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Résume

Dans ce travail I’activité antioxydante des graines de Vigna mungo a était étudiée en
utilisant le méthanol comme solvant d’extraction. Un rendement d’extraction d’environ
1.55% a été obtenu par macération a froid pendant 24h. Les analyses quantitatives montrent
que la teneur de I’extrait méthanolique des graine de Vigna mungo en polyphénols et en
anthocyanes sont respectivement, 47,42+1,21 (EAG mg /grs) et 5,87+0,54 (EAG mg /grs).

La mesure de I’activité antioxydante et du pouvoir réducteur de 1’extrait méthanolique par
la méthode de piégeage du radical liber DPPH et la méthode de phosphomolybdate
d’ammonium montre respectivement qu’il posséde une activité antioxydante considérable
avec des valeurs ICso de 0,37mg/mL et 0,53 mg/mL.

L’analyse du spectre d’absorption UV-visible de I’extrait méthanolique aux pH acide,
montre 1’existence de deux pics qui correspondent a la cyanidin 3-O-rutinoside et a la
pelargonidin 3-O-rutinoside (Amax 540 nm & pH =1 ; Amax 525nm a pH=3).

La graine de Vigna mungo L. est considérée donc étre considéré comme une source
naturelle prometteuse d’anthocyanes comme antioxydants d’intérét biotechnologique.

Mot clés : Vigna mungo, extrait méthanolique ; anthocyanes, pouvoir antioxydant.



ABSRACT

In this work, the antioxidant activity of Vigna mungo seeds was studied using methanol as
extraction solvent. An extraction yield of about 1.55% was obtained by cold maceration for
24h. Quantitative analyses show that the content of polyphenols and anthocyanins in the
methanolic extract of Vigna mungo seeds are 47.42+1.21 (EAG mg /gRS) and 5.87+0.54
(EAG mg /gRS) respectively.

Measurement of antioxidant activity and reducing power of methnolic extract by DPPH liber
radical scavenging method and ammonium phosphomolybdate method shows that it has
considerable antioxidant activity with 1C50 values of 0.37mg/mL and 0.53 mg/mL
respectively.

The analysis of the UV-visible absorption spectrum of the methnolic extract at acidic pHs,
shows the existence of two peaks which correspond to cyanidin 3-O-rutinoside and
pelargonidin 3-O-rutinoside (Amax 540 nm at pH =1; Amax 525nm at pH=3).

The seed of Vigna mungo L. is therefore considered as a promising natural source of
anthocyanins as antioxidants of biotechnological interest.

Key word: Vigna mungo, methanolic extract; anthocyanins, antioxidant power.
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INTRODUCTION

Les Iégumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille botanique des

Fabacées, qui représente la troisiéme famille de plante par le nombre d’espéces (Schneider
et al., 2015), ils sont largement cultivées dans le monde et considérées comme un groupe
trés important d’aliments végétale , en tant que source de protéines bon marché lorsque les
protéines animales sont rares .

L’homme cultive les légumes secs depuis 1’aube de 1’agriculture, c’est 1’une des
premiéres plantes dans le monde a avoir été domestiquée. Les Iégumes secs sont des
graines comestibles déshydratées de ces légumineuses qui produisent entre un et douze
grains de différentes tailles, formes et couleurs au sein d’'un méme groupe. Leurs graines
peuvent étre utilisées pour la consommation humaine ou comme aliments pour animaux.
Ces plantes riches d’un point de vue nutritif sont non seulement saines mais également
bonnes pour la terre. Elles peuvent pousser dans des sols arides nécessitant trés peu d’cau,
concentrée aux premiers stades de croissance. Elles ont la capacité de fixer 1’azote un
processus naturel qui a été et continue d’étre important pour 1’enrichissement des sols
(FAO, 2016).

La population humaine dépend des légumineuses jouent un réle crucial dans une
alimentation saine et équilibrée, dans la production alimentaire durable et avant toute dans
la securité alimentaire (FAO, 2016).

Les graines de Iégumineuses sont d’excellentes sources de nutriments essentiels comme
les protéines, les glucides complexes, les minéraux et les vitamines (Kapravelou et al.,
2020).

Vigna mungo L est également connu sous le nom de purée de haricots qui appartient a la
famille des 1égumineuses. L’inde est le principal producteur et consommateur de gramme
noir avec une production de 1.82 millions de tonnes par an .le gramme noir est cultivé non
seulement en Inde, mais aussi dans d’autre pays asiatiques et certaines parties de 1’ Afrique.
Il a été démontré la tenure en lipides du Vigna mungo réduisait le cholestérol chez les
humaines .les propriétés fonctionnelles affectent directement ou indirectement les
applications de traitement et la qualité des aliments. Il est également rapporté que les
Iégumineuses contiennent certains composés phytochimique comme les polyphénols. Les
flavonoides, les phytoctérols qui procurent divers bienfaits pour la santé (Arockianathan
etal ., 2019)



INTRODUCTION

Tous les travaux qui ont été réalisé sur 1’activité antioxydante d’une graine de Vigna
mungo est confirmé 1’intérét biologique de cette graine. L’objectif principal de ce travail
c’est tout d’abord estimer les teneurs en composé€s phénoliques et en anthocyane de
I’extrait méthanolique des graines de Vigna mungo. Ensuite, le pouvoir antioxydant et
antiradicalaire de I’extrait méthanolique ont été évalué a ’aide de deux tests, le test de
piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) et le phosphomolybdate
d’ammonium. Enfin, la caractérisation des anthocyanes par balayage spectrale UV-visible

en milieu acide.
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Chapitre | : Généralité sur
Vigna mungo L.



Chapitre | généralités sur vigna mungo

1. Définition :

Haricot mungo c’est une graine de la famille des Fabaceae. Ces petites graines ovales de
couleur noir sont principalement cette légumineuse cultivées aujourd’hui en Inde, en Chine et
en Asie du sud-Est mais sont largement consommée sous leur forme germée
communément.(Pedro J et al ., 2016)

2. Nom de Vigna mungo L :

= Synonymes : phaeolus mungo L.

= Noms vernaculaires :
v/ Haricot urd, urd, gramme noir (en francais). (PROTA)
v Black gram, urdbean, urad bean (en anglais( PROTA)
v Tadallaght ©¥x3 (en région de Timimoune).

3. Taxonomie :

Régne : végétal

Embranchement : spermaphytes

Sous- embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Fabales

Super famille : leguminosea.

Famille : Fabaceae

Sous-famille : Faseolese

Tribu : Faseolease

Sous- Tribu : phaseolinea

Genre : Vignha

Espéce : Vigna mungo. (Rémy.S 1994).

4. Origine et répartition géographique :
Indes c’est le pays d’origine des graines de Vigna mungo, ce dernier a éteé tres probablement

Domestique en inde de son ancétre sauvage que 1’on trouve également au Bangladesh.
(PROTA).Apartir de inde, elle est répandue dans de nombreux pays comme africains ;
européens et autre. (jansen.2006). En Afrique il est cultivé au Gabon, en R.D du Congo, au
Kenya, en Ouganda, en Tanzanie, au Malawi, au Mozambique, en Afrique du sud, a
Madagascar et a 1’ile Maurice. Il est Cultivé surtout comme plante fourragere aux Etats-Unis
et en Australie. (Jansen2006 ; PROTA).
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Figure 01 : la répartition géographique de Vigna mungo L
5. Description :
Vigna mungo L est une plante annuelle érigée de famille herbacée, A croissance rapide,
atteignant 30a100 cm de haut, parfois volubile, 1l a racine pivotante bien développée et tige

abondamment Ramifiée a partir de la base

= Feuilles alternes, 3-foliolées ; stipules peltées, ovales ; pétiole de 6-20 cm de long ;
stipelles falciformes ; folioles ovales ou rhombiques-ovales, de 4-10 cm x 2-7 cm,

entiéres, acuminées.

Figure02 : les feuille et gousses de Vigna mungo(original ; 02/04/2022)

Inflorescence : fausse grappe axillaire ; pédoncule jusqu’a 18 cm de long.
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Fleurs bisexuées, papilionacées, petites ; bractéoles linéaires a lancéolées, dépassant le calice ;
calice campanulé ; corolle jaune, étendard de 12-16 mm de large, ailes presque aussi longues
que I’étendard, caréne enroulée en spirale avec un appendice terminal en forme de corne ;

étamines 10, dont 9 soudées et 1 libre ; ovaire supére, style courbe en spirale.

