Le test de réduction de I’ion cuprique ou méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing
Antioxidant Capacity)

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 72. L’analyse statistique de la
concentration indiquant une absorbance égale a 0,50 (A-05) des deux variétés a démontré une
différence significatives entre la variété jaune et la variété gris-verdatre (p<0,0001, Test t de
Student).

La valeur de A-05 de la variété jaune est de 326,94 + 2,44 pg/mL et de
249,56 * 0,69 pg/mL pour la variété gris-verdatre. On constate que la variété gris-verdatre a
plus de pouvoir réducteur de I’ion cuprique que la variété jaune. Ces valeurs correspondent a la
concentration indiquant une absorbance égale a 0,50.
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 72 : Concentration de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique
exprimée en (ug/mL).
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La figure 73 montre les absorbance a 450nm des deux variétés en fonction des dilutions.
On remarque que la variété gris-verdatre atteint 1,41 a 800 pg/mL, alors que la variété jaune
touche une absorbance de 1,19.

L’absorbance est inversement proportionnelle avec le pouvoir réducteur de 1’ion
cuprique, plus 1’absorbance augmente, plus le pouvoir réducteur de 1’échantillon diminue.
Ainsi, I’absorbance des deux échantillons diminue et prenne ses valeurs minimales a
12,5 pg/mL.
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Figure 73 : Absorbance des deux extraits a 450nm en fonction des concentrations de
I’¢échantillon.

5.5. Le test de réduction du fer ferrique du complexe ((Fe**)-TPTZ) ou FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

Pour les variétés en question dans cette étude, la valeur de 1’absorbance maximale a
concentration maximale (800 pg/mL) est de 0,27 pour la variété gris-verdatre et de 0,22 pour
la variété jaune. La valeur 0,5 n’est pas atteinte. Donc les deux échantillons n’ont pas de pouvoir
réducteur du fer. Les absorbances diminuent en diminuant les concentrations de 1’échantillon
jusqu’a atteindre 0,056 et 0,06 pour la variété jaune et la variété gris-verdatre respectivement
(Figure 74).

Pushparaj & Urooj (2014) ont étudié le pouvoir reducteur du fer des extraits des graines
du millet perlé cultivé en Inde, ils ont trouvé une absorbance, a 700nm, égale a 0,32, ceci a
concentration maximale de I’extrait (600 pg/mL).

Abedin et al. (2022) ont trouvé une absorbance, a 700nm, égale a 0,3289 dans I’extrait
éthanolique des graines de panis cultivé au Bengladeche a une concentration de 500 pg/mL.
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Figure 74 : Absorbance des deux extraits a 700nm en fonction des concentrations de
1’échantillon.

5.6. Le test de la réduction de I'ion ferreux (Fe?*) avec la 1,10-phénanthroline

Les reésultats obtenus sont représentés dans la figure 75. L’analyse statistique de de la
concentration indiquant une absorbance égale a 0,50 (A-05) des deux variétés a démontré une
différence significatives entre la variété jaune et la variété gris-verdatre (p=0,002, Test t de
Student).

Les résultats indiquent que la variété jaune a un pouvoir réducteur le plus bas avec une
A-05 égale a 99,03 pg/mL contre 73,69 pg/mL pour la variété gris-verdatre.
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Les barres verticales représentent les écarts types. Des lettres majuscules
différentes indiquent des valeurs significativement différentes : Test t de
Student pour des échantillons indépendants (p<0.05) (A>B).

Figure 75 : Concentration de I’activité antioxydante par la phénanthroline.

La figure 76 montre les absorbance a 510nm des deux variétés en fonction des dilutions.
On remarque que la variété gris-verdatre atteint 0,72 a 800 pg/mL, alors que la variété jaune
atteint une absorbance de 0,67 a la méme concentration. Les absorbances diminuent en
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diminuant les concentrations jusqu’a 6,25 pug/mL de concentration de 1’échantillon 1a ou les
absorbances des deux variétés se stabilisent a 0,34.
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Figure 76 : Absorbance des extraits a 510nm en fonction des concentrations de 1’échantillon.

