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Résumé

Les céréales font I’objet de nombreux travail car en plus de leur utilisation comme aliment, ils

interviennent dans le traitement de nombreuses maladies.

Dans le cadre de la valorisation de produits des sources naturelles. Nous nous sommes
intéressées dans ce travail a I’étude des composés phénolique et I’évaluation des propriétés
antioxydantes des extraits phénoliques de quelques variétés locaux des sons du sorgho.

La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la quantification des polyphénols
totaux, et des flavonoides par le réactif du Folin-Ciocalteu, par le trichlorure d’aluminium

respectivement.

Les résultats obtenus montrent que les sons de sorgho sont riches en polyphénol totaux avec
une différence en teneur selon le systeme d’extraction et la variété de sorgho (blanc ou rouge).
La teneur enregistrée pour le sorgho blanc est de I’ordre 0,35 a 2.65 (g/100g) en équivalent de
I’acide gallique dans les systéemes aqueux.et 1,66 a 2,95 (g/100) en équivalent de I’acide
gallique pour le sorgho rouge dans les systémes hydrométhanolique et hydroacétonique.

Les teneurs des flavonoides trouvés sont généralement tres importants se comprise entre 0,018
et 2,14 (g/100g) sans oublié existence des différences teneurs entre les systémes d’extraction
et les types de sorgho. On peut noter que la teneur en flavonoides de sorgho rouge est

clairement supérieure que la celle de sorgho blanc.

L’importance de cette étude présentée au niveau des résultats trouvés sur I’activité
antioxydant des polyphénols. Les valeurs d’activité antioxydante a été enregistrés entre 7,60
et 23,96 (mg/l) dont ces derniére sont ou voisinage celle de la vitamine C ou un peu plus

supérieur.

Mots de clés : sorgho, son, polyphénol, flavonoide, activité antioxydante.



Abstract

Cereals are the subject of much work, because their use as food, and they are involved in the

treatment of many diseases.

As part of the value of products from natural sources and waste recycling unused. We are
interested in this work to the study of phenolic compounds and evaluation of antioxidant
properties of phenolic extracts of some local varieties of sorghum bark.

The first part of this study relates to the extraction and quantitation of total polyphenols,
flavonoids by the Folin Ciocalteu reagent and by aluminum trichloride respectively.

The results obtained show that the barks of sorghum are rich in total polyphenol content with
a difference according to the extraction system and the type of sorghum (white or red). The
content recorded on white sorghum is about 0,35 to 2,65 (g/100g) equivalent of gallic acid in
systems aqueous. And 1,66 - 2,95 (g/100) relative to gallic acid for red sorghum in methanolic
and hydroacetonic systems.

The contents of flavonoids found are generally very important is between 0,018 and 2,14
(9/100g) without forgotten existence of differences between the concentrations and types of
extraction systems sorghum. It may be noted that the flavonoid content of red sorghum is
clearly higher than that of white sorghum.

The importance of this study presented in the results found antioxidant activity of
polyphenols. The antioxidant activity values was recorded between 7,60 and 23,96 (mg / I) in
which these latter are adjacent or that of vitamin C or a little higher.

Key words: sorghum, bark, polyphenol, flavonoid, antioxidant activity.
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Introduction

Introduction générale

A travers les siécles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et I’utilisation
des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des
hommes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours aux propriétés
curatives des plantes et que les traitements a base de ces derniéres reviennent au premier lieu

car I’efficacité des médicaments décroit vue leurs effets secondaires sur la santé publique.

Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le role tragique
du processus oxydatif incontrdlable induit par les especes réactives oxygénées (ERO). Ces
oxydants sont a I’origine directe de différents états pathologiques tels que le vieillissement et

le cancer et indirecte sur la peroxydation des lipides des denrées alimentaires.

Le sorgho est nutritionnellement équivalents a la plus parts des céréales. 1l joue un role
essentiel a la sécurité alimentaire des millions d’africaines, d’asiatique et de latino-

américaines. Mais, il a une importance thérapeutique bien aussi.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de déchet de sorgho non utilisé (sons)
d’origine saharienne algérienne (Tamanrasset), et la recherche des antioxydants naturels en
évaluant les propriétés antioxydantes des polyphénols et bien aussi I’effet des systémes
d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques totaux et flavonoides et sur leurs

activités antioxydante. Afin de mettre en évidence leur importance sur le plan thérapeutique.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous avons commencé par une étude bibliographique
concernant le sorgho et ainsi la structure et la propriété des composés phénoliques, leur
biosynthése et quelques activités biologiques attribués a différentes familles de ces composés.
Et une étude sur les radicaux libres, ceci est suivi par un apercu scientifique sur I’activité

antioxydante.

Dans la deuxieme partie, nous avons envisageé la partie expérimentale qui se déroule en deux
axes :

Dans le premier axe, nous avons réalisé I’extraction des composés phénolique totaux par des
différents systemes, et la détermination des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux
et flavonoides) par des méthodes colorimétriques. Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes
intéressés a évaluer le pouvoir antioxydant des extraits phénoliques par deux méthodes. Le
choix des tests est fixé sur une analyse mesurant le pouvoir des extraits de balayer le radical

stable de DPPH, et une autre technique mesurant la capacité réductrice de phénantroline.
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Enfin, dans la troisieme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus entre autre les
rendements, les teneurs des composés phénoliques et I’étude de I’activité antioxydante des

extraits des différentes variétés de sorgho.
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Chapitre | : Généralités sur le sorgho

1.1 Introduction

Le sorgho (Sorghum bicolor L. Moench) est une céréale majeure dans plusieurs régions
tropicales du monde. Il constitue avec le mil les principales céréales cultivées dans les régions
tropicales semi-arides de I’Afrique et de I’Asie. Grace a un systeme racinaire important et
profondément ancré dans le sol, le sorgho tolére mieux les variations pédoclimatiques que les
ceréales traditionnelles telles que le riz et le mais. Ceci fait de cette plante, une culture de
choix dans les régions ou la sécheresse et la pauvreté des sols sont des facteurs militants.

- 88 < <

Figure 1: Les panicules de sorgho Figure 2: Graine au cour de la maturation

1.2 Caractéristiques botaniques du Sorgho

Nom scientifique : Sorgho bicolore (L)

Nom commun, sorgho grain, mtatma, shallu, feteuta (East Africa), millet indien, durra au
Egypte, south Africa kaffiroorn,Middle East Africa milo,West Africa great millet, sorgho or
sorgho

Tribe : Andro pogoneae

Famille: Poaceae

Specier : Sorghum bicolor (L)

Races : Bicolor, vulgare, campatum, kafir, guinea durra

Origine : Africaine, Chine. Trés répandu a l'état sauvage sous les climats tropicaux et

subtropicaux.
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Lieux de culture : Afrique et Asie essentiellement, aussi Etats-Unis.
Culture : En général extensive, sur terre labourée, en climat chaud et sec.
Hauteur:1 a3 m

Graines: sous forme de grappes violacées, vert jaune, bleu, marron
1.3 Composition chimique du sorgho

1.3.1 L’amidon

La plante est notamment cultivée pour son amidon. La FAO (1994) a fourni la composition
nutritionnelle du sorgho. Le grain entier contient 73,8% d’amidon (Mrs. Denloye, Stella A et
col, 2012). La teneur en amylose est influencé a la fois par des facteurs génétique et

environnementaux (Nadia Boudries, 2009).
1.3.2 Les protéines

La deuxiéme composante principale des grains de sorgho est les protéines. La teneur en
protéines du sorgho est influencée a la fois par les facteurs génétiques et environnementaux.
Dans le sorgho, la variabilité est importante (12.3%), probablement parce qu'on le cultive dans
des conditions agro-climatiques diverses qui influent sur la composition du grain. Les
fluctuations de la teneur en protéines s'accompagnent géneralement de changements de la

composition en acides aminés des protéines (Denloye, Stella A et col, 2012).