Figure03 : les fleurs de Vigna mungo L(Benlaldj, 2017)

Fruit : gousse cylindrique de 4-7 cm x 0,5 cm, érigée ou presque, avec de longs poils et un

bec crochu et court, contenant 4-10 graines.

Graines ellipsoides, jusqu’a 5 mm de long, a bouts carrés et a hile en relief et concave,

généralement noires ou tachetées, parfois vertes.

Plantule a germination épigée. (PROTA)

Figure 04 : les graines de Vigna mungo L
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6. Condition de cultures :
Vigna mungo L. est également cultivé pour le fourrage et le foin (Gohl, 1982). Ses résidus de

culture constituent un aliment important pour le bétail dans certaine région I'lnde (Sandeep
Saran et al, 2000). Il peut étre cultivé pendant la période séche de I’humidité résiduelle, il
pousse mieux sur les sols limoneux, sols bien drainés avec un pH 6-7 (ARORA et al, 1989 ;
BALIGARE et al, 2007).11 peut supporter des sols acides (jusqu'a pH 4,5) si de la chaux et du
gypse sont ajoutés au sol (Baligar et al, 2007), Il est tolérant a la sécheresse et convient donc
Aux zones semi-arides des. Le principal producteur de haricot noir est I'Inde, qui produit
environ 1,5 million de tonnes de graines par an. A I'échelle mondiale, le gramme noir
représente plus de 40 % du total des graines de légumineuses comme rcialisées (ARORA et
al., 1989).

7. Cycle végétale :
> Lagermination des vigna mungo prend une période entre 7_10 jours

> La floraison débute 30_60 jours apres le semis

> Les fleurs sont généralement autofécondation, le pollen étant libéré avant que
les fleurs ne s’ouvrent

> La maturité est atteinte en 60 140 jours apres le semis. L’Urd nodule

efficacement avec les bactéries bradyhizobium (Benlaldj, 2017)

8. Les principaux phénomeénes au cours de germination des graines de Vigna mungo :
8.1 Dégradation des sucres :

Lors de la germination, les principales matieres de réserve (amidon, protéine et lipide) de
cotylédon sont dégradées et les produits libérés sont transférés vers 1’axe de développement.
Pendant ce temps, la germination précédée par trempage des graines dans 1’eau active les
enzymes hydrolytiques, et cause la dégradation les matieres de réserve des graines.la
principale enzyme impliquée dans la dégradation initiale de I’amidon en formes plus solubles
c’est a-amylase, tandis que R-amylase et phosphorylase aider a la conversion en sucre libre
dans le cotylédon des graines germées de Vigna mungo. Au cours de la germination des
graines de Vigna mungo, I’activité de ’amylase contribue de maniére significative au sucre
soluble du cotylédon. Ont signalé que la germination des graines de Vigna mungo a conduit a
une augmentation progressive de la teneur totale en sucre (glucose, saccharose, fructose) dans

les germes .Les reserves dégradees sont en partie utilisées pour la respiration et
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La synthese des nouveaux constituants cellulaires de I'axe embryonnaire en développement
pendant la germination. En revanche, il est important de noter que ce processus provoque des
changements importants dans les caractéristiques biochimiques, nutritionnelles et sensorielles
des germes (Choon et al, 2014)

8.2 La réduction de taux de composés phénoliques totaux
L’estimation des TCP est importante pour déterminer l’activité antioxydant des germes

produits. Des études déclarent que les composées phénoliques produits lel jours de
germination. Noté que les phénols plus élevés produit le jour 1 ont été utilisés pour la
polymérisation par peroxydase de guaiacol pour former des phénols polymériques et de la
lignine pendant la germination. Ont signalé dans haricot communs, la perte de TCP
augmentait avec 1’augmentation du taux d’hydratation. Pendant ce temps, le temps de
trempage plus long a causé I’hydrolyse et la diffusion de certains polyphénols dans le

tégument (choon et al, 2014).

9. propriétés physiques de Vigna mungo :
La connaissance des propriétés physiques telle que la taille, la forme, la masse, aération des

grains est nécessaire pour la conception d’équipement de manutention et de traitement
efficace. Le diamétre moyen géométrique augment avec 1’augmentation de teneur en

humidité (Theertha et al, 2014), les résultats ont été présentés dans le tableau 1

Tableau 01 : propriétés physique de Vigna mungo

Parametre

10,23 a 3,97 a 3,03a 3,33a 3,382
Mesure
19,73 4,45 3,30 3,66 3,72
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10. composition chimique de Vigna mungo :

10.1 Facteur nutritionnels :
Tableau 02 : composition chimique des graines de Vignamungo par 100g de partie
comestible (Haytowitz et Matthews, 1986).

Quantité 196 mg 575 mg 260 mg 3,1 mg 6,8 mg

Quantité 0,36 mg 0,28 mg 1,8 mg 0,28 mg 628 ug 4,8 mg 114
Ul

Quantité 65 mg 415 91 mg 365 mg 217 mg 351 518 mg 319 mg
(par g mg mg
d’azote)
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10.2 Facteur antinutritionnels :
Tableau 03 : les facteurs antinutritionnels dans les graines de Vigna mungo sec et matures
(Shweta et al., 2017).

Les Les oligosaccharides

saponines(%b) (%)

Inhibiteur de Inhibiteur de o —

- Raffinose trypsine amylase
1.181*
(mg /9) (Unit/g)
- Stachyose
2,9 1.541*
21.805* 853.004*
- Verbascose
2.411*

11. I’utilisation de Vigna mungo :

» En cuisine indienne :

Les graines mungo sont consommées comme légume sec, directement ou dans diverses
Préparations (entiere ou cassé, bouillie ou grillées, moulues en farine pour la transformation
en Gateau, pain ou bouillie). En Inde avec la farine on fait les galettes “papadum”. Les graines
germées sont également consommées. Les gousses vertes sont utilisées comme légume cuit.
Excellente source de protéine végétale, vous pourrez servir cette légumineuse en
remplacement la Viande ou poisson ; en plat chaud accompagné de Iégume ou en purée froid,
ces vigna sont également délicieux en salade agrémentées d’une sauce bien relevée. En Inde
les graines sont réduites en poudre et elles sont mélangées a la pate de riz pour confectionner
des kozhukattai (PROTA).

» En notre cousine de Timimoune
Dans notre région les grammes noirs sont utilisés dans nombreux plats traditionnelle,
comme la Sos de couscous. D’autre part, les méres de notre région ont servi la poudre
de vigna mungo avec le lait pour les personnes qui ont une anémie et comme une

source d’énergie.

» En alimentation des animaux :
De petites quantités de gousses et de feuillage sont utilisées pour complété I’alimentation

animale ou bien comme fourrage. Quelquefois, les cosses servent a nourrir le bétail.
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12.

» Autre usage :
La farine de graines remplace le savon, elle rend la peau douce et lisse. En médecine

traditionnelle les graines sont utilisées pour leurs propriétes suppuratives, rafraichissantes

astringentes. Pilées et appliquees en cataplasme sur les abces (Benlaldj, 2017).

L’intérét de vigna mungo :

12.1 Intérét agronomique :

Les agriculteurs exploitent le vigna mungo comme plante de couvertures et comme engrais

vert.il joue un role indispensable dans 1’agriculture indienne car il restaure la fertilité¢ des sols

en fixant I’azote atmosphérique par leur association symbiotique avec des bactéries comme

Rhisobium fixatrice (Basavarajappa et al, 2013).

12.2 Intérét biologique :

De nombreuses études récentes sont menées sur la qualité nutritionnelle de Vigna mungo L.

Montrent que ce haricot contient les fonctions suivantes :

v

Parmi les légumes, c’est plus utilisées car Il contient bonne source de protéines, de
glucides, de minéraux et de trés bonnes concentration de nombreuses vitamines du
complexe B, ces vitamine fonctionne comme cofacteur des enzymes

Il est connu pour posséder des antihypertenseurs et propriétés antidiabétiques

Depuis les temps anciens, le vigna mungo a été utilisée comme matiére médicinale ou
Cosmétique

Il est également considéré comme plus précieux en raison de leur haute digestibilité et
moins 1’effet flatulence

Vigna mungo fonctionne comme un excellent diurétique. En conséquence, le corps peut
se débarrasser des toxines nocives, I’acide uréique, I’excés d’eau, 1’exces de graisse, et
méme le calcium stocké dans les reins.

Une consommation réguliére de cette légumineuse peut empécher la formation des

calculs renaux (Fery ,2002).

10
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1. Définition :

La notion des anthocyanes se divise par mots grec ; antho, fleur et kuanos, bleu violet.
Regroupent les anthocyanidols (anthocyanidine) et leurs dérivés glycosylés. . (Dangles et
Deluzarche 1994).