5.7. Le teste du pouvoir réducteur de Ag* ou SNL ou SNPAC (Silver nano particles ou
Silver NanoParticle Antioxidant Capacity)

Dans notre étude, la valeur de 1’absorbance maximale a concentration maximale
(800 pg/mL) est de 0,23 pour la variété gris-verdatre et 0,18 pour la variété jaune. La valeur 0,5
n’est pas touchée. En conséquence les deux échantillons n’ont pas de pouvoir réducteur de
I’Ag* en nanoparticules d'argent.

L’absorbance diminue en diminuant les concentrations de I’échantillon jusqu’a ce qu’elle
soit stabilise aux alentours de 0,12 pour les concentrations 25, 12,5 et 6,25 pg/mL (Figure 77).
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Figure 77 : Absorbance des extraits a 423nm en fonction des concentrations de 1’échantillon.
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Conclusion

Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire d’analyse des aliments, laboratoire de
biochimie, laboratoire de contréle de qualité et le laboratoire de 1’environnement du Centre de
Recherche en Biotechnologies (CRBt) a Constantine. Il consisté a realiser des extraits des
graines de deux variétes de millet perlé (Pennisetum glaucum) cultivées dans la région d’Adrar
(Algérie) durant la saison agricole 2020/2021. La premiére variété est jaune, I’autre est gris-
verdatre. L’¢étude des extraits consiste a identifier la composition physicochimique (cendre,
humidité, matieére grasse, sucres totaux et protéines totales) et la teneur en composees
phenolique (phénols totaux, flavonoides totaux et tannis) et 1’¢tude de certaines bio-activités
(DPPH, ABTS, ferrozine, CUPRAC, phénanthroline, FRAP et SNP).

Nous avons réalisé aussi une comparaison entre trois méthodes d’extraction pour les
graines de la variété jaune afin de déterminer quelle est la méthode la plus rentable en termes
d’extrait brut et en composés phénoliques. Dans la premi¢re méthode nous avons utilisé le
sonificateur en appliquant les parameétres suivants : amplitude 60%, temps 30 minutes
(10 secondes ON, 5 Secondes OFF) avec 1’éthanol 50/50 (v/v) comme solvant (V1T1), dans la
seconde méthode nous avons utilisé le méme sonificateur avec les mémes parametres mais
pendant 45 minutes au lieu de 30 minutes (V1T2). Dans la derniére méthode nous avons utilisé
le Soxhlet avec du methanol pur (V1Sox).

Les résultats en terme de rendement de 1’extrait brut ont révélé que ce dernier est plus
important avec la méthode Soxhlet (Rendement V1Sox = 4,02%), vient en deuxiéme position
le rendement obtenu par la méthode au sonificateur pendant 45 minutes
(Rendement V1T2 = 5,30%) et en dernier vient la méthode au sonificateur pendant 30 minutes
(Rendement V1T1 = 6,07%) soit : V1Sox>V1T2>V1T1.

Pour la variété gris-verdatre nous avons opté pour la premiére méthode d’extraction, ainsi
nous avons obtenu un rendement égale a 2,80%.

Les analyses physicochimiques, les taux de matiére la séche, de cendres, de matiére
grasse, de sucres totaux et de protéines totales dans les graines de la variété jaune étaient de
90,35 + 0,08 %, 1,12 + 0,11 %, 4,55 + 0,04 g/100g MS, 59,80 + 1,15 g EG/100g MS et
8,75 = 0,09 % respectivement. Tandis que pour la variété gris-verdatre ils étaient
de 90,40 £ 0,07 %, 1,78 + 0,19 %, 3,12 + 0,01 g/100g MS, 42,09 + 0,53 g EG/100g MS
et 5,48 + 0,31 % respectivement.

On peut déduire que la variété jaune était plus riche en matiére grasse, en protéines totales
et en sucres totaux que la variété gris-verdatre. Alors qu’ils ont des taux presques identiques de
la matiere seche et de la matiére minérale (cendres).

Les taux de polyphénols, flavonoides et tanins pour la variété jaune étaient de
112,442 + 2956 mg EAG/100g MS, 64,668 + 6,245 mg EQ/100g MS et
0,122 + 0,003 mg EC/100g MS respectivement, quant a la variété gris-verdatre, ils étaient de
65,278 + 1,714 mg EAG/100g MS, 28,056 + 3,497 mg EQ/100g MS et
0,085 £ 0,002 mg EC/100g MS respectivement. On peut observer, ainsi, que la variété jaune
était plus riche en métabolites secondaires que la variété gris-verdatre.
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Conclusion

En comparant les méthodes d’extraction appliquées pour les graines de la variété jaune
en terme de la teneur en polyphénols, le classement a été comme suite : V1T1>V1Sox>V1T2.
Ce qui nous a pousse a adopter la premiere méthode d’extraction pour les graines de la variété
gris-verdatre.