Tableau 1: Composition en acides aminés essentiels (mg/g) des protéines

Acide amine teneur

Isoleucine 245
Leucine 832
Lysine 126
Méthionine 87

Cystine 94

Phénylalanine 306
Tyrosine 167
Thréonine 189
Valine 313
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1.3.3 Les lipides

La teneur en matiére grasse brute du sorgho est de 3%, plus que celle du blé et du riz mais
moins que celle du mais. Les éléments qui contribuent le plus & la fraction lipidique sont le
germe et l'aleurone. Le germe lui-méme contient environ 80 % de la quantité totale de matiére
grasse. De ce fait, les mutants de sorgho qui comportent une fraction embryonnaire importante
ont une teneur en matiere grasse plus élevée (5,8 a 6,6 %) que la normale. Les variations de la
teneur en matiére grasse du grain peuvent étre attribuées partie aux différents systemes de
solvant utilisés pour I'extraction de la matiere grasse qu'il contient. Price et Parsonont signalé
que la fraction lipidique neutre était de 86,2 %, les glycolipides représentant 3,1 % et les

phospholipides 10,7 % dans la matiere grasse du sorgho.

La composition en acides gras de la matiere grasse du sorgho (49 % d'acide linoléique, 31 %
d'acide oléique, 14 % d'acide palmitique, 2,7 % d'acide linolénique, 2,1 % d'acide stéarique)

était analogue a celle du blé, mais plus insaturée (Denloye, Stella A et col, 2012).
1.3.4 Les sels minéraux

La composition en sels minéraux des graines de sorgho est extrémement variable. Plus que les
facteurs génétiques, ce sont les conditions écologiques des régions de culture qui ont une

incidence sur la teneur en sels minéraux de ces céréales.

Tableau 2: composition minérale de sorgho

Elément Minéraux Teneur

Mg 171
Ca 15

Fe 4,2
Zn 2,5
Cu 0,44
Mn 1,15
Mo 0,06
Cr 0,017
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1.3.5 Les polyphénols

Le sorgho est riche en divers produits phénolique dont les tanins, les acides phénoliques, les
anthocyanines, les phytostérols et les policosanols. Ces produits phénolique ont le potentiel de
produire un impact significatif sur la santé humaine. La plupart des produits phénoliques est
concentrée dans le son qui peut étre facilement séparé du grain de sorgho et ensuite utilisé
dans la supplémentation alimentaire, I’amélioration de la qualité des aliments et/ou les
applications thérapeutiques.

L’incidence des polyphénols dans le sorgho est caractéristique des types de grain. La plante est
unique pour son importante quantité de tanins qui sont présents dans la couche intérieure
pigmentée appelée testa du sorgho a grains bruns. Les avantages de cette présence (qui confeére
une tolérance/résistance aux insectes et aux maladies dues aux animaux nuisibles). Le sorgho
alimentaire a grains blancs ne contient pas de tanins mais pourrait contenir de faibles quantités

d’acides phénoliques (Denloye, Stella A et col, 2012).
I.4 La production

Le sorgho est probablement originaire d'Ethiopie, d'ol il s'est répandu dans toute I'Afrique. 11
était connu a Rome du temps de Pline. Avec une surface cultivée de 40,5 millions d’hectares,

le sorgho arrive au 5°™ rang des grandes cultures dans le monde.

De nos jours, le sorgho est cultivé avec succes, et parfois subspontané dans tous les continents.
Les principales zones de culture du sorgho se situent dans les régions chaudes, comme I’Inde,
I’Afrique, I’Amérique du Nord et du Sud. Mais en Europe aussi, sa culture reste cependant

cantonnée aux pays méditerranéens.

Contrairement aux variétés locales cultivées dans de nombreux pays d’Afrique et d’Asie, qui
ont tendance & avoir des rendements plutot faibles, et dont les récoltes sont utilisées
essentiellement pour I’alimentation humaine, les variétés cultivées dans les pays industrialisés
sont des variétés hybrides a haut rendement, utilisées surtout dans la production animale.
(Jurg Hiltbrunner et col, 2012).
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Tableau 3: Les dix principaux pays producteurs de sorgho en mégatonne (FAO, 2006)

Rang Pays Production (MT)
1 Etats-Unis 11998040
2 Nigéria 9318000
3 Inde 7925900
4  Soudan 3869000
5  Australie 3789931
6  Argentine 2936840
7  Chine 2502532
8 Ethiopie 2316041
9  Bresil 2004005
10  Burkina Faso 1875046

1.5 L utilisation

e Alimentation humaine : le sorgho est une culture vivriéere dans de nombreux pays
d'Afrique et d'Asie. Le sorgho peut se consommer en grain. Les grains finement broyés en
farine sont utilisés pour la confection de nombreux mets comme des galettes, couscous,
semoule, bouillies, pains ou beignets (Kouamé Germain Cyrille KOFFI et col, 2011).
Dans les pays occidentaux il entre dans la composition de biscuits pour le golter. Les tiges

de sorgho bicolore se machent tout comme la canne a sucre.

Tableau 4: Les sept pays principaux consommateurs de sorgho-grain a destination de

I'alimentation

Production (T) Alimentation Humaine (T)

Inde 7 330 000 6 452 447
Nigéria 8 028 000 5558 891
Soudan 5188 000 2621 075
Ethiopie 1 650 000 1 600 566
Chine 2 879 542 1299 212
Burkina Faso 1610 255 1129 949
Mali 650 000 563 019
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Alimentation animale : I’ensilage du sorgho grain sucrier permet d’obtenir un fourrage
dont la valeur UF est proche de celle d’un mais. Cependant, le sorgho sucrier présente des
teneurs en amidon et en sucres solubles qui sont radicalement différentes. L’énergie du
sorgho provient a la fois de I’lamidon présent dans le grain et des sucres contenus dans les
tiges et les feuilles. Au niveau du rumen, I’amidon de sorgho est dégradé lentement alors
que les sucres solubles sont transformés tres rapidement. Cette combinaison de sources
énergétiques et de cinétique de dégradation est favorable a une bonne activité des

microflores de I’appareil digestif des ruminants.

Tableau 5: Les sept pays principaux consommateurs de sorgho-grain a destination de

I'alimentation animale

Production (T) Alimentation Animale (T)

Mexique 6 462 200 9 615 920
Etats-Unis d’Ameériques 10 445 900 5100 000
Argentine 2684 780 1977 202
Japon 0 1490 102
Australie 1 465 000 1 368 876
Chine 2 879 542 1 350 042
Brésil 1754 970 704 122

Herbe a chat : la plupart des mélanges vendus en distribution sont un mélange de graines

d'orge et de sorgho.

Production de sucre et sirop : des tiges du sorgho bicolore est extraite une mélasse ou un

sirop sucré (sirop de sorgho), aux Etats-Unis sont produits 1000 litres de sirop par ha.
Réalisation facile de balais biodégradables.

Teinture : il existe plusieurs variétés des sorgho non-comestibles  sont cultivés
exclusivement pour le colorant rouge contenu dans ses feuilles ou dans les gaines

foliaire et parfois aussi dans les parties adjacentes de la tige. Les colorants du sorgho ainsi
que d’autres sources, riches en tanin, sont associés avec de la boue pour créer les motifs

des étoffes peintes (Kouamé Germain Cyrille KOFFI et col, 2011).
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Chapitre Il : Généralités sur les composés phénoliques

11.1 Définition

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végetaux et appartenant a leur

métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes contre les agressions

environnementales.

Nommés phytomicronutriments, ils sont regroupés en une classe

constituée d’environ 8000 composeés (tableau 6).

Tableau 6 : Les principales classes des composés phénoliques (T. Budic-Leto et col,

2002)
Squelette C Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples Catéchol
Cs-C1 Acides p-Hydroxybenzoique, Epices, fraise
hydroxybenzoiques les acides galliques
Cs-C3 Acides Acides caféique et Pomme de
hydroxycinnamiques férulique terre, pomme
Coumarines Scopléine, esculétine Agrumes
Ce-C4 Naphtoguinones Juglone Noix
Cs-C2-Co Stilbénes Resvératrol Vin, Raisin
Cs-C3-Co Flavonoides :
Flavonols Kaempférol, quercétine  Fruits, légumes
Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine Fruits rouges
Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
Flavanones Naringénine Agrumes
Isoflavonoide Daidzéine Soja, pois
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3) n Lignines Bois, noyau des
fruits
(Ci5) n Tannins Raisin rouge




Chapitre Il : Généralités sur les composés phénoliques

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment a cause de leurs effets
bénéfiques sur la santé. En effet, leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires,
cardiovasculaires et neurodégénératives. lls sont également utilisés comme additifs pour

I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (tableau 7) (Frankel et col, 1993).