Les anthocyanes qui constituent le groupe le plus important de colorants visibles a 1’ceil
humain, sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange.
Chimiquement, les anthocyanes sont des flavonoides, par conséquent ces structures
présentent, un squelette de C6C3C6. Portant, elles different des autres flavonoides naturels en
absorbant fortement la lumiére visible .la gamme de couleurs associées aux anthocyanes
résulte de leur capacité a former des structures résonance (NGUYEN ,2018) Il existe 17
anthocyanidines naturelles, mais Six d’entre eux sont plus fréquente chez les plantes
supérieures et contribuant a la pigmentation des plantes. Lesquelles sont : la pélargonidine
(Pg), la péonidine (Pn), la cyanidine (Cy), la malvidinc (Mv), la pétunidine (Pt) et le
delphinidé (Op). Les glycosides des trois anthocyanidines non méthylés (Cy, Op et Pg) .ces
pigment sont présents dans 80 % des feuilles pigmentées, 69 % des fruits et 50 % de fleurs.
L’anthocyane la plus répandue est la cyanidine 3-glucoside. (Zagadou 2016).

2. Répartition et localisation dans la plante :

Les anthocyanes sont rares chez les gymnospermes, tres répondus dans plusieurs familles
d’angiospermes,(Dr, Sahraoui,2015).ces substance se localisent dans les vacuoles des cellule
épidermique dans divers type de tissus végétaux , comme ceux des fruits ( raisin, framboire,
mure, fraise , cassis,...), des légumes ( chou violette , aubergine, ...) , des racines (radis ,
betteraves rouges ,...) des feuilles ( feuilles de mais violet , feuilles de cassis. , ...), des fleurs
(hibiscus , artichaut , ...) ou dans des céréales ( ris noir , mais violet ,...) . Ils sont également
présents dans les tissus verts de certaines feuilles mais leur couleur est masquée par celle de la
chlorophylle dont la dégradation en automne dévoile 1’existence de pigments d’anthocyanes.
(Nguyen 2018).

3. Structure de ’anthocyane

Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium ou cation flavylium
(Dr sahraoui 2015) .ces dernieres sont caractérisées par le squelette C6-C3-C6 et sont formés
de I’association d’un aglycone (ou génine) appelé anthocyanidine (constitue le groupe ment

chromophore du pigment) et d’un sucre substitué en position 3et 5 avec le plus fréquemment

11
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des monosaccharides (glucose, galactose, rhamnose et arabinose) et des di- et tri-saccharides

formés par la combinaison des monosaccharides précedents. Ce qui augmente leur solubilité

et leur stabilité (Zagadou 2016). Les sucres peuvent aussi étre acylés par I’acide cinnamique,
Pcoumarique, acétique, caféique, ferulique sinapique et malonique, ce qui augmente la

diversité de ces molécule (Gomez, 2009).

R.1

Figure 05 : Structure de cation flavylium la base des anthocyanes (Chem Draw)

Tableau 04 : structure et couleur des six principaux anthocyanidine en fonction de la
substitution sur I'ion flavylium (Beye et al.,2015)

Pélargonidine H H H H 516 orange-rouge
Cyanidine H H OH H 530 rouge
Delphinidine OH OH OH OH 541 bleu-violet
Péonidine OCH3 H OCH3 H 528 rose-rouge
Pétunidine OCH3 OH OH OCH3 540 bleu-pourpre
Malvidine OCH3 OCH3 OCH3 OH3 538 pourpre

*R3= Glucose, Amax mesuré dans du méthanol avec 0.01% Hcl

4. Propriétés des anthocyanes :

% Changement de couleur :
Le caractere principale des anthocyanes est leur diversité de couleur de anthocyanidines est
déterminée par le degré d’hydroxylation du noyau B, produisant un effet bathochrome. Au

contraire, les réactions de méthylation et de glycosylation produisant un effet hypsochrome

12
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(Gomez ,2009) le noyau flavylium est un diacide faible et un électrophile et selon le PH du

milieu on observe les changements suivant :

= En milieu acide fort (pH=3) : le cation est stable et coloré en rouge

= En milieu acide faible (pH entre 4et 6) le cation est de couleur bleue

= En milieu neutre (Ph >7) : le cation est instable et devient incolore (sahraoui, 2015).
< Dégradation des anthocyanes :

Les anthocyanes se dégradent en présence d’oxygene, d’ions métalliques
d’enzymes et de lumiére, dans certaine condition de pH et température. Cette
dégradation est accompagnée d’une augmentation de la concentration de composés
formés par la condensation entre les produits de dégradation des anthocyanes et

d’autre polyphénol présent dans le milieu. (Beye et al 2015)

% Lasolubilite :
Les anthocyanes sont solubles dans I’alcool et I’eau mais insoluble dans le solvant

organique apolaire (sahraoui2015).
5. Les facteurs influent la stabilité d’anthocyane :

Comme la plupart des colorant naturels, les anthocyanes peuvent subir d’instabilité
inhérente .lis sont plus stables dans des conditions acides. Alors qu’ils peuvent se dégrader de
nombreuses manieres, allant de la perte de couleur & une prise de couleur brun .les principaux
facture influencant la stabilité des anthocyanes sont le PH, la température et la présence
d’oxygéné et lumicre, mais la dégradation enzymatique et les interactions avec des
composants alimentaires (par exemple 1’acide ascorbique, les ions métallique, les Co
pigments) ne sont pas moins importantes.

5.1 La couleur des anthocyanes

Leur caractéristique la plus notable est changement de couleur qu’accompagnent les
variations de PH de leur milieu .lorsque le pH augmente, des changements de structure
résultant de réaction d’hydratation et de transfert de protons entrainent des changements de
structure et de couleur (Beye et al ,2015)

5.2 L’effet d’acidité du milieu

Elle a un effet sur la couleur, mais égaiement sur la réactivité des anthocyanes

I’augmentation du pH a pour effet I’ouverture de I’anneau C par une attaque nucléophile

13
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donnant la forme hémiacétale dont la réactivité est supérieure a celle de I’ion flavylium
(Beye et al, 2015).

5.3Effet de la température

Les anthocyane sont thermolabiles et se dégradent a une vitesse qui augmente
considérablement avec la température (Beye et al, 2015)

5.4 Effet de la lumiere

Les anthocyanes deviennent instables lorsqu’elles sont exposées aux UV ou a la lumicre
visible u a d’autres sources de rayonnement ionisant. Elle substitués au groupe hydroxyle en
C-5, connues pour étre fluorescentes, sont plus sensible a la décomposition photochimique
que celles non substituées a cette position (Nguyen ,2018)

5.5 L’effet de I’oxygéne

La présence d’oxygene entraine une dégradation des anthocyanes par un mécanisme qui
peut étre une oxydation chimique ou une réaction enzymatique en présence de polyphénol

oxydase (Beye et al., 2015).

OH

Monophénol

PPO+02
Composés
phénoliques

OH o \

PPO+02 Composés Polymeéres
> . _—
— condensés (couleur brune)
.
R o) /
OH . .
R Acides aminés,
0-Quinone protéines

Figure 06 : mécanisme d'oxydation des polyphénols oxydase (Beye et al., 2015).
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6. Sources et teneures d’anthocyanes

Tableau 05 : principales source alimentaire anthocyanes (Sahraoui,2015).

Anthocyane Sources végétales

Pélargonidine Fraise, banane, pomme de terre

Cyanidine Pomme, mure, sureau, péche, poire, figue, cerise, oighon, groseille, chou
rouge, rhubarbe

Cyanidine et Delphinidine Cassis, orange sanguine, chou rouge, groseille carotte pourpre

Delphinidine Fruit de la passion, haricot vert, grenade, aubergine

Cyanidine et péonidine Canneberge, prune, prunelle

Pétunidine et Malvidine Muyrtille, raisin

Tableau 06 : la teneur en anthocyanes de quelques fruit et Iégumes (Attoumi et al., 2006).

Fruit/légume | Concentration en anthocyanes Mg/100g
Mais 1640

Mure 145-607

Chou 322

Raisin 27-120

Carotte violet | 38-98

Radi 11-60

Fraise 13-55

Pomme 1-7

7. Biosyntheses des anthocyanes

Pour la biosynthéese des anthocyanes se fait par deux voies métaboliques. D’une part, vois
acétates et vois shikimate, se derniére est responsable de la synthése de la phénylalanine
(précurseur direct de I’acide cinnamique). La deuxiéme vois métabolique ¢’est par la vois
acétates qui fait intervenir la condensation de trois malonyl-CoA pour former le cycle A des
structure flavonoides. Ces deux voies se croisent pour former sous I’action d’une enzyme, la

chacone se produit des different type des anthocyanes (Zagadou, 2016).
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4-coumaroyl-CoA + malonyl-CoA
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Figure 07 : schéma de la biosynthese des anthocyanes (Zagadou, 2016).