Les tests réalisés pour détecter les activités biologiques ont démontré que les extraits
des graines des deux variétés de mil étudiées ont une concentration d’inhibition de la DPPH
qui sont presque égaux (389,47 £ 2,84 pg/mL pour la variété jaune et 378,76 + 0,05 pug/mL
pour la variété gris-verdatre). Pour I’ABTS, la variété gris-verdatre a plus de pouvoir
inhibiteur avec une 1C-50 égale a 209,01 + 2,94 pg/mL contre 467,99 + 2,61 pg/mL pour la
variété jaune. Le teste de la ferrozine a indiqué que la IC-50 de la variété jaune est plus
importante que celle de la variété gris-verdatre (249,33 £ 5,22 pg/mL pour la variété jaune et
465,09 + 8,55 pg/mL pour la variété gris verdatre).

Le teste de réduction de 1’ion cuprique (CUPRAC) a démontré que la variété gris-
verdatre a plus de pouvoir de réduction que la variété jaune (311,31 + 6,70 pg/mL pour la
variété jaune et 242,78 + 11,07 pg/mL pour la variété gris verdatre). De méme pour le teste de
la phénanthroline qui a démontré aussi que le pouvoir de réduction de I’ion ferreux est plus
iportant chez la variété gris-verdatre que chez la variété jaune (99,03 + 5,28 pug/mL pour la
variété jaune et 73,69 + 3,66 pug/mL pour la variété gris verdatre).

Par contre, le test du pouvoir réducteur du fer ferrique Fe3* du complexe ((Fe**)-TPTZ)
(FRAP) et le pouvoir réducteur de I’Ag* (SNP) étaint négatifs.
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Annexe 1 : Matériel et réactifs

Tableau I : Liste des produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude.

Réactif
ABTS' ou 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique).
Acétate d'ammonium.
Acide borique.
Acide chlorhydrique.
Acide gallique ou acide 3,4,5-trihydroxybenzoique.
Acide sulfurique.
BHT, hydroxytoluene butylé ou 2,6-di-tert-butyl-4-
méthylphénol.
Carbonate de sodium.
Carbonate de sodium.
Catéchine.
Chlorure d'aluminium.
Chlorure de cuivre.
Citrate trisodique.
DPPH’ ou 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl.
Eau ultra pure.
Ethanol.
Ferrozine.
Ferric chloride.
Folin-Ciocalteu mélange d'acide phosphotungstique et d'acide
phosphomolybdique.
Hexane ou n-Hexane.
Hydroxyde de sodium.
Indicateur Tashiro : Rouge de méthyle 0.2% et bleu de
méthyléne 0.1%.
Méthanol.
Neocuproine.
Nitrite de sodium.
Oxyde de cuivre Cu(ll).
Persulfate de potassium.
Persulfate de potassium.
Phénanthroline ou 1,10-phenanthroline.
Phosphate buffer.
Potassium ferricyanide.
Solution de phénol.
Solution ion ferreux.
Sulfate de cuivre.
Tri-chloro acetic acid (TCA).
Vanilline ou méthoxy-4-hydroxybenzaldéhyde.

Formule
C18H18N40O6S4

AcNH4
H3BO3
HCI
C7H60s
H,SO,

C15H240

Na,CO
Na.CO
C15H1406
AICls3
CuCl;
NasCsHs507
C18H12N506
H20

C,H¢O
C20H12N4Na206S;
FeCls

H3PW 12040 + H3PM012040

CeHia
NaOH

/

CH30OH
CuH12N2
NaNO,

CuO

K2S,03
K2S20s
C12HsN2
ClaH3K>NaszOsP2
K3[Fe(CN)s]
CeHsO

Fe?*

CuSOq4
C2HCI50-
CgHsO3
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Tableau Il : Matériel utilisé au CRBt.