Tableau 7 : Activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997)

Polyphénols Activité biologique

Antibactériennes
Acides phénoliques (cinnamique et benzoique) | Antifongique
Antioxydant

Coumarines Protectrices vasculaires et antioedémateuse

Antitumorales
Anticarcinogénes
Flavonoides Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétique

Antioxydant

Anthocyanes Protectrice capilaro-veineux

Effet stabilisateur sue le collagéne
Antioxydant

Proanthocyanidine Antitumorales

Antifongique

Anti-inflammatoires

Tanins gallique et catéchique Antioxydant

11.2 Déférentes classes des polyphénols

11.2.1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques et se
séparent en deux grands groupes distincts que sont les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) et

les acides hydroxycinnamiques (C6-C3).
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Chapitre Il : Généralités sur les composés phénoliques

Des composés de ces deux groupes ainsi que leurs dérivés estérifiés et glycosylés ont été
trouvés dans les différentes parties de la plante. On peut citer les cing dérivés des acides
hydroxybenzoiques (I‘acide salicylique, I‘acide p-hydroxybenzoique, I‘acideprotocatéchique,
I‘acide gallique et I‘acide vanillique) (figure 3), et dans une autre parte les quatre dérivés des
acides hydroxycinnamiques (I‘acide cinnamique, l‘acide p-coumarique, l‘acide caféique et

I‘acide férulique) (figure 4).

COOH COOH

<

~~OH OMe
OH OH
Acide p-hydroxvbenzoique Acide protocatéchique
Acide vanillique
a0
2 '“l COOH
HO OH
it
OH e A
R e MeO™ YT TOMe
O
Acide syringique

Figure 3: Structure chimique de quelque dérivé d'acide hydroxybenzoiques

COOH COOH
COOH ) "'A
f,.._ {
== x> j b
| “Ton M e
S OH
Acide p-coumarique Acide caféique

Acide cinnamique

Figure 4: Structure chimique de quelque dérivé d'acide hydroxycinnamiques
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11.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont un groupe de plus de 4000 composés polyphénoliques se produire
naturellement en dont nourritures origine végétale. Ces composés posseédent une structure
commune de phenylbenzopyrone (C6-c3-c6) (figure 5), et ils sont classés par catégorie selon
le niveau de saturation et I'ouverture de lI'anneau central de pyranne (figure4) (WenyingRen,
2013).

Figure 5: Structure de base des flavonoides (BimleshKumar et col, 2011)

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques qui sont omniprésent aux usines. Elles
ont été montreées pour posséder une variété d'activités biologiques aux concentrations non-
toxiques dans les organisations. Le rdle des flavonoides diététiques dans le cancer
I'empéchement est largement discuté. Et les épreuves cliniques humaines indiquent que les
flavonoides ont effets importants sur le chemioprevention et la chimiothérapie de cancer.
Beaucoup de mécanismes d'action ont identifié, y compris I'inactivation antiproliferation,
arrestation de cycle de cellules, induction de apoptose et différentiation, inhibition
d'angiogeneéses, antioxydation et inversion de multidrug résistance ou une combinaison de
ces mécanismes. Basé sur ces résultats, les flavonoides peuvent étre agents anticancereux

prometteurs.
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Flavone Flavonone Flavonol [sovlavonone

Dihvdroflavonol Chalcone

Figure 6: Les structures chimiques de différents types de flavonoides (BimleshKumar et
col, 2011)

11.2.3 Les tannins

Basé sur les structures moléculaires du actuellement connu tannins, et leur origine et réle dans
la flore, le suivant de finition des tannins peut étre dérivé :Les tannins sont les métabolites
secondaires polyphénoliques de plus haut les usines, et sont I'un ou l'autre esters de galloyl et
leurs dérivés, dans a quelles parties de galloyl ou a leurs dérivés sont attachés une variété de
polyol -, de catéchine et de noyaux de triterpénoide (gallotannins, les ellagitannins et les
tannins complexes), ou eux sont proanthocyanidins oligomeres et polymeres qui peuvent
posséder modeles intererent d'accouplement et de substitution d'avanyl de Di (tannins
condenses).

Les tannins sont des produits organiques et non azotés. Ces composés constituent un grand
groupe des composés qui sont largement distribués dans le royaume des plantes tel que les

sons d’abords, les fruites et les feuilles aussi.

=  Tannins Hydrolysables :
Leurs structures impliquent plusieurs molécules des acides polyphénoliques tels que les acides
galliques ou ellagique, liés par des tringleries d'ester a une molécule centrale de glucose. Sur

la base des acides phénoliques produits aprés I'hydrolyse, elles sont encore classées par
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catégorie sous des gallotannins composés d'acide ou d'ellagitannins galliques qui contient
I'acide hexahydroxydiphenique qui aprés intra estérification produit I'acide ellagique (figure
7).

.Les tannins hydrolysables sont solubles dans l'eau et leur solution produit la couleur bleue

avec du chlorure ferrique (Dr. Vinod D. Rangari, 2007).

OH
HDO
o C=0
1 I
o=c o
OH
o OH
Acide hexahvdroxvdiphenique acide ellagique
oH
o
o
HO oH
Q
X
D
9 OH
oH oH
o oH
Gallotannins
i
D’DMF'_“‘%«DH
- ! /
aoH Sy i oy
HIO ‘}.. ___-""----- o OH o
. [ae T
HO~ l\‘d__,:.'\ .
c
I:;ﬁ: oGl
Ellagetanin

Figure 7: Structure de tannins hydrolysable (Dr. Vinod D. Rangari, 2007)
» Tanins condensés

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidine, sont largement

répandus dans l'alimentation humaine (fruits, légume, thé, dattes, ...). Qui se différent
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fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leur

molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides.

La structure complexe des tanins condensés est formée d'unités répétitives monomériques qui
varient par leur centre asymétrique et leur degré d'oxydation. Les formes naturelles
monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones asymétrique
C2 et C3 et par le niveau d'hydroxylation du noyau B (figure 8). On distingue ainsi les
catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées) (PraveenKumar Ashokl,
2012).

Figure 8: Structure chimique des tanins condensés

11.2.4 Les stilbéenes

Sont des composés phénoliques issus des métabolismes secondaires végétale et qui dérive par
la voie des phénylpropanoides. Les stilbenes (1-2 diphényléthyléne) sont composés des deux
noyaux phényle reliée entre eux par un pont de double liaison pouvant d’exister en deux
formes : la forme tran et la forme cis parage (figure 9) (S. KRISA, 1997).

frans-stlbene cis-stilbéne

Figure 9: structure chimique de base des stilbénes
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11.2.5 Les lignanes

Ce sont des composés dont des diphénols qui ont une structure 2-3 dibenzyl butane. Bien
qu’elles n’aient pas démontré induire I’oetrus chez I’animal, elles sont considérées comme des
phytoestrogénes ayant une activité « oetrogéneslike ». Elles interviennent également dans le

processus de lignification (figure 10).

Q
QL

Enterdiol

M

HOY

Enterolacton

Figure 10: structure chimique des lignanes

11.2.6 Les coumarines

Les coumarines constituent un groupe comprenant divers métabolites végétaux secondaires de
faible poids moléculaire largement répandus dans le régne végétal. Sont des substances
naturelles connues, Il s’agit de composés a neuf atomes de carbone (C6-C3) possédant le

noyau benzo-a-pyrone (figure 11). Ce composé dériverait de la cyclisation de I’acide cis

cinnamique oxygéné en C2 (P. K. Jain et Himanshu Joshi, 2012).

Figure 11: La structure de base de coumarine
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La structure chimique des coumarines est constituée d’un groupe aglycone de nature
triterpenoidique ou stéroidique et d’une ou plusieurs chaines saccharidiques (glycosides)
(Djamila Djemoui, 2012).
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Chapitre 111 : Activité antioxydante

I11.1 Les radicaux libres

111.1.1 Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette
propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se réapparier,
déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour
d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine (lI.Hininger-Favier, 2010).
Plusieurs éléments peuvent étre a I’origine de radicaux libres. Les sources des radicaux libres
sont nombreuses (Fatima Zohra Bouras et coll, 2013).

En chimie, un radical libre est un atome ou une molécule dont la structure se caractérise par la
présence d’un électron libre rendant cette espece chimique beaucoup plus réactive que
I’atome ou la molécule dont il est issu.

Ces composés issu de I’oxygene sont tres toxiques pour la cellule et peuvent la détruire.
L’organisme a développé le systéeme de defense pour s’en protéger: on parle alors
d’antioxydante ou d’anti radicaux libres.