8. Absorption et biodisponibilité

Leur absorption et biodisponibilit¢ en contraste avec les propriétés qu’on leur
reconnaissait, les anthocyanes ont longtemps été considérées comme faiblement
biodisponibles. En effet les quantités retrouvées bien dans le sang que dans les urines,
proportionnellement aux quantités ingérees. On considérait en revanche qu’ils pouvaient avoir
un effet local rn participant a la protection des muqueuses gastro-intestinales contre les effets
des radicaux libres. Cependant, les études les plus récentes suggerent qu’ils ne sont que

faiblement absorbes sous leur forme d’origine dans I’estomac et dans 1’intestin gréle.
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On n’ne retrouve donc que de faibles quantités dans le sang. Par contre, les métabolites
résultant de I’assimilation des anthocyanes se retrouvent dans les urines en quantités
proportionnelles aux quantités ingérées. Ils sont donc métabolisés par des enzymes dans
I’intestin gréle et par la flore bactérienne du gros intestin, donnant des phénoliques et autres
métabolites plus facilement assimilables par le systéeme circulatoire. Ils modifieraient par
ailleurs I’écologie du gros intestin, favorisant les bactéries a effets probiotique (Beye et al,

2015).

9. Utilisation des anthocyanes
9.1. Chez ’homme

» Activités antioxydant

Déterminée par leur structure, en particulier a position des groupements hydroxyles sur les
noyaux aromatique. L’anthocyane expérimental leur propriété antioxydants par le piégeage
direct des espéces réactives de 1I’oxygene (ERO) .la suppression de la formation des ERO par
inhibition de quelque enzyme ou par chélation des ions métallique implique dans la
production et la protection des systtmes de défense antioxydant d’organisme. Les
anthocyanes peuvent interférer avec les réactions en chaine a 1’interface des membranes et
prévenir ainsi la propagation de ces réactions en chaine. Comme antioxydants, les
anthocyanes peuvent donc protéger les constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs
et, donc potentiellement limiter les risques de maladies dégénératives associées au stress

oxydant.

» Activité anti-inflammatoire
Des plusieurs étude dit que les anthocyanes possedent des propriétés anti-inflammatoires et

qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du syst¢eme immunitaire par inhibition de

I’activité des enzymes qui peuvent étre responsables d’inflammation (Zagadou, 2016).

> Activités cardioprtectrices
Les etudes réalisées in vitro et in vivo chez le rat ont permis de mettre en évidence des

effets vasodilatateurs a court terme, des effets hypotenseurs protecteurs contre 1’ischémie
cardiaque et contre la fibrose myocardique, en consideére que cet effet contre les maladies
cardiovasculaire. Est favorisé par leur habilité de prévenir I’oxydation des lipoprotéines de

basse densité (LDL). Leur activité antiplaquettaires et anti-agrégation (inhibition de la plaque

d’athérome) et leurs propriétés de vasorelaxation (Zagadou, 2016)
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» Activités anti-cancerigenes
Le cancer est une cause majeure de décés dans le monde. (BAYALA BAGRA).des essais
de recherche ont démontré que les anthocyanes peuvent de réduire la prolifération des cellules

cancéreuses et a inhiber la formation de tumeurs. Cette capacité des est liée a de multiples

mécanismes d’action potentielle antioxydant puissant (Zagadou, 2016).

% Augmentent la régénération du pourpre rétinien (favorise la vision nocturne)

(sahraoui ,2016).

Tableau 07 : Role protecteur des anthocyanes dans la santé humaine (Nguyen, 2018)

Anthocyanes principales
Cyanidin-3-O-sophoroside
Cyanidin-3-0-(2G-O-glucosyl)
rutinoside
Cyanidine -3-O-glucoside
Cyanidine-3-O-rutinoside.

Cyanidine-3-glucoside chloride
Cyanidine -3-rutinosided chloride
Pelargonidine-3-glucooside
Cyanidine3-o-galactoside
Pelargonidine3-o-galactoside
Delphinidine
Delphinidine3-sambubioside
Cyanidine 3-sambubioside
Cyanidine 3-glucoside
Delphinidine 3-glucoside
Malvidine-3-O-glucoside
Pétunidine -3-O-glucoside
Cyanidine -3-O-glucoside
Delphinidine -3-O-glucoside
Paeonidine-3-O-glucoside
Standaed C3G

Péonidine -3-glucoside

Malvidine -3-galactoside
Delphinidine -3-glucoside
Delphinidine -3-galactoside
Cyanidine -3-O-glucoside
Péonidine-3-O-glucuside chloride

Effet
Anti-inflammatoire

Anti-diabéte, contre le stress
oxydatif

Anti-diabéte, anti-obésité

Contre le cancer du sein ,
antihypertenseur, anti-obésité

Cardioprotecteur
Contre le stress oxydatif

Anti-inflammatoir, contre la
maladie d’alzheimer
Anti-inflammatoire, réduit le
risqué de maladie
cardiovasculaire, contre le stress
oxydatif

Réduit le stress oxydatif,
augmente 1’adaptabilité de
Pactivité des enzymes
antioxydants tels que la
superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase (CAT)
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Source
Frambiose
Rubusidaeus
Rubusoccidentalis

Mure
Morus alba L

Cornouiller
Sauvage cornus
Mas

Hibiscus
Hibiscus
Sabdariffa

Raisin
Vitis viniferaL

Canidine-3-O-b-glucoside

Myrtille
Vaccininum
Angustifolinum

Riz noir
Oryza sativa L.
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9.2. Chez les plantes
Les anthocyanes sont parmi les plus importants groups de pigment récent dans les plants.

% Plusieurs étude ont suggéré que le contenu anthocyane et leur activité
antioxydant contribuent aux effets protecteur des fruits et des légumes contre les
maladies degénératives et chronique (Nguyen, 2018).

% Les anthocyanes auraient un role protecteur pour la plante : n’en absorbant les
UV.de plus, leur couleur attire les insectes et les oiseaux, qui jouent un rdle majeur
dans la pollinisation des fleurs et la dispersion des graines (Sava et al, 2006)

% Le transport des monosaccharides

% La régulation de pression osmotique durant les périodes de sécheresse et de
froid ou la régulation de la réponse anti-oxydative des plantes soumises a des facteurs
de stress (Beye et al, 2015).

9.3. Dans ’industrie
Les anthocyanes sont de couleur intense et hydrosoluble, ce qui simplifie leur
incorporation dans les systemes alimentaire liquide. Ce sont des bons colorants alimentaires et
antioxydants (Sava et al., 2006). Les majeures sources d’anthocyanes autant que colorant
alimentaire sont :
o Feuilles de chou rouge
o Jus de fruit du sureau
o Le mout de raisin (Sahraoui, 2015).
Les anthocyanes utilisés dans I’industrie sont par exemples : delphindines (E163b),
Cyanidine(E163a), pelargonine (E163d), peonidine (E163e), petunidine(E163f).et Malvidine
(E163c). (Nguyen, 2018)
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Chapitre 111 les antioxydants

1- Le stress oxydant

Dans les conditions quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité. Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par
des systémes défense. Dans ce cas, on dit que la balance antioxydants / peroxydant est un
équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une

surproduction énorme de radicaux, I’excés de ces radicaux appelé «stress oxydant» (Favier,

2003).

1.1-Définition

Le stress antioxydant est un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants, résultant de
I’augmentation de la production d’oxydants et/ou la réduction des antioxydants, génére un état
de stress dans la cellule.il est nécessaire pour la stimulation de la prolifération et peut-étre la
suppression des composants cellulaires sénescents. L’lorsqu’il est excessif, il nuit a la
structure et la fonction des tissus entrainant apoptose ou nécrose. Le stress oxydant joue un

role important dans la genése et I’entretien de nombreuses pathologies humaines (Hamma et

al., 2015).
//mtioxydants
Enzymatiques Non enzymatiques
Sources d’ERO Superoxyde Glutathion ;

dismutase ; Ubiquinol ;

Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) ;
peroxydase; Caroténoides ;

NADPH oxydase : Polluants ; Catalase. Polyphénols

Chaine respiratoire Radiations (X, UV) ; alimentaires.

mitochondriale ; Xénobiotiques

Peroxysome ; pro-oxydants ;

Cycloxygénase ; Cytokines pro-

Lipoxygénase ; inflammatoires.