Nom du matériel
Balance de précision

Tamis
Sonificateur (ou sonicateur,
appelé aussi homogéniseur

ultrasonique ou processeur a

ultrasons

Pompe a vide

Rotavapeur

Etuve

Appareil Kjeldahl

Appareil a systeme Soxhlet
semi-automatique

Lecteur de microplaque

Montage Soxhlet

Micropipettes

Blender (Mixeur de
laboratoire rotatif)

Four a moufle
Bain a ultrason

Bain a ultrason pour tubes
Eppendorf

Marque / Type
RADWAG® AS 310.R2, fabriquée en
Polonge.

Fisher Scientific®, fabriqué en France.

SONICS® Vibracell™ 75186, fabriqué
aux USA.

BUCHI® Vacuum Pump V-710,
fabriquée en Suisse.

Le bain marie : BUCHI® Neating Bath
B491, fabriquée en Suisse.

La pompe a vide : BUCHI® Vacuum
Pump V-700, fabriquée en Suisse.
Systeme de refrégiration : Fisher
Scientific®, fabriqué en France.

MEMMERT® UNB 500, fabriquée en
Allemagne.

Unité de minéralisation : FOSS®
Tecator™ Digestor Auto 8, fabriqué au
Suede.

Unité de distillation : BUCHI®
Distillation Unit K-355, fabriqué en
Suisse.

FOSS® Soxtec™ 2043, concu au Suéde
et assemblé en Chine.

PERKIN ELMER®, ENSPIRE,
fabriqué aux USA.

Chauffe-ballon 1000mL (275x220mm)
avec régulation de température : Fisher
Scientific® BIBBY, fabriqué en France.
Systeme de réfrégération : Julabo® F32,
fabriqué en France.

Eppendorf Research® plus (1000uL).
Eppendorf Research® plus (200uL).
WARINK® COMMERCIAL E8130,
fabriqué aux USA.

Nabertherm® L5/11, fabriqué en
Allemagne

ELMA® S70H Elmasonic, Fabriqué en
Allemagne.

Fisher Scientific® FB15046, fabriqué en
France.

Utilisation
Faire la pesé de
précision.
Tamiser la farine.

Extraction des
métabolites
secondaires.

Filtrer les extraits.

Evaporer le(s)
solvant(s) et I’eau.

Incubation a
température réglable.
Séchage.

Détermination du taux
de I’azote total.

Détermination du taux
de la matiére grasse.
Lecture des
microplaques a 96
puits a différentes
longueurs d’ondes.

Extraction de
métabolites
secondaires.

Mesure de précision
des réactifs.

Broyer 1’échantillon.

Incinération.

Décoller 1’échantillon
des parois du ballon.
Dissoudre 1’extrait
dans 1’éthanol pour
avoir la solution meére.
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Annexe 2 : Courbes d’étalonage
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de glucose pour le taux des sucres totaux.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour la concentration des polyphénols

totaux.
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour la concentration des flavonoides totaux.
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour la concentration des tanins.
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Annexe 3 : Préparation des solutions

Préparation de la solution DPPH pour le test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-
Picryl-Hydrazyl (DPPH") :

Dissoudre 6mg de DPPH dans un volume de 100mL de méthanol, puis gardé a -
20°C a I’abri de la lumicre.

Préparation de la solution ABTS pour le test de piégeage de I’acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS™) :

S1:19,2mg de I’ABTS auquel sont ajoute SmL de H20 nous donne la solution (S1),

Sz : 3,3mg de persulfate de potassium (K2S20g) sont dilués dans 5mL de H20 nous
donnent la solution (S2).

Les deux solutions (S1) et (S2) sont mélangées puis laissées agir a 1’obscurité
pendant 16 heures. Ainsi le radical ABTS™" est produit par I’oxydation de I’ABTS
par le persulfate de potassium. Le mélange obtenu a été dilué avec le méthanol afin
d’avoir une absorbance de 0,7 + 0.02 a 734nm.

Préparation des réactifs pour le test de chélation des ions ferreux (La ferrozine
C20H12N4Na206S2)

S1::4 mg (Fe*?) [0,2 Mm FeCL,, 2H,0] + 100mL (H20).
Sz : 0,5mL Ferrozinin + 9,5mL (H20).

Préparation des réactifs pour le test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion
cuprique (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity ou CUPRAC) :

S1 1 Solution acétate d’ammonium (AcNH4) (transparente) : 1,927g d’acétate
d’ammonium (AcNHa4) dilué dans 25mL de H>O, PH=7.