Cette production de radicaux libres est impliquée dans la survenue des principales maladies
chroniques que sont les maladies cardiovasculaire, les cancers, le diabéte ou les maladies
inflammatoires.

I11.1.2 L origine des radicaux libre

L’oxygene, élément indispensable & la vie, produit en permanence au niveau de la cellule et
en particulier de la mitochondrie (composant de la cellule qui produit de I’énergie) des
composants appelée radicaux libres, ou encore espéces oxygénées activés (ERO).

Ces substances issues de I’oxygene sont générés sous I’effet d’oxydant environnementaux.

Le tabagisme, une nutrition trop riche en graisse, la pollution, I’absorption d’alcool,
I’exposition prolongée au soleil provoquent une surproduction de radicaux libre dans notre
organisme.

Une intervention chirurgicale ou la pratique d’un exercice physique intense sont responsable
de production de radicaux libres.

I11.1.3 Nature des radicaux libres

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et ou un pouvoir oxydant fort, il
se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la plus

externe.
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Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de
ces composés qui jouent un rdle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : I’anion superoxyde (02 ), le radical hydroxyle (* OH), le monoxyde
d'azote (NO® ), le radical peroxyle (ROO® ) et le radical alkoxyle (RO® ).

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygéne singulet Oz, le
peroxyde d’hydrogene (H20>) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces

radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

O3
l Catalase
1 __,-"__'_:- I‘E]'C" —:':Cl:
G S0D o
NO . <
OO0 -— Oy > H,0, + HaO

\\_."// qﬁm

1 2H,0 + GSSG

il GSH-Peroxydase
[ Ccu” ~GSH
r

o _ M Rr+m20

0
sitamine E

ROO ——> ROOH
GSH-Peroxyvdase
+HGSH
o
ROH + H-0 ~ GSSG
Figure 12: La nature et la relation entre les radicaux libres d'oxygéné (Alain Favier,
1997)

I11.2 Les antioxydants
111.2.1 Définition

Les antioxydante sont des substances qui diminuent I’oxydation d’autre substance chimique et
qui protégent I’organisme contre les dommages causés par les radicaux libres.

Ces dernieres naturellement présentes dans I’organisme sont parfois fabrique en exces par nos
cellules, notamment sous I’effet de la pollution, du tabac, des rayons UV ...Cela peut alors

engendrer le vieillissement prématuré des cellules et le développement de certaines maladies.
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Le stress oxydatif et les antioxydants font partie intégrante des moyens de défense de

I’organisme au niveau cellulaire et y jouent un role central.

11.2.2 Mécanisme d’action

D’une maniére générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.
En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaque par I’oxygéne moléculaire
Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant
les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier
ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de I’oxygéne singulet pour la
transformer en chaleur (Hellal. Z, 2011).

111.2.3 Utilisation des antioxydants

On parle beaucoup des effets bénéfiques des antioxydantes. Ces derniéres et I’industrie
agroalimentaire met en avant leur présence dans ses produits afin de dynamiser ses ventes.
Elle les utilise également, pour éviter le rancissement des corps grains.

Et bien aussi dans I’industrie teinture pour éviter I’oxydation des colorants au soufre ou de

colorants se cuvent lors de la teinture.

111.2.4 Classification des antioxydants

111.2.4.1 Antioxydants synthétiques
A cause de l'instabilité inhérente des antioxydants naturels, on utilise plusieurs antioxydants
pour stabiliser les matieres grasses et les huiles (John W. Hilton, Ph.D, 1989).
Cette famille de substances antioxydants est relativement limités, puisqu'elle correspond a des
corps étrangers au biologique (humain comme animal), donc biologiquement suspects. C'est
la raison pour lagquelle ces molécules on fait l'objet de nombreuses publications, dont les
données toxicologiques sont parfois contradictoires

0 Le Butylhydroxytoluéne (B.H.T).

0 Le Butylhydroxyanisole (B.H .A).

0 L’acide isoascorbique.
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111.2.4.2 Substances synergiques
Ce sont des molécules qui améliorent I’action de certains antioxydants. Ce qui se traduit
souvent par un accroissement de la période de protection, parmi eux se trouvent : Les acides
lactique, tartrique et ortho phosphorique et leurs sels de sodium, potassium ou calcium. Leurs
propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux comme le fer ou le cuivre,
dont on connait bien I'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant, ce n'est peut-étre pas la
seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais chélatant (K. Bouhadjra,
2006).
111.2.4.3 Antioxydants d’origine végétale (naturelle)
Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants naturels
dont I’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans I’industrie agroalimentaire que pour la
santé humaine sont :
= La vitamine E est un antioxydant important qui protége les cellules contre les
dommages associés aux radicaux libres et par conséquent, prolonge la vie cellules tout
en ralentissant le processus de vieillissement et la diminution de I’athérosclérose. La
vitamine E joue un rdle prouvé que les patients d’ Alzheimer obtiennent des avantages
remarquables au traitement par la vitamine E. il a été déterminé que la vitamine E
naturelle, semble étre deux fois plus biodiponible que la vitamine E synthétique. La
vitamine E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, les noix et les germes de
diverses graines (Vansant, 2004).
= La vitamine C est largement répondue dans les fruits, I’influence sur les dégats
protéiques a été examinée dans des études d’apports suppléments. De fagon
intéressante, de supplémenter des volontaires sains pendant 5 semaines avec la
vitamine C n’a aucune effet. Cependant, apres 10 et 15 semaines de traitement les taux
carbonyles ont été significativement abaisses.
= Les Caroténoides sont une classe de composés photochimiques tres importante,
trouvés dans les légumes et fruits, également dans le lait, empéchent les dommages
génétiques, protegent contre les dommages oxydants en augmentant le métabolisme de
désintoxication des gaps jonctions. Les exemples de Caroténoides, incluent I’alpha
caroténe, beta caroténe, lycopene, lutéine... sont impliqués dans la prévention de
nombreux types de cancer ; cancer de la prostate ; cancer du poumon (Mohammedi.
Z, 2006).
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Les composés phénoliques : Ces substances sont trés utilisées dans la médecine
traditionnelle et moderne pour leurs activités antioxydants. Vue leurs propriétés redox
les plus élevées, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs, donneur
d’hydrogéne en piégeant les radicaux libres et en chélatant les ions
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Chapitre 1V : Matériel et méthodes

1V.1.1 Matériels

Tableau 8: Réactifs et appareils utilisés dans ce travail

Produit Firme
Produit
Acétone VWR Prolabo
Acide gallique
BHA Fluka
Carbonate de sodium VWR Prolabo
Catéchine Sigma Aldrich
Chlorure de fer (I11) VWR Prolabo
Ethanol Sigma Aldrich
Hydroxyde de sodium Sigma Aldrich
Méthanol Sigma Aldrich
Nitrite de sodium Sigma Aldrich
Phénantroline Sigma Aldrich
Quercétine Sigma Aldrich
Réactif de folin ciocalteu | Sigma Aldrich
Trichlorure d’aluminium
Vitamine C
matériel
Balance OHAUS
Papier filtre
Spectroscopie UV-visible | Schott instrumentes
Verreries Riviera et Simax

IV.1.2 La matiére végeétale

Les sons de dix-huit échantillons de sorgho sont cultives & Tamanrasset. Cette derniére est une

zone saharienne au sud d’Algérie qui caractérise par un climat tres aride.

Pour simplifier le travail, on désigne notre échantillon par des codes et on les classe en deux

groupes selon la couleur de ces graines (variétés de sorgho blanc et rouge).

Tableau 9: les deux variétés de sorgho étudié

Variétés de sorgho blanc

AQ8

Al0

Al2

Al9

A21

A26

A27

A34

A35

A40

Variétés de sorgho rouge

Al3

Al4

Al5

Al6

Al8

A33

A36

A39
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V.2 Extraction des composés phénoliques

L'extraction des composés phénoliques a été faite en utilisant quatre systémes de solvants de
polarité différente. Les systemes solvants utilisés sont: L'eau distillée, (méthanol/eau) (80/20,
v/v), (acétone/eau) (70/30, v/v) et (méthanol/acétone/eau) (40/40/20, v/v/v). Une quantité
bien déterminée de chaque échantillon de sorgho (environ 0,2 g) est macérée a température
ambiante dans 20 ml de solvant pendant 24 heures. Apreés filtration, les extraits sont conservés

au réfrigérateur a 6°C jusqu’a leurs analyses.
I1VV.3 Dosage des polyphénols totaux

La concentration en polyphénols est déterminée en utilisant le réactif de folin ciocalteu. Ce
dernier qui est constitué d’acide phosphomolybdique et d’acide phosphorique qui sera réduits
par les composés phénoliques. L'intensité de la coloration bleue est mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV-Visible a 760 nm. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a

la concentration des polyphénols dans la solution.