Xanthine oxydase ;

Cytochrome P-450.

Iﬂ

Figure 08 : déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants (Achat, 2013).

1.2- Les espéces réactives de ’oxygeéne (ERO)

Le dioxygéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant de la matiere organique. Mais nos cellules
convertissent une faible partie deO2 en métabolites potentiellement toxiques : les especes
réactives de I’oxygene (ERO) (Achat, 2013).
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Superoxyde
dismutases
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Ox e Radical Peroxyde Radical Eau
yg superoxyde d’hydrogeéne hydroxyd
o O, H. 0, —— ——— > H_O
£ + e 2 + e (+ 2HY) £=2 + e O + e (+ HY) 2

les antioxydants

Réaction de Fenton Catalase
(Fe?* : Cu*) Glutathion peroxydase

Red“'i::’l:'oi‘;:;::'e"te O,+4e +4H"—> 2 H,0
(o Pl Anion superoxyde 1 O,+1e —>0,""
H,O, Peroxyde 2 0,7+ 0, (+ 2 H*) —> H,0, + O,
d’hydrogene
3 H,0, + Fe?* —> "OH + Fe’" + OH"
"OH Radical hydroxyle 4 H,0, + H,0, — 2 H,0 + O,
5 H,0, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG
RO," Radical peroxyle 6 R-+ 0O,—> RO,"
RO.H Hydroperoxyde 7 RO, + RH—> RO,;H + R~
RO" Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* —> RO" + Fe®" + OH"

Figure 09 : origine des especes réactives de I'oxygéné (Camille et al., 2011).

1.3-L’origine de stress oxydatif

Les ER sont produits dans les mitochondries, les peroxysomes, les lysosomes, le

réticulum endoplasmique, le plasma, les membranes et de nombreux sites dans le cytosol..

Cette production est induite par un grand nombre de mécanismes biochimiques tant

endogenes qu’exogeénes (Goudable et Favier, 1997).

Inflammation Facteurs environnementaux

Crtokines &
Factenrs de croissance

Métanx
Fe.Cu,. Zn

Radiations

Pathogéncs

Népobiotiques

Reéceptenar

r.asa
MOoneoxyeémise
Phagocytes

<+— Mcectabolisme
Lpooxygénase
Cyclooxy genase

X0

W NADPH
Lluu

...........

Peroxysome

Mitochondrie

M R
Membrane

cytoplasmique

Physiologie/Pathologie

FigurelO : Origine extracellulaire et intracellulaire des espéces réactives (Hamma et
al.,2015).
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1.3.1- Endogéne
a- La respiration mitochondriale

L’oxygéne constitue le centre méme du métabolisme énergétique des cellules en
participent a la production d’adénosine triphosphate (ATP) mitochondriale a partir des
nutriments (glucides, lipides et protéines), par le biais de la phosphorylation oxydatives
couplée a la chaine respiratoire. L’ATP est produite grace a 1’énergie qui résulte du transfert
des électrons du nicotinamide adénine diphosphate réduit (NADH) et de la flavine
diphosphate réduite (FADH2) a I’oxygéne par I’intermédiaire d’une série de transporteurs
d’¢électrons appelés collectivement la chaine de transport d’électrons. Plus de 95% de
I’oxygene présent dans la mitochondrie est consommé au niveau du complexe cytochrome
oxydase (Beaudeux et al., 2006 ; Finkel, 2011).ce processus de réduction de I’oxygéne en eau
n’est toutefois pas parfait, une fuite d’électrons au niveau du complexe (NADH-ubiquinone réductase,
UQH2-cytochrome réductase) est a 1’origine de la transformation de 2 a 3% de 1’oxygéne en anion

superoxyde (Hamma et al., 2015).

|_'|+ Espace inter- | - :HB }

o
H
@ Protons H* D Electron e- J

e Trajet des protons H*

Matrice
mitochondriale

-3 Trajet des S&lectrons e

Figure 11: La chaine respiratoire mitochondrial (Villedieu, 2018).

b- la phagocytose
Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques afin de détruire
des bacteries au sein des cellules phagocytaires (macrophage, polynucléaires,
neutrophiles....ect) La plupart des cellules sont capables de produire des radicaux superoxyde
O2e-via une activitt NAD(P)H oxydase membranaire(NOX).La NOX a été initialement
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étudiée dans les cellules phagocytaires ou elle joue un réle primordial dans la défense
contre les pathogénes (Favier, 2003).

1.3.2-Exo0géne

Les sources exogenes sont majoritairement des pro-oxydants environnementaux tels que
les pesticides, les métaux lourds, la fumeée de cigarettes, les polluants, la poussiére (d’amiante,
de silice), et les composés induits par la prise de certains médicaments, par le rayonnement
¢lectromagnétique (radiation ionisante, lumiere ultraviolette), ou lors d’un coup de chaleur
(Démarchez,2012)

2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome,
capable d’avoir une existence indépendante (<< libre>>) et contenant un ou plusieurs
électrons célibataire (électron non apparier sur une orbitale).cela lui conféere une grande
réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radicale libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captent un électron pour devenir plus stable. 1l va donc se réduire un
autre composé (Gaudable et Favier, 1997).

2.1- Les types des radicaux libres

Parmi toute les espéeces radicalaires susceptibles de se forme dans les cellules. Il convient

de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires & savoir : 1’anion superoxyde (02 -),
le radicale hydroxyle (OH) et monoxyde d’azote (NO). Les autres radicaux libres dits
radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule tels I’oxygene singlet 102, peroxyde hydrogéne (H202) et le
nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent
étre des précurseurs de radicaux. L’ensemble des radicaux libres et de leur précurseurs est

souvent appelé espéces réactives de 1’oxygene (Yoshikawa et al., 2000).
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Lumiere LIV axydases
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Figure 12 : origine des différents radicaux libres (Favier, 2003).

3. Activité antioxydants
Les organismes vivants ont au cours de leurs évolution développé des mécanismes de

défense qui les protégé contre D’action oxydante des radicaux libres. Ces défenses
antioxydants leur permettent de maintenir la concentration en espéces radicalaires a un taux
faible et de limiter les dommages liés a celle-ci (Zagadou, 2016).
3.1- Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration faible
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autre substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher de I’oxydation de ces substrats. La plupart des antioxydants peuvent étre divisés

en 2 groupes : endogene et exogéne (Massarat, 2011).
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Antioxydant naturelles
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Figure 13 : les familles antioxydants naturelles.

3.2- Les antioxydants endogéenes ou cellulaires

De nombreuses stratégies antioxydants sont utilisées par les cellules pour controler 1
niveau d'espéces réactives de l'oxygene. Ces stratégies peuvent se diviser en systemes
enzymatiques et non enzymatiques (Favier et Goudable, 1997).

3.2.1- les antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydants constituent le premier niveau de défense en contrdlant la
formation et la prolifération des especes radicalaires. Des enzymes permettent a ce systeme de
fonctionner, ce systeme de défense repose principalement sur 3 enzymes (Lehucher-Michel
et al., 2001).

e Superoxyde dismutase (SOD) : Cette enzyme catalyse la dismutation de 1’O2¢- en
H202. La SOD existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation
cellulaire et par leur cofacteur métallique (sont des enzymes utilisant des métaux
comme cofacteurs) (Garait, 2006).

e La catalase : L’On retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les
hépatocytes, les erythrocytes et les cellules rénales. Elle catalyse la dismutation de
peroxyde d’hydrogeéne on oxygene et en eau. 2H20 — 2H20+02 (Valko et al.,
2006

25



Chapitre I les antioxydants

e La glutathion peroxydase : Les glutathion peroxydases catalysent la réduction
parla glutathion réduit (GSH) du peroxyde d’hydrogéne en eau et de divers
hydroperoxydes lipidiques produits (ROOH) en alcools et des espéces radicalaires
en espéce non radicalaire (guillouty, 2016).

3.2.2- Les antioxydants non enzymatiques

Ce systéme est constitué par les molécules piégeuses intracellulaires qui agissent en
seconde ligne de défense antioxydante en empéchant principalement la propagation des
réactions radicalaires en chaines. 1l s'agit du glutathion, de I'acide urique, de la bilirubine, de
la mélanine, de la mélatonine, de I'acide lipoique, etc. De tous ces composés endogenes, le
plus important est sans doute le glutathion (thiol majeur au niveau intracellulaire). A ces
composés, s'ajoutent les protéines chélatrices de métaux de transitions comme I'haptoglobine,
la ferritine, I'albumine et la céruloplasmine qui agissent en diminuant la disponibilité d'agents
pro-oxydant comme les ions Fe 2+, Fe 3+ ou Cu2+ et Cu+, permettant par ce biais, de
prévenir la production des radicaux libres (Zagadou, 2016).