Sz : Solution de CuCl; (bleu) : 0,042625g de CuCl; sont dilués dans 25mL de
H20.

Ss : Solution de neocuproine : 0,039g de neocuproine sont dilués dans 25mL de
MeOH.

Préparation des réactifs pour le test phénanthroline :

Phenanthroline (0.5%) : 0.05g de 1,10-Phenanthroline sont dilués dans 10mL de
MeOH.

Ferric chloride FeCls (0.2%0) : 0.02g de FeCls sont dilués dans 10mL de HO.

128



Résumé: Ce travail a été effectué au Centre de Recherche en Biotechnologies (CRBt) a Constantine. Il consisté a
réaliser des extraits des graines de deux variéetés de millet perlé (Pennisetum glaucum), une variété jaune V1 et une
autre variété gris-verdatre V2 cultivees dans la région d’Adrar (Algérie) durant la saison agricole 2020/2021. Les
objectifs de la présente étude étaient de déterminer la composition physicochimique, doser les composés phénoliques
et tester les activités biologiques de ces deux variétés et de comparer le rendement de trois méthodes d’extraction
pour les graines de la variété jaune. La premiére methode était avec le sonificateur en appliquant des ultrasons
pendant 30 minutes a une amplitude 60% en utilisant [’éthanol 50/50 (v/v) (V1T1). La seconde méthode, identique
a la premiere, seulement en appliquant un temps de 45 minutes (V1T2) et la troisieme méthode en utilisant un
montage Soxhlet avec du méthanol pur comme solvant (V1Sox). Pour la variété gris-verdatre, nous avons adopteé la
premiére méthode d’extraction (V2T1). Les rendements des trois méthodes d’extraction en terme d’extrait brut
étaient classé comme suite (V1Sox>V1T2>V1T1) alors que les rendements en terme de composés phénoliques
étaient classé ainsi (V1T1>V1Sox>V1T2). Le dosage physicochimique a révéelé une richesse en ces composés avec
des variabilités entre les deux variétés en ce qui concernant la matiére minérale, la matiére grasse, les protéines
totales et les sucres totaux, mais ils ont des taux égaux en termes de la matiére séche. Quant aux composés
phénoliques, la variété jaune s 'avere plus riche que la variété gris-verdatre. Pour les tests des activités biologiques,
ils étaient positifs pour la DPPH, ABTS, ferrozine et phénanthroline avec des variations de /’/C-50 entre les deux
variétés, alors que les tests étaient négatifs pour FRAP et SNP.

Mots clés: Millet, Pennisetum glaucum, physicochimique, métabolites secondaires, activités biologiques.

Abstract: This work was carried out at the Biotechnology Research Center (CRBt) in Constantine. It consisted in
making extracts from the seeds of two varieties of pearl millet (Pennisetum glaucum), a yellow variety V1 and
another gray-greenish variety V2 grown in the Adrar region (Algeria) during the 2020/2021 agricultural season.
The objectives of the present study were to determine the physicochemical composition, measure the phenolic
compounds and test the biological activities of these two varieties and to compare the yield of three extraction
methods for the seeds of the yellow variety. The first method was with the sonifier applying ultrasound for 30 minutes
at 60 % amplitude using 50/50 (v/v) ethanol (V1T1). The second method, identical to the first, only by applying a
time of 45 minutes (V1T2) and the third method using a Soxhlet assembly with pure methanol as solvent (V1Sox).
For the greenish-gray variety, we adopted the first extraction method (V2T1). The yields of the three extraction
methods in terms of crude extract were classified as follows (V1Sox>V1T2>V1T1) while the yields in terms of
phenolic compounds were classified as follows (V1T1>V1Sox>V1T2). The physicochemical assay revealed a
richness in these compounds with variability between the two varieties with regard to mineral matter, fat, total
proteins and total sugars, but they have equal rates in terms of dry matter. As for phenolic compounds, the yellow
variety turns out to be richer than the gray-greenish variety. For biological activity tests, they were positive for
DPPH, ABTS, ferrozine and phenanthroline with variations in IC-50 between the two varieties, while the tests were
negative for FRAP and SNP.

Key words: Millet, Pennisetum glaucum, physicochemical, secondary metabolites, biological activities.
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