Une courbe d’étalonnage a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique de concentration
varie entre 0.03 (g/) et 0.3 (g/l).A 100 ul de chaque solution d'acide gallique préparée, on
ajoute 500l de réactif de folin ciocalteu diluée a 10 fois par I’eau distillée. Aprés I’incubation
pendant cing minutes on ajoute 2 ml de carbonate de sodium Na2COsz a 10 %, Les solutions
sont incubées a l'obscurité pendant d’une heure a une température ambiante. L’absorbance de

chaque solution a été mesurée a 760 nm contre le blanc (HAMMOUDI Roukia et col, 2012).
IVV.4 Dosage des flavonoides

L’analyse quantitative des flavonoides dans les différentes variétés du sorgho est effectuée

par deux méthodes colorimétriques.
1V.4.1 Méthode de Lamaison et carnat

Dans cette méthode le principe est basé sur la réaction de complexation des fonctions
hydroxyles OH par un acide de Lewis qui est le trichlorure d'aluminium AIClz. Une quantité
de 1 ml d'extrait est ajouté a 1 ml d'une solution méthanolique d’AICl; a 2 %. Aprés une
incubation de 15 mn, la lecture de l'absorbance est effectuée a l'aide d'un spectrophotométre
UV-Visible a une longueur d'onde de 430 nm (Dong-Jiann HUANG, 2004).
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La courbe d’étalonnage est effectuée par des différentes concentrations de la quercétine (0.01
g/1-0.1g/l) comme un standard (la quercétine est préparé dans le méthanol). Dans les mémes

conditions expérimentales et on suivant les mémes étapes du dosage précedent.
1V.4.2 Méthode de Zhishen et col

La quantification des flavonoides a été effectuée par une autre méthode adaptee par Zhishen
et col, (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme
un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui
absorbe dans le visible a 510 nm.

1 ml de I’extrait de chaque variété du sorgho est mélangé avec 5 ml d’eau distillée, suivis de
0.3 ml de nitrite de sodium (NaNOz) a 5%. Apres 5 min d’incubation, 0.6 ml de trichlorure
d’aluminium (AICL3) a 10% (m/v) est rajouté au melange .Aprés 6 min d’incubation a la
température ambiante, 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% est additionné, ceci est
complété a 10 ml avec de I’eau distillé. Immédiatement, le mélange est complétement agité
afin d’homogénéiser le contenu. L’absorbance de la solution de couleur rosatre est déterminée
a 510 nm contre un blanc (Abd EI-Moneim MR Afify at col, 2012).

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant de la catéchine comme un standard.
IV.5 Evaluation de I’activité antioxydant des extraites phénoliques du

sorgho

Pour I’évaluation de I’activité antioxydant des extraits il existe plusieurs méthodes. La plupart
de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la décoloration d’un réactif dans le milieu

réactionnelle.

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire par deux types de

mécanismes:

1- la libération de I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle (cinétiquement est

rapide) des certaines acides et dérivées phénoliques.

2- la libération d’un électron (cinétiqguement est lente) des dérivées glycolyses et des

anthocyanes).

Dans notre étude nous nous sommes intéressés par deux différents tests chimiques : la
réduction du fer ferrique et le test DPPH, ce dernier est le plus utilisé dans les recherches les

plus récents dans le domaine de I'évaluation de l'activité antioxydant des produits naturels.
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IV.5.1 Méthode de piégeage des radicale libre DPPH

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité d’antioxydante a piéger le radical libre.
Le compose chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a, a-diphényl-B-picrylhydrazyle) fut
I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant
des composés phénoliques. Il possede un électron non apparié sur un atome du pont d’azote.
Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, c’est a
dire DPPHe reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La
délocalisation provoque aussi la couleur violet bien caractéristique de la solution de DPPHe,
La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration
violet, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a
515-518 nm.

Dans le cas des composes phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe pour former une molécule stable
DPPHH (figure 13).

Q0 0L

M
+ RH
Oah NO2 Oz MO
NOg NO5
2, 2-diphenyl-1-picrylhidrazyl 2 2-diphenyl-1-picrythidrazyl
(fresa radical forrm) (non radical form)

Figure 13: La forme libre et réduite de DPPH

Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres de DPPH est calculé d’aprés la formule

suivante :

Inhibition % = [(absorbance du control — absorbance de I’échantillon) / absorbance du
control] x 100

La valeur EC50 (ou 1C50) est definie comme la concentration des antioxydants correspondant

a50 % d’inhibition ou la quantité de I’extrait d’une concentration bien précisée pour neutralisé
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50% du radical. Elle est calculée en tracant la courbe des pourcentages d’inhibition en
fonction des concentrations de I’extrait (Alavi L et col, 2010).

On peut citer que plus la valeur de EC50 est petite, plus I’activité antioxydant des extraits est
grande.

= Mise en ceuvre pratique

1 ml de chaqgue solution a été introduire a I’aide d’une micropipette dans des tube a essai,
suivi par I’addition d’un 1 ml de DPPHe, puis I’incubation pendant 30 minutes a la

température ambiante.

L’absorbance de chaque solution a été déterminé a 517 nm contre un blanc qui contient 2 ml
de solvant utilisable pour I’extraire notre échantillon, et un témoin qui contient 1 ml de
solvant et 1 ml de DPPHe (Hyun Young Kil et col, 2009).

= La courbe d’étalonnage de la vitamine C

Pour la détermination de [I’activité antioxydante des extraits phénoliques totaux, il est
nécessaire de tracer une courbe d'étalonnage a partir d’une série de solution standard de la
vitamine C ayant des concentrations dans I’intervalle de 0.0025 g/l et 0.025 g/l comme un

antioxydant de réference.
= Lacourbe d’étalonnage du BHA

La détermination de I’activité antioxydante des polyphénols totaux a été aussi exprimée a
partir d’un étalon de BHA. A partir d’une solution de mere de BHA de concentration 0.04
(g/l), on prépare des solutions de concentrations varient entre 0.004 (g/l) jusqu’a 0.04 (g/l).
On prend 1 ml de chaque solution de filles, puis on ajoute 1 ml de DDPH. Et on suivant les

mémes étapes précédentes.
IV.5.2 Test de phénantroline (réduction de fer ferrique)

Nous avons adopté la méthode de dosage colorimétrique d’Emmerie-Engel. Cette méthode est
basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?*) en présence des extraits
phénoliques ou des antioxydants commerciales. Ces derniers, en présence de réactifs
spécifiques comme le phénantroline, forment un complexe rouge-orangé stable qui absorbe a
510 nm (Hamia Chahrazad, 2007).
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= Protocole suivi

On prend 1 ml de chaque extrait, puis on ajoute 1 ml solution de phénantroline préparée dans
I’éthanol (0.40%), suivi par 0.5 ml de FeClz préparé dans I’éthanol a (0.12%). Apres 5

minutes d’incubation on mesure I’absorbance.
= Les Courbes d’étalonnage de vitamine C et le BHA

Nous avons tracé deux courbes d’étalonnage a partir des solutions de la vitamine C (ou BHA).
Nous avons préparés des solutions de filles ont des concentrations bien déterminées. 1 ml de
chaque solution a été ajouté a 1 ml de réactif de phénantroline et on le suit par I’ajoute de 0.5

ml de FeCls. Aprés I’incubation on mesure I’absorbance a 510 nm.
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Chapitre V : Résultats et discussion

V.1 Teneurs en composes phénoliques totaux

Les extraits préparés ont été analysés quantitativement par spectrophotomeétre UV-visible, par

leurs contenus en phénols totaux. Ensuite la densité optique a été exprimée a partir d'une

courbe d'étalonnage d'acide gallique (figure 14). Les résultats obtenus sont regroupés dans le

(tableau 10).