3.3- Les antioxydants exogénes

Ce sont des composés chimiques extracellulaires qui exercent des effets protecteurs
importants in vitro. lls comprennent majoritairement les vitamines Cet E, les caroténoides et
les polyphénols présents dans certains fruits et Iégumes (Zagadou, 2016).

3.3.1- les vitamines :s ont des petite molécules soit liposoluble qui sont représentés par la
vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de I'organisme. Elle est
présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang liée aux lipoprotéines
(Vertuani et al., 2004).

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la fluides
intra et extracellulaire (compartiment hydrophile). Elle posséde une activité biologique, elle
est aussi capable de recycler la vitamine E de fagon a agir en synergie avec cette derniere dans
la prévention de la peroxydation lipidique des biornembrancs et des lipoprotéines (Vertuani
et al., 2004).

3.3.2- les caroténoides

Les caroténoides et en particulier, la 3-caroténe et le lycopéne, ont une action antioxydante
directe vis —a- vis de I’oxygene singul et protege les membranes de la lipoperoxydation. Ils
exercent une protection contre les dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiére
solaire (Zagadou, 2016).
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3.3.3- Les oligoélément

Les oligoéléments tels le sélénium, le cuivre, le zinc et le manganese sont des cofacteurs
importants pour les enzymes antioxydants. Le sélénium est nécessaire a l'activité de certains
séléne enzymes notamment les glutathion peroxydase et les peroxydoxine. Le zinc (Zn)
stabilise la CuzZn-SOD et protege les groupements thiols et les membranes cellulaires contre
I'oxydation (Zagadou, 2016).

3.3.4- les composeés phénoliques

Sont une vaste classe de substance organiques comportant au moins un noyau aromatique
et en plus d'autres constituants, un ou plusieurs groupes hydroxyles qui leur conferent la
propriété d'antioxydants. De tous les composeés phénoliques, les flavonoides notamment les
anthocyanes sont reconnus comme des molécules possédantes de fortes potentialités
antioxydants (Zagadou, 2016).

3.4- Les antioxydants synthétiques

Plusieurs antioxydants de synthese sont autorisés en alimentation animale pour protéger les

lipides insaturés alimentaires de I'oxydation. Parmi eux, 1’exifone, le buthyl hydroxy toluéne

(BHT), le buthyl hydroxy anisol (BHA) (De Wael, 2009).
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1. Matériel

1.1 Matériel biologique

Plusieurs études ont été effectuées sur la plante de «Vigna mungo» .dans notre travaille, le
matériel végétale a été constitué des graine de vigna mungo récolté en décembre 2021 au
niveau de jardin botanique de notre région Timimoune qui site a la wilaya d’Adrar. Les
graines récoltées séchées a 1’abri de la lumicre et a température ambiante sont broyées a 1’aide

d’un mortier en poudre puis stockée dans un flacon en verre transparent. (Figurel4).

(a) (b)

Figure 14 :(a) les graines de Vigna mungo ; (b) la poudre obtenu apres le broyage des graines

) o (Orininal 14/02/2029)
Produit chimique :

Molybdate d’ammonium ; KCL ; Acide hydrochlorique ; Acide sulfurique ; Acide gallique ;
Acide ascorbiqgue DPPH ; Méthanol ; carbonate de sodium, Folin Ciocalteau ; acétate de

sodium ; Hcl.

2- Méthodes
2.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Les graines broyeées, peser 20g poudre de vigna mungo avec 100ml de Méthanol dans un
flacon. Puis macération sous agitation 24h a température ambiant apres filtrés 3 fois par
papier de filtre. Peser le ballon vide. L’extrait est évaporé a sec a 40°C a 1’aide d’un
rotavapeur. Le résidu sec est récupéré dans un faible volume de méthanol pour obtenir une
solution finale de 100 g/L. Le rendement d’extraction (%) est calculé a 1’aide de 1’équation
suivante :

R(%)= {(P1—P2)/Q}x100

R(%) : rendement exprimé en %
P1 : poids de ballon vide
P2 : poids de ballon+résidu

Q : poids de la poudre vegétale (g)

28



Chapitre IV Matériel et méthode

Figure 15 : les étape de protocole expérimental (original,14;15/02/2022)

3. Dosage des composés phénoliques et anthocyanes

3.1 Dosage des polyphénols totaux

a. principe
Parmi les méthodes de quantification des composés phénoliques, il s’agit une méthode de
"Singleton et Rossi 1965"(Biozot et Charpentier, 2006) son principe repose sur le fait que
les ions phénolate s formés par addition de carbonate de sodium a la solution d’extrait son
oxydes par le réactif de Folin- Ciocalteau (Kudaet et al ,2005), ce réactif est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique (H3PMo012040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PW12040). 11 est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de

tungsténe et molybdéne (Rébireau-Gayon, 1968).1a coloration produite, dont I’absorption
maximum est comprise entre 725 et 750nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006)
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b. Protocol expérimentale :

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode décrite par Waterhouse
(2001). Dans un tube essai nous mettons 3.16ml I’eau distillée avec 40ul de I’extrait de plante
convenablement dilué, 200 pl du réactif de Folin Ciocalteau est ajouté avec agitation a 1’aide
d’un vortex. Apres 3s et 8min, on ajoute 600 pl carbonate de sodium (20%) au mélange,
ensuit incubé a 1’ abri de la lumiére pendant 30min.la lecture est réalisé a une longueur d’onde
765nm .contre un blanc (la méme mélange excepté 1’échantillon).

Tous les essais répétés au moins 4 fois, créez une courbe d’étalonnage qui a été réalisée en
paralléle par ’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes conditions que les

échantillons (Figurel5).
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Figure 16 : courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

3.2- Dosage les anthocyanes

a. principe :

Le dosage des anthocyanes de notre extrait a été déterminé par la méthode pH différentiel
utilisée par plusieurs auteurs.

La méthode du pH- différentielle est basée sur le changement de la structure du
chromophore d’anthocyane entre pH 1,0 et 4,5. Les anthocyanes monomériques subissent une

transformation structurale réversible en fonction du pH (forme colorée d’oxonium a pH 1,0 et
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forme hémiacétale incolore a pH 4,5). La différence dans 1’absorbance de ces pigments a
520nm est proportionnelle a la concentration du colorant (Wrolstad et al., 2002).

b. Protocole expérimentale :

La teneur en anthocyanes totales est mesurée en utilisant deux tampons : le tampon de
chlorure de potassium, pH= 1,0 (0,025 M) et le tampon d’acétate de sodium pH=4,5 (0,4M)
.on prépare les deux tampons comme la suite :

+ On mesure une quantit¢ de 0,186g de KCI ajouté a 100ml d’eau distillé,
mélangé bien jusqu’a I’homogénéité puis ajouté graduellement le HCL jusqu’a atteint
pH=1.

+ Pour le deuxiéme tampon introduire 5,44 g d’acétate de sodium dans 100 ml
d’ED puis ajouté HCI jusqu’a atteint pH=4,5.

+ Une prise de 2.98 ml de Kcl avec un volume de 20 pl d’extrait non dilué, et I’autre
essai contient 2.98ml d’acétate de sodium avec 20ul de I’extrait non dilué.
+ La mesure d’absorbance de la prise d’essai dilué avec un tampon pH=1.0 et un
tampon a pH=4.5, a la fois 520 et 700 nm.
+ Calculer I’absorbance de 1’échantillon dilué (A) comme suit :
#+ Abs =(Abs520-Abs700) pH1 —(Abs520-Abs700) pH4.5
+ Calculer la concentration de pigment d’anthocyane monomére dans 1’échantillon
initial, en utilisant la formule suivante :
+ Pigment d’anthocyane monomére (mg/litre)=(AXMWxDFx1000)/ (ex]I)
£ A: D’absorbance de I’échantillon; MW :(masse moléculaire de la cyanidine 3-
glucoside)= 449,2 g/mol ; DF : facteur de dilution de 1’échantillon ; € : coefficient
d’extinction molaire=26900 Cm1.M™,
5. Evaluation de I’activité antioxydant
L’activité antioxydant a été évaluée par plusieurs tests .par exemple en retrouve le tests au
radical libre DPPH « ( 2,2-Diphényle-l-picrylHydrazyle ) ainsi que le test au radical libre
ABTSe qui est obtenu a partir de ’ABTS ( sel d’ammonium de I’acide 2,2’- azinobis —(3-
éthylBenzoThiazoline-6-Sulfonique).ces deux test sont les plus utilisés mais on peut
¢galement retrouver d’autres méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant: FRAP

(Guillouty, 2016).
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5.1-Méthode de piegeage du radical libre DPPH

a- principe

Le radical DPPH en solution est coloré en violet, en présences d’antioxydant (donneurs de
proton) .il est réduit en formant une liaison moléculaire stable, le produit réduit présent une
coloration qui tire vers le jaune. On mesure par la méthode spectrométrique UV, la diminution
de coloration de la solution qui est proportionnelle a la quantité d’antioxydant (Ngakegni-

Limbili, 2012).
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Figure 17 : principe de test du DPPH (Manallah, 2012).

b. protocole expérimentale

La préparation d’une solution mere par le mélange de 0.1ml d’extrait et 0.9ml méthanol.