0,9 - \ 4
0,8 - R?*=0,992
0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

Absorbance a 760 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentration (g/l)

0,35

Figure 14: La courbe d'étalonnage de I'acide gallique

La quantité en composés phénoliques totaux dans chaque extrait a été exprimée en gramme en

équivalent de I’acide gallique par cent gramme de la matiére séche des sons de chaque variété.
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Tableau 10: Teneurs des phénols totaux dans les extraits du sorgho (g/100g)

Systeme d’extraction

Echantillon Eau Meéthanol/Eau Acétone/Eau Meéthanol/Acétone/Eau

A08 0,7338 1,3001 0,2987 0,2793
Al10 1,1000 0,7610 0,8769 0,6588
Al2 0,4529 0,6280 - -

Al3 1,1225 2,1349 2,0121 2,5092
Al4 1,9741 2,2544 2,0536 2,1142
Al5 1,9518 1,9001 1,6654 1,4986
Al6 2,3991 2,3153 1,9204 2,2475
Al8 1,3815 1,9697 2,9528 2,1807
Al9 0,3523 0,4482 0,5791 -

A2l 0,9083 0,4585 0,4348 0,2785
A26 0,8508 0,3838 0,7424 1,0464
A27 0,5303 0,5379 0,9247 0,7130
A33 1,1105 0,9556 1,4417 1,4562
A34 2,6504 0,9274 - -

A35 2,2191 0,6124 0,7048 -

A36 1,7956 - - -

A39 1,8262 1,9258 2,0596 2,3904

A40 0,3232 - - -

A partir des résultats enregistrés dans le tableau 10, on remarque que tous les extraits des
sons de différents échantillons du sorgho contiennent des quantités importantes en phénols

totaux.

Si on s’intéresse par la teneur des composés phénoliques totaux selon le systeme d’extraction

utilisé, nous constatons que les valeurs varient d’un extrait a I’autre.

Dans I’extrait aqueux les teneurs en phénols totaux sont comprises entre 0,3232 et 2,6504
(9/100g en équivalent en acide gallique). Mais avec dans extraits hydrométhanoliques les
valeurs varient dans la fourchette de 0,3838 a 2,2544 (g/100g en équivalent en acide gallique).

Par ailleurs pour les extraits hydroacétoniques les valeurs sont dans la gamme de 0,4348 et
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2,9528(g/100g) et bien aussi pour les extraits hydrométhanoacétonique les teneurs sont entre
0,2793 et 2,5092 (g/100g en acide gallique).

La plus grande valeur en teneur est enregistré dans I’extrait hydroacétonique environ de
2,9528 (g/100g en équivalent en acide gallique), et cela peut-étre due a la présence des
composés phénoliques extractibles par ce systtme solvant (acétone/eau), qui sont
généralement les tanins (Marwa Zaroug et col, 2014).

Toutes les variétés du sorgho rouge (Al3, Al4, Al5, Al6, Al18, A33, A36 et A39)
représentent des teneurs en composés phénoliques tres élevées par rapport aux autres variétés
du sorgho blanc. Nos résultats sont en accords avec d'autres résultats trouvés par Hadbaoui
Zineb (Zineb Hadbaoui, 2012).

A la lumiére de ces résultats trouvés on peut dire que les meilleurs solvants pour I’extraction

des composés phénoliques sont : acétone/eau, méthanol/eau.

Alors, il est important de noter que la comparaison entre les valeurs en quantité en phénols
totaux est pratiquement difficile, & cause aux différentes méthodes d’extraction et de dosage
et méme aussi l’origine géographique et climatique de sorgho sans oublié I’état de

conservation notre cultivars.
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V.2 Teneur en flavonoides

La quantité en flavonoides dans les extraits a été exprimée en gramme par cent gramme de la

matiére séche des sons de chaque variété en équivalent de la quercétine et de la catéchine.

Pour cela deux courbes d'étalonnages ont été tracées, la premiére pour la catéchine et la

deuxieme pour la quercétine (Zhishen et col, 1999).

R?=0,9949

Absorbance a 430 (nm)
__M
(¥a]

0 0,02 0,04 0,06 0,08
concentration (g/1)
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0,12

Figure 15: Courbe d'étalonnage de la quercétine
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Figure 16: La courbe d'étalonnage du catéchine
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Les courbes d’étalonnages précédentes nous ont permet de quantifier les teneurs en
flavonoides. Les résultats sont regroupés dans le tableau 11 a été exprimés en gramme(g) par
cent gramme du poids sec des sons du sorgho en équivalent de la quercétine ou de la
catéchine.

Tableau 11: Teneurs des flavonoides dans les extraits du sorgho en (g/100g) selon le

systeme d’extraction en équivalent de la quercétine et la catéchine

Eau Meéthanol/Eau  Acétone/Eau  Méthanol/Acétone/Eau
Echa  Quer Caté Quer Caté Quer Caté Quer Caté

AO08 0,0523 0,2811 0,1525 0,0256 0,0642 0,0413 0,0693 0,1500
Al10 0,0717 0,3597 0,1608 0,3778 0,1004 0,0256 0,1638 0,5340
Al2 0,0537 0,0813 0,1175 0,2001 - - - -

Al3 0,0583 0,0984 0,2430 11,5087 0,2003 1,7864 0,1997 0,5211
Al4 00,0918 0,1049 0,2251 0,8579 10,1935 0,3287 0,2045 0,6952
Al5 0,0845 0,3929 0,2141 11,0037 0,1761 0,3047 0,1625 1,2114
Al6 00,1292 0,0957 0,2502 0,9008 0,1878 0,6682 0,1934 1,0418
Al18 0,1046 0,3847 0,2151 0,4054 10,2043 2,1415 0,1645 1,3900
Al19 0,0181 0,1787 0,1293 0,3035 0,0686 0,4353 - -

A21 0,0591 0,0068 0,0896 0,1316 0,0485 0,0424 0,0796 0,1847
A26 0,0726 0,0034 0,1815 10,0423 0,0957 0,1188 0,1254 0,4882
A27 0,0733 0,0829 0,1442 0,3201 0,1182 0,5613 0,1312 0,0447
A33 00762 0,1317 0,2096 0,5948 0,1652 0,7589 0,1388 0,5912

A34 00802 02613 0,2102 0,5316 - - - -
A35 00467 02264 01771 0,3285 0,1128 0,5412 - -
A36 0,0486 0,7429 - - - - - -
A39 00587 04174 0,3078 0,4996 0,1907 0,4950 0,2238 0,3629
A40 0,0357 0,0761 - - - - - -

Quer : quercétine
Caté : catéchine

A partir de ces résultats on peut déduire que les sons de nos échantillons contiennent des

quantités moyennes en flavonoides.
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Par contre les teneurs en flavonoides dépendent du systeme d’extraction. Par exemple on peut
citer que la teneur dans les extraits aqueux appartiennent a l'intervalle de 0,0036 a 0,3847
(9/100g), mais dans I’extrait hydrométhanolique les teneurs varient de 0,0256 a 1,5087
(9/100g) et pour I'extrait hydroacétonique les teneurs sont dans I’intervalle de 0,0693
et1,7864(g/100g), en fin les teneurs de I’extrait hydrométhanoacétonique sont comprises entre
0,0418 et 1,3900 (g/100g).

Nous avons remarqué que la teneur des flavonoides est tres élevée dans les variétés de sorgho
rouge étudiées (A13, Al4, Al5, A16, Al18, A33, A36 et A39) par rapport aux autres variétés
du sorgho blanc tableau 11.

Nous avons également calculé le pourcentage des flavonoides dans les phénols totaux.
D'apres les résultats, on remarque que ces pourcentages sont inférieurs a 100% et que les
valeurs des quantités en flavonoides sont toujours inférieures de celles des composés
phénoliques totaux et que les systémes solvants méthanol —eau et acétone-eau sont les plus

capables d'extraire des flavonoides.
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V.3 L’évaluation de I’activité antioxydant
V.3.1 Test du DPPH

Ce test est déterminé par la diminution de I'absorbance d'une solution alcoolique du radical

DPPH a 517 nm, réduit par les extraits étudiés des sons de sorgho, pendant 30 mn a
l'obscurité.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques de nos échantillons étudiés

des sons de sorgho ont été fait en comparaison par rapport a deux antioxydants de références a
savoir: I’acide ascorbique et le BHA.

120 4
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R?=0,9864
80 -
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Inhibition %

40
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0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
concentration (g/l)

Figure 17: La variation des pouvoirs d’inhibition (P1%) en fonction de la concentration de

la vitamine C
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100
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Figure 18: La variation des pouvoirs d'inhibition (P1%) en fonction de la concentration
de BHA

Pour cela deux courbes ont été établies reliant le pourcentage d'inhibition P1% en fonction des
concentrations des deux solutions de la vitamine C et le BHA (figures 17 et 18). L'activité
antioxydante des extraits est déterminée par le calcul de la valeur la concentration de chaque
extrait en équivalent de la vitamine C et le BHA en utilisant les pentes des deux courbes
d'étalonnages établies précédemment.

La valeur de l'activité antioxydante de chaque extrait phénolique des différentes variétés des
sons du sorgho dans les quatre systemes d’extraction a été exprimée en milligramme par litre
en équivalent de I’acide ascorbique et le BHA. Rappelons que plus la valeur de cette
concentration est forte plus I'extrait est un antioxydant fort.

A partir des courbes d'étalonnages des deux antioxydants de références, nous avons calculé
les valeurs de ces concentrations qui s'‘échelonnent entre 12,76 mg/l et 21,56 mg/I

A base des résultats obtenus, on peut conclure que les extraits phénoliques des sons de
différentes variétés du sorgho sont riches en espéces antioxydants et quelgue soit le systeme
d’extraction utilisé.
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Tableau 13: Les valeurs des concentrations (mg/l) des extraits phénoliques du sorgho en

équivalent de la vitamine C et le BHA

Echa
A08
Al10
Al2
Al3
Al4
Al5
Al6
Al8
Al9
A2l
A26
A27
A33
A34
A35
A36
A39
A40

Eau

Vit C
14,4241
14,6154
12,1739
13,9741
11,4313
9,6536
15,1329
14,1653
16,5843
12,9052
13,5578
12,2189
7,6058
13,9516
21,5912
19,0484
17,4957
16,4718

BHA
24,3705
24,6937
20,5686
23,6101
19,3139
16,3104
25,5682
23,9333
28,0204
21,8042
22,9068
20,6446
12,8506
23,5721
36,4798
32,1836
29,5602
27,8303

Méthanol/Eau

Vit C
20,2651
22,7117
22,7612
18,7082
20,3640
21,2536
18,5352
19,4496
20,8335
22,4152
20,9077
22,2916
20,0180
21,6491
22,5140

20,9077

BHA
34,2393
38,3731
38,4566
31,6087
34,4063
35,9095
31,3165
32,8614
35,1997
37,8720
35,3250
37,6633
33,8218
36,5776
38,0391

35,3250

Acétone/Eau

Vit C
21,9566
23,6222
19,5357
22,1670
22,0474
20,4925
19,6154
21,0706
22,6654
20,7716
22,3664
20,3929

23,9212

BHA
37,09716
35,87916
29,67222
33,66889
33,48722
31,12555
29,79333
32,00361
34,42583
31,54944
33,97166
30,97416

36,33333

Méthanol/Acétone/Eau

Vit C
23,0347
23,9674
19,6294
22,8829
23,1649
21,7767
22,1238
23,5336
23,4035
23,5770
22,0587

BHA
38,9188
40,4946
33,1653
38,6623
39,1387
36,7933
37,3797
39,7617
39,5418
39,8350
37,2697

Echa : Echantillon

Vit C : vitamine C

L’effet antioxydant des extraits phénoliques de nos échantillons étudiés peut étre classe on

trois catégories:

= Une catégorie avec activité antioxydante égale ou voisinage a celle des antioxydants

de références (la vitamine C et le BHA), cette catégorie est représentée par les
échantillons (A12, A13, Al4, A21, A26, A27 et A34).
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= Une deuxiéme catégorie caractérisée par des activités antioxydantes supérieures a
celles des antioxydants la vitamine C et le BHA, cette catégorie est représentée par
les échantillons (A08, A10, A16, A18, Al19, A35, A36, A39 et A40).

= Une derniere catégorie présente des activités antioxydants inférieures a celles des
activités des antioxydants de références, ce sont les échantillons (A15 et A33).

Les plus fortes activités antioxydantes sont enregistrées dans les extraits hydrométhanoliques
qui sont comprises entre 31,3165 et 38,466 (mg/l), et dans les extraits hydroacétoniques qui

donnent des valeurs qui sont proches des extraits hydrométhanoliques.
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V.3.2 Test de réduction du fer ferrique

Les courbes d’étalonnages de la vitamine C et le BHA.

2,5
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Absorbance a 510 nm
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Figure 19: La courbe d’étalonnage de la vitamine C représente la variation de

I'absorbance en fonction des concentrations
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Figure 20: La courbe d'étalonnage de la BHA représente la variation de I'absorbance en

fonction des concentrations

La valeur du pouvoir réducteur de chaque extrait phénolique dans les différents systéemes de
solvants d’extraction a été exprimée en milligramme par litre en équivalent de la vitamine C
et le BHA (tableau 14). Ces valeurs de l'activité antioxydante sont définies comme les
concentrations de l'extrait en équivalent de la vitamine C (VCEAC) et (BEAC) pour le BHA.
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Tableau 14: Les valeurs des capacités réductrices des extraits phénoliques en (mg/l) en

équivalent de la vitamine C et BHA

Eau Méthanol/Eau Acétone/Eau Méthanol/Acétone/E
au
Echa Vit C BHA Vit C BHA Vit C BHA Vit C BHA
A08 15,1910 15,99219 0,1112 0,117111 5,6487 5946649 6,0814 6,40208
Al10 25,4131 26,75342  0,2596 0,27326 11,6312 12,24463 11,3222  11,91932
Al2 24,6221 25,92062 1,6439 1,730644 - - - -
Al3 24,4120 25,69941 16,4024 17,2674 38,5153 40,54652 44,2382  46,57124
Al4 40,6783 42,82368 32,2114 33,91021 355982 37,4756 40,3075 42,43331
Al5 42,1987 44,4242 26,4885 27,88549 33,7565 3553676 47,9092 50,43591
Al6 40,7896 42,94079 45,6473 48,05465 42,3594 4459336 39,1333  41,19714
Al8 45,1528 4753416 48,4654 51,02147 55,6222 58,55563 40,6907 42,83669
Al9 12,1504 12,79115 16,4394 17,30644 23,3613 24,59336 - -
A21 25,2030 26,53221 4,5610 4,801561 11,2604 11,85426  3,3002 3,47430
A26 21,0870 22,19909 15,7843 16,61679 19,1958 20,2082 16,4024 17,26740
A27 23,7445 2499675 13,9055 14,63891 22,1376 23,30514 16,3282  17,18933
A33 29,0348 30,56604 25,0300 26,35003 32,4463 34,15745 27,2549  28,69226
A34 28,1325 29,61614 11,3346 11,93234 - - - -
A35 24,2265 2550423 5,5251 5,816526 12,6448 13,31165 - -
A36 43,3358 45,62134 - - - - - -
A39 48,4902 51,0475 44,3000 46,6363 39,1333 41,19714 44,8438  47,20885
A40 9,5299  10,03253 - - - - - -

Comme une remarque générale on peut dire que les pouvoirs antioxydants de nos extraits sont

presque comparables aux antioxydants de références la vitamine C et le BHA.

Pour la facilité la discussion il est préférable de classer nos variétés en deux groupes les

variétés de sorgho blanc et rouge.

Les variétés de sorgho blanc

Il est clair que le pouvoir réducteur de ces extraits est fort dans les extraits aqueux qui varient

entre 9,5299 et 25,2030 (mg/I). Par contre il est tres faible dans les extraits hydroalcoliques.
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Ces résultats peuvent étre expliqués par la présence des molécules susceptibles de donner des
électrons car dans ce test est base sur le transfert des électrons entre l'oxydant et le réducteur.

= Les variétés de sorgho rouge

D’aprés les résultats obtenus on peut conclure que le pouvoir réducteur des extraits
phénoliques de ces variétés est généralement tres élevé quelque soit le systéme d’extraction et
surtout dans les extraits hydroalcoliques. Comme un exemple les valeurs de pouvoir réducteur
de A18 en comparaison a la vitamine C sont : 45,1528 (mg/l) dans I’extrait aqueux et 48,4654
(mg/1) dans I’extrait hydrométhanolique et 55,6222 (mg/l) dans I’extrait hydroacétonique et
40,6907 (mg/l) dans I’extrait hydrométhanoacétonique.
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V.4 Recherche des corrélations

Nous avons essayé de trouver des corrélations linéaires entre les valeurs du test de DPPH et
les valeurs du test phénantroline d’une part et entre les valeurs de test DPPH et du test de
phénantroline de chaque systéme avec leurs teneurs en composés phénoliques totaux et en
flavonoides d’une autre part, et bien aussi entre la teneur des polyphénols totaux et les teneurs
des flavonoides.