On fait la manipulation avec deux dilutions d’échantillon d’essai avec des concentrations
croissantes différentes, pour chaque essai introduit dans un 0.9ml méthanol une prise de 0.1ml
de solution mere puis 1’ajout d’un 2.9 ml de DPPH les mélange sont vigoureusement agites au
vortex pondant 30min a la température ambiante. Apres 1’agitation au vortex, la lecture est
effectuée par la mesure de 1’absorbance a 1’aide d’un spectrophotometre calibré par le
méthanol a 517nm. Le contrdle négatif est compose de la solution de DPPH dans le méthanol
seul, et le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le résultat du pouvoir anticadicalaire, de 1’extrait méthanolique de la graine de vigna
mungo

Etudiée, exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui calculer par la formule :
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Pourcentage d’inhibition = {(Absc—AbsE /Absc)}x100
= Absc : absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait
= ADSE : absorbance de la solution de DPPH en présence de 1’extrait (Djeridane,
2006).

5.2- Méthode au phosphomolybdate pour P’activité antioxydante :

a. principe

La méthode au phosphomolybdene est couramment appliquée dans notre laboratoire pour
évaluer la capacité antioxydant totale d’extraits de plants et pour détermine la vitamine E dans
une variété de céréales et de graines (Pilaret al., 1998). Le principe de dosage du phosphate
est la formation e phosphomolybdique par molybdate d’ammonium, et la réduction complexe
par 1’acide ascorbique (Keran, 2016).

b. protocole expérimentale :

On préparer une réactifs mélangée de (0.6 M acide sulfurique; 4 mM molybdate
d’ammonium ; 28mM phosphate de sodium), on prend 2ml de ce dernier avec 0.2ml d’extrait
dans les tubes fermé incubé a 95c°® pondant 90min, la lecture a 659nm.

6-Spectre d’absorption UV- visible d’anthocyanine de vigna mungo

Principe :

Les balayages spectrophotométries (190 a 800 nm) des extraits bruts d’anthocyanes ont été
effectués a ’aide de cuvettes de quartz dans un spectrophotométre UV-vis de Shimadzu
(modele Multispec-1501, Kyoto, japon), en utilisant des solutions tampons citrate-phosphate
de I’extrait brut d’anthocyane a différentes valeurs de PH (Favaro et al., 2018).

Protocole expérimentale :

Pour obtenir une solution a pH=1, on préparer (20 mL méthanol et 55 pL HCI (37%)),
puis on prend 1,980 mL de cette solution avec 20 pL d’extrait. D’autre part on fait la
deuxiéme solution avec un pH= 3 qui constituant a (20 mL méthanol ; 0,5 pL HCI), de cette
solution nous prenons 1,980 ml et mélangé avec 20 puL de I’extrait. La lecture de 1’absorbance

se fait contre un blanc entre 200 a 700 nm a I’aide d’un spectrophotometre.
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Résultat et discision

1.Rendement d’extraction
L’extraction est une étape trés important pour I’isolement et 1’identification des principes

actifs a haute valeur ajoutée a partir de la mati¢re végétale. Beaucoup d’études ont montré
I’influence des différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction des
composés phénoliques d’origine végétale, tel que le temps et la température d’extraction, le
pH, la composition chimique de 1’échantillon (Lopez et al., 2011).Le méthanol est un solvant
trés efficace pour D’extraction des composés phénoliques relativement polaires et des
polyphénols des plantes (Zeng et al., 2012).Pour cela, nous avons utilises ce solvant pour la
préparation d’extrait de Vigha mungo.

Un rendement d’extraction d’environ 1,55 % a été obtenu avec le méthanol comme solvant
d’extraction .Nos résultat sont relativement similaires par rapport a ceux trouvés par Orak et
al (2018) qui ont trouvé respectivement des rendements d’extraction de 10,70% pour le
solvant de méthanol et 7,97% pour le solvant de 1’acétone.

2.Dosage de composés phénoliques et des anthocyanes:

Les résultats d’analyse quantitative polyphénols totaux et en anthocyanes ont été

exprimés dans le tableau

Tableau08 : les teneurs en polyphénol totaux et en anthocyanes de I'extrait méthanolique des
graines de Vigna mungo L

Constituants Teneur (MgEAG /g rs)

Polyphénols totaux 47,42+1,21

|

Anthocyanines 5,87+0,54

Selon Arockianathan et al. (2019) ont signalé respectivement que la teneur de 1’extrait
éthanolique du Vigna mungo en polyphénol est 73,55+5,3 mg/g et 57,78+ 3,1 mg/g en
utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction.

Selon Kapravelou et al. (2020) ont trouvé que les teneurs en polyphénols totaux est
29,44+ 2,45 pg GAE /mg de I’extrait acétonique.

Selon Orak et al. (2018) ont obtenus les teneurs en polyphénols totaux de 1’extrait
méthanolique et acétonique de Vigna radiata L sont respectivement 47.16 + 0.23, 66.05 *
2.09 mgEAG/q.
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D’apreés les résultats trouvés par Arockianathan et al. (2019) et Kapravelou et al.
(2020) ; Orak et al. (2018) la teneur en polyphenol totaux de vigna varie selon la nature du

solvant d’extraction utilisé.

T AT AT A

Figure 18 : Le résultat de dosage d'anthocyane du différents pH.

D’aprés Ouedraogoet al. (2021) qui ont fait une étude sur les graines de Vigna radiata
avec un teneur de 0.848+0.063 mg/g et pour la Vigna subterranea teneur est de 0.535+0.025
mg/g.

Par ailleurs, I’étude réalisée par Mbaiogaou et al. (2013) sur I’extrait méthanolique des
grains de Vigna subterranea donnent la valeur suivante 0,331+0,0023mg/g.

Ce qui concernant les anthocyanes nos résultats restent nettement supérieur a celle reporté
par Ouedraogoet al. (2021) ; Mbaiogaou et al. (2013), donc on dit que les graines de Vigna
mungo riche en anthocyanes par rapport Vigna radiata et Vigna subterranea

3. Evaluation des activités antioxydant:

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro in vivo, 1’activité antioxydant des

extraits des végétaux (Senthilkumar et al., 2012).

3.1 Test du radical DPPH :
L’activité antioxydant et anticadicalaire de 1’extrait méthanolique Vigna mungo L a été

mesurée vis-a-vis du radical DPPH par la méthode spectrométrique a 517 nm, la réduction de
ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Nos
résultats montrent que 1’extrait capable de piéger le radical DPPH qui se traduit par la
disparition significative de la couleur la couleur violet de la solution DPPH surtout on

présence des concentrations ¢élevées d’extrait méthanolique de gramme noir.
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Figure 19 :Les résultats apres 30min d'incubation de test DPPH

Les résultats du pouvoir antiradicalaire, de I’acide ascorbique et de 1’extrait méthanolique des
graines de Vigna mungo, exprimés en pourcentage du radical DPPH résiduel sont illustré dans

la Figure 19

100 70
60 -
80 A

50 4

60 1 40 -

30 4
40 A

20 4

20 1
10 4

Pourcentage de réduction du radical DPPH (%)

0,0 0,5 1,0 15 2,0 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18

. . . . Acide ascorbique (mg/mL)
Extrait méthanolique Vigna mungo (mg/mL)

Figure20 : Courbes représentants la variation du pourcentage de la réduction de DPPH en fonction de la
concentration de I'acide ascorbique et de I'extrait des graines de Vigna mungo.