Pour simplifier le travail on propose de diviser les échantillons en deux groupes a savoir

sorgho blanc et sorgho rouge.

L’étude des corrélations entre les différentes valeurs déterminées lors de cette étude( teneurs
en composés phénoliques et en flavonoides et les valeurs des activités antioxydantes), nous
ont permis de trouver 15 corrélations dont le coefficient de corrélation varie entre 0,87 et

0,50. Ces corrélation sont trouvées en étudiant chaque systéme solvant a part.
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V.4.1 Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides
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Figure 21: corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoides dans différentes

systemes

Courbe 1: corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de

quercétine dans le systéme hydroacétonique des variétés de sorgho rouge

Courbe 2 : corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de

quercétine dans le systéme hydrométhanoacétonique des variétés de sorgho rouge

Courbe 3: corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de

quercétine dans le systéme hydroacétonique des variétés de sorgho blanc

la

la
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Courbe 4 : corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de la

catéchine dans le systéeme hydrométhanolique des variétés de sorgho blanc

V.4.2 Corrélation entre le test de DPPH et le test de phénantroline
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Figure 22: corrélation entre le test chimique de DPPH en équivalent de BHA et le test de

phénantroline en équivalent de la Vitamine C

V.4.3 Corrélation entre la teneur de polyphénol et le pouvoir réducteur
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Figure 23: corrélation entre la teneur des polyphénols et le test de phénantroline dans les

différents systéemes
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Courbe 1 : corrélation entre la teneur des polyphénols et le test de phénantroline dans le

systeme hydroacétonique des variétés de sorgho rouge.

Courbe 2 : corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de la

quercétine dans le systéme hydrométhanoacétonique des variétés de sorgho blanc.

V.4.4 Corrélation entre la teneur en flavonoide et le test de phénantroline
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Figure 24: corrélation entre la teneur des flavonoides et le test de phénantroline dans

les différents systémes

Courbe 1 : correélation entre la teneur des flavonoides en équivalent de la catéchine et le test

de phénantroline dans le systeme hydrométhanolique des variétés de sorgho rouge.
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Courbe 2 : corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de la
quercétine dans le systéme aqueuse des variétés de sorgho blanc.

Courbe 3 : corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de la
quercétine dans le systéme hydroacétonique des variétés de sorgho rouge.

Courbe 4 : corrélation entre la teneur des polyphénols et flavonoide en équivalent de la
catéchine dans le systéeme hydroacétonique des variétés de sorgho rouge.

V.4.5 Corrélation entre la teneur des flavonoides et le test DPPH
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Figure 25: corrélation entre la teneur des flavonoides et le test chimique de DPPH dans
les différents systéemes
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Courbe 1 : corrélation entre la teneur des flavonoides en équivalent de la catéchine et le test
chimique de DPPH en équivalent de vitamine C dans le systeme hydroacétonique des
variétés de sorgho rouge.

Courbe 2 : correélation entre la teneur des flavonoides en équivalent de la catéchine et le test
chimique de DPPH en équivalent de BHA dans le systéeme hydroacétonique des variétés de
sorgho rouge.

Courbe 3 : correélation entre la teneur des flavonoides en équivalent de la quercétine et le test
chimique de DPPH en équivalent vitamine C dans le systéme hydrométhanoacétonique des

variétés de sorgho blanc.

Courbe 4 : correélation entre la teneur des flavonoides en équivalent de la quercétine et le test
chimique de DPPH en équivalent BHA dans le systéme hydrométhanoacétonique des variétés
de sorgho blanc.

Discussions

Ces corrélations montrent que pour un méme systéeme de solvant et méme groupe des sons du
sorgho les teneurs en composés phénoliques totaux et celles des flavonoides varient dans le
méme sens et notamment dans les extraits issus des deux systéemes hydrométhanolique et
hydroacétonique pour les échantillons du sorgho blanc avec des valeurs des coefficients de
corrélation 0,71 et 0,74 respectivement. Par contre une meilleure corrélation enregistrée pour
les échantillons du sorgho rouge a été trouvée dans les extraits hydroacetoniques et

hydrométhanoacétoniques avec des coefficients de corrélations 0,71 et 0,66 respectivement.

Par ailleurs quatre corrélations ont été enregistrées entre la quantité en flavonoides et I’activité
antioxydante évaluée par le test phénantroline pour les deux groupes. Les valeurs de ces
corrélations varient entre 0,50 et 0,59 dans les extraits hydroacétonique des échantillons du
sorgho rouge. 0,59 comme coefficient de corrélation a été trouvée dans I’extrait aqueux de

I’échantillon sorgho blanc.

Quatre corrélations ont été aussi enregistrées entre la quantité en flavonoides et I’activité
antioxydante déterminée par le test DPPH. Pour les échantillons su sorgho blanc, les valeurs
des coefficients de corrélations varient entre 0,62 et 0,72 dans les extraits
hydrométhanoacétoniques. Pour le sorgho rouge les valeurs du coefficient de corrélation sont

proches 0,70.
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Deux corrélations sont enregistrées entre la teneur en phénols totaux et I’activité antioxydante
évaluer par le test phénantroline pour les groupes de sorgho avec des coefficients de
corrélations plus importants 0,84 et 0,87 pour les systémes hydrométhanoacétoniques pour le

sorgho blanc et hydroacétonique pour le sorgho rouge respectivement.

Une seule corrélation a été trouvée entre les deux activités antioxydantes et cela pour le
sorgho blanc et dans I’extrait hydroacétonique avec un coefficient de corrélation de I’ordre de

0,70.
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CONCLUSION

Les résultats obtenus a traverse cette étude ont été donc attendus et proches de nos objectifs
fixés au préalable, en effet la polarité des différents solvants utilisés pour I’extraction des
composés phénoliques des sons de différents échantillons de sorgho local est bien clair. La
quantification des phénols totaux et flavonoides a montré que les échantillons des écorces du
sorgho sont riches en composés phénoliques et en flavonoides. L’évaluation de I’activité
antioxydante par deux tests chimiques montre que tous les extraits étudiés sont des sources

importantes en antioxydants naturels

Par ailleurs le suivi de la teneur en composés phénoliques et en flavonoides en utilisant
différents systémes de solvants pour I’extraction a montré que les deux systemes de solvants

méthanol-eau et Acétone-eau sont les plus efficaces a extraire les composés phénoliques.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits a montré que les extraits issus de
I’extraction par les solvants hydroalcoliques et hydroacétoniques sont les plus actifs par

rapport aux autres extraits et notamment les extraits aqueux.

Quelques corrélations ont été enregistrées entre les différents variables de cette étude a savoir
: teneur en composés phénoliques et teneur en flavonoides. Teneurs en composés phénoliques
ou teneur en flavonoides et activité antioxydante et entre les différentes activités
antioxydantes. L’étude a montré qu’on peut classer les échantillons du sorgho étudiés en deux
catégories ; sorgho blanc et sorgho rouge, de plus on peut aussi différencier entre les variétés
rouges et les variétés blanches du sorgho par des simples tests et cela soit en dosons les
phénols totaux ou bien en évaluant I’activité antioxydante. Cette information a été confirmée
dans cette étude car les échantillons des écorces du sorgho rouges sont les plus riches en
composés phénoligues totaux et en flavonoides, en plus leurs extraits ont montré des activités

antioxydantes les plus importantes.

En fin I’étude présente un grand intérét agroalimentaire et thérapeutique, car elle confirme la
présence des antioxydants naturels dans des déchets du sorgho non utilisés ; céréale cultivée

en plein Sud de notre pays dans un climat hyper aride.

Et comme perspective, il est préférable d'étudier des autres parties de la plante (tiges,
racine,.....) et de quantifier les extraits protéiques et lipidiques et de sucre de différentes
parties de la plante. Et ainsi de suite d’évalués leur activité antioxydante et de connaitre la

composition chimique de ces fractions en utilisant les méthodes lourde en appliquant des
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techniques chromatographiques (CPG, HPLC) et spectroscopiques (IR, RMN!H et °C,

spectroscopie de masse).
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