On remarque que I’extrait méthanolique de Vigna mungo est capable de piéger le radical libre
DPPH' de maniere concentration-dépendante

On constate aussi que le taux de réduction du DPPH augmente avec
I’augmentation de la concentration de I’extrait MeOH dans le milieu.
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Les valeurs 1Cso déterminées en mg/ml expriment la concentration efficace de ’extrait
antioxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de moles de DPPH en
dissolution dans le méthanol (Tableau 11.). Selon les résultats enregistrés, I’extrait
méthanolique est doté d’un pouvoir antioxydant le plus élevé, avec une valeur ICso de 0,37
mg/mL etplus élevée également que celle d’acide ascorbique (ICsop =1,20 mg/mL). La
réduction et la décoloration du radical DPPH par notre extrait.

Selon Arockianathan et al. (2019) ont trouvé une ECso de 49,75 et 245ug/ml pour ’extrait
de vigna mungo.

D’apres les résultats trouvés par Arockianathan et al (2019). Notre I’extrait méthanolique a
une activité antiradicalaire plus élevéee (ICso= 0,37 mg/mL) par rapport I’extrait éthanolique.

Tableau09 :Les valeurs d'EC50 des activités antioxydante de I'extrait méthanolique des
graines de Vigna mungo L et l'acide ascorbique obtenues par les tests DPPH,
phosphomolybdate

Graines de Vigna mungo L

DPPH 1,20+0.00 0,37
(ECso; mg/ml)
phosphomolybdate 0,095+0,008 0,53

(ECs0 ; mg/mL)

3. 2-dosage de phosphomolybdate (la capacité antioxydant totale) :

Le test phosphomolybdate est basé sur la réduction du Mo (IV) en Mo (V) par les
substances antioxydants et la forme réduite du Mo forme un complexe avec le phosphate en
milieu acide et a température élevée formant ainsi une solution de couleur vert foncé (Majid
et al., 2015).

37



Abs 695 nm

Résultat et discussion

S R B —— -

Figure2l : Résultats du test de phosphomolybdate d’ammonium apres 90 min
d'incubation.

A partir des résultats indiqués dans la Figure21on s'apercoit que 1’extrait méthanolique des
graines, exhibent une activité antioxydant remarquable qui augmente avec 1’augmentation de
leur concentration. Notre extrait méthanolique posséde le plus grand pouvoir réducteur avec
un 1Cso 0,53 mg/ml, ce valeur est supérieur a celle obtenus par le standard utilisé (AC.

ascorbique) de valeur 0.095 mg/ml.
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Figure 22 : courbes représenta variation du pourcentage de réduction de phosphomolybdate en
fonction de la concentration de I'extrait de Vigna mungo (A) et la concentration AC(B)
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4. Spectre d’absorption UV- visible d’anthocyanine de Vigna mungo :

Les chercheurs ont caractérisé les anthocyanes sur la base de données spectrale UV-Vis. La
couleur caractéristique de la molécule a été rapportée pour la premiere fois par Pauling en
1939, qui a proposé la structure résonante du cation flavylium. La spectroscopie UV-Vis, a été
largement utilisée pour I’identification des anthocyanes, lorsqu’il est déchiffré de maniére
critique, le spectre peut fournir des informations utiles sur la composition structurelle des

anthocyanes (Saha et al ., 2019).

pH=3

Figure 23 : le résultat obtenu a différant pH

(a) (b)

Figure 24 : spectre UV-Vis des anthocyanes totaux de I'extrait de vigna mungo en (a) pH=1
et (b) pH=3

La maniére la plus courant d’indiquer les couleurs des anthocyanes est basée sur la
présentation des couleurs visibles. D’apres la figure 23, on remarque 1’apparition d’un pic a
pH=1 et pH=3 la longueur d’onde 550 nm ; 525 nm présent respectivement, le pic diminués
lorsque le pH augmenté, ces résultats sont identique par rapport a se trouvée par (Laura et al
.,2018). Ces auteurs ont trouvés que les spectres de balayage UV-vis de
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I’extrait brut d’anthocyane a différentes valeurs de PH permet d’observer le pic
caractéristique de la cyanidine-3-glucoside a un PH acide. Nos résultats confirment également
la présence de ce composé dans I’extrait méthanolique (Amax =525-550 nm).

Les anthocyanes absorbent fortement la lumiére entre 460-550nm et présentent donc des
couleurs. La pigmentation des anthocyanes est en grande partie due a la charge positive de
I’anneau interne de la molécule, mais cette charge dépend du PH. a PH<5 I’anneau porte la
charge positive et a des valeurs de PH>5 I’anneau interne est hydraté donc la charge positive
est neutralisée et les anthocyanes perdent leur pigmentation et deviennent incolores (Laura et
al., 2018).
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Conclusion et perspective

L’extrait méthanolique des graines de vigna mungo L. a fait I’objet de la présente étude.
Différentes analyses sont appliquées : extraction de polyphénols et le dosage de ces différents
composés (polyphénols totaux, anthocyanes) ainsi que 1’évaluation des effets antioxydants des
extrais de ces graines par deux moyens; pouvoir réducteur (test de phosphomolybdate
d’ammonium et pouvoir de chélation des métaux) d’une part et 1’activité antiradicalaire a
I’égard du DPPH d’autre part.

Il en ressort de 1’analyse des résultats obtenus pour le rendement d’extraction, que le
méthanol pur a permis d’obtenir un rendement le plus élevé qui est de 1,55% par rapport aux
autres extraits a celui trouvé par d’autres auteurs.

La teneur en composés phénoliques totaux révélent que la teneur de polyphénols est
constatée dans I’extrait méthanolique du vigna mungo (47 ,42+1,21 mg /g). En deuxiéme lieu
on a le dosage des anthocyanes qui a démontré que 1’extrait méthanolique du vigha mungo
présente la valeur la plus élevée 5,87+0,54mg/g par rapport aux autre extraits a ceux trouvé
par les autre auteurs. Par la suite, I’activité antioxydante est estimée en déterminant le pouvoir
réducteur et 1’activité¢ antiradicalaire.(DPPH, phosphomolybdate d’ammonium), L’extrait
méthanolique de vigna mungo manifestent une activité antioxydante évaluée par le test du
DPPH (ICso = 0,37mg/ml) et phosphomolybdate d’ammonium (ICso = 0,53mg/ml).

La spectroscopie UV-Vis, a été largement utilisée pour 1’identification des anthocyanes, a
différents valeur de PH permettent d’observer le pic caractéristique donc le spectre peut
fournir des informations utiles sur la composition structurelle des anthocyanes a partir de
Amax indique la présence de molécule (cyanidine-3-glucoside) qui est absorber dans cette
langueur d’onde.

Cette étude n’a pas exploré toutes les propriétés biologiques de cette graine. Il serait
donc intéressant, dans un avenir plus ou moins proche, de compléter ce travail par :

o Une analyse chromatographique en phase liquide a haute performance couplée
a une spectromeétrie de masse de I’extrait méthanolique des graines de vigna mungo afin
d’identifier les molécules responsable de 1’activité antioxydante ;

o Déterminer d’autres activités biologiques de D’extrait méthanolique
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RESUME

Dans ce travail [Dactivit¢ antioxydante des graines de Vigha mungo a
¢tait  étudiée en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction. Un
rendement d’extraction d’environ 1.55% a ¢été obtenu par macération a
froid pendant 24h. Les analyses quantitatives montrent que la teneur de
I’extrait méthanolique des graine de Vigna mungo en polyphénols et en
anthocyanes sont  respectivement, 47,42+1,21 (EAG mg/grs) et 5,87+0,54
(EAG mg /gRrs).

La mesure de [Dactivit¢é antioxydante et du pouvoir réducteur de 1’extrait
méthanoliqgue par la méthode de piégeage du radical liber DPPH et la
méthode de  phosphomolybdate = d’ammonium  montre  respectivement  qu’il
possede une activité antioxydante considérable avec des valeur ICso de
0,37mg/mL et 0,53 mg/mL.

L’analyse du spectre d’absorption UV-visible de I’extrait méthanolique
aux pH acide, montre [I’existence de deux pics qui correspondent a la
cyanidin  3-O-rutinoside et a la pelargonidin  3-O-rutinoside (Amax 540 nm a
pH =1 ; Amax 525 nm a pH=3).

La graine de Vigna mungo L. est considérée donc étre considéré comme
une source naturelle prometteuse d’anthocyanes comme antioxydants
d’intérét biotechnologique.

Mot clés: Vigna mungo, extrait méthanolique;  anthocyanes,  pouvoir

antioxydant.



