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Résumé

Résumé

Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques et la mise en évidence par les
chercheurs des effets de ces molécules dans la protection et méme la guérison de certaines
maladies du siécle liées particulierement au mode de vie moderne comme 1’obésité le diabéte,
I’hypertension artérielle et méme certains types de cancers a suscité I’intérét des scientifiques
sur certaines plantes riches en ces élements, particulierement les céréales, qui représentent la
source alimentaire par excellence chez I’homme. Toutes les recherches et les études ont porté
sur la graine qui est la partie de la plante la plus utilisée dans 1’alimentation. Cependant ces
dernicres années ’intérét s’est porté sur les autres parties de ces céréales en particulier les
feuilles de ces plantes au stade herbe. Et les résultats de ces récentes recherches ont montre la
richesse de ces feuilles de céréales en ces composés phénoliques, particulierement les
flavonoides. Pour notre part, nous avons essayé d’étudier la présence de ces molécules au
niveau des feuilles de certaines variétés d’orge et de blé développés au niveau de I’institut des
grandes cultures de Constantine. Les différentes analyses nous ont dégagé trois variétés tres
intéressantes pour la teneur de leur feuilles en flavonoides, une variété d’orge Saida et deux
variétés de blé Ain Abid (blé tendre) et Waha (blé dur). Les flavonoides identifiés sont surtout
les molécules de Lutéoline et de Kaempférol, et dont les propriétés de leur pouvoir
antioxydant et leur indication dans les traitements et les préventions de certaines maladies
n’est plus a démontrer. C’est pourquoi nous suggérons a ce qu’on porte un intérét particulier
a ces variétés pour les destiner a un but de fabrication médicamenteuse ou a une utilisation

comme compléments nutritifs.

Mots clés : Composés phénoliques, Céréales, Flavonoides, pouvoir antioxydant.



SUMMARY

SUMMARY

The antioxydizer power of phenolic components and their effects observed by the research
workers in both the protection and recovery of certain century diseases in relationship with
the way of living as the obesity , the diabetes , high blood- pressure and ever some types of
cancer ; particularly the cereal which represented the pre-eminently alimentary sources
components. All the researches and studies concerned the seed which is the more used part of
the plant. However, the interest was inclined to other parts of these cereals especially their

leaves.

The recent results of researches showed the riches of cereal leaves in their phenolic
components, particularly the flavonoids. We tried to study the presence or not of these
molecules in the leaves of some varieties of barley and wheat developed in the institute of
great cultures of Constantine. Different analyses isolated three attractive varieties in the leave

content in flavonoids :

One variety of barley Saida and two varieties of wheat Ain Abid (tender-wheat) and Waha
(hard-wheat). The identified flavonoids were especially the molecules of Luteoline and
Kaempferol of which their antioxidant power and their suggestion in the treatment and

preventions of some diseases were confirmed.

There is why we suggest to observe a particular interest for these varieties and intend them to

medicament fabrication or a use as nutrient complementary.

Key words: phenolic components, cereals, flavonoids, antioxidant power.
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

L’alimentation présente un intérét particulier pour les étres humains dans le but de se
nourrir convenablement et apporter au corps tous les éléments nécessaires a ses besoins. Les
plus grandes sources alimentaires sont représentées par les végétaux sauvages ou ceux
domestiqués et développés par I’homme. Ces végétaux sont cultivés sur de grandes surfaces

dans un but d’une grande disponibilité et de suffisance.

Ces végétaux renferment dans leur constitution une multitude d’éléments nutritifs sous forme
de molécules biochimiques. Ces derniéres constituent un apport vital pour 1’entretien corporel
et sanitaire, et sont utilisées comme remede curatif et préventif de certaines affections qui

touchent I’homme et 1’animal.

Les céréales sont les especes végétales les plus cultivées et les plus utilisées dans
I’alimentation humaine et animale. De trés grandes surfaces sont emblavées annuellement
dans toutes les contrées du monde en différentes sortes de céréales, et ce sont particuliérement
les graines qui sont utilisées dans I’alimentation humaine et leurs issues de meunerie dans

I’alimentation animale.

Au cours de ces dernieres décennies les études ont montré la grande richesse des céréales en
composés antioxydants représentés par les molécules de composés phénoliques, cette qualité a
fait que ces espéces sont trés indiquées par les nutritionnistes dans un intérét nutritionnel et
comme intérét thérapeutique. L’intérét fut porté dans un premier temps sur les graines en
rapport a leur utilisation exclusive dans 1’alimentation, et actuellement 1’intérét s’est porté sur
les feuilles de ces céréales en herbe. Les études ont montré la richesse des feuilles de certaines
especes de céreales en ces composes phénoliques avec leur grand pouvoir antioxydant parmi

lesquels les flavonoides, les phénols simples, les acides phénols, les anthocyanes etc...
Les feuilles d’herbe des céréales les plus étudiées sont celles du blé et d’orge.

Notre présent travail se propose d’étudier la présence de composés phénoliques dans les
feuilles de blé et d’orge cultivées et développées au sein de I’institut technique des grandes
cultures de Constantine (ITGC), et rechercher de nouvelles sources phytogénétiques riches en
composés phénoliques dans le but de valoriser ces feuilles et les destiner a la fabrication
d’aliments fonctionnels , et dans le méme temps voir si ces herbes peuvent étre utilisées dans
la production de jus, de tisane ou de gélules qui entrent dans la catégorie de produits

nutraceutiques.
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Notre étude a porté sur les feuilles de six especes de céréales : deux espéces d’orge et quatre
espéces de blé (deux espéces de blé tendre et deux espéces de blé dur).Le travail fut réalisé au
niveau du laboratoire de Biologie Micromoléculaire et Photochimie de I'université 1 de

Constantine.

Le manuscrit est divisé en trois grandes parties: une partie bibliographique, une partie
s’intéressant aux matériels et méthodes puis une derniére partie qui couvre les résultats et

leurs discussions.
1-La partie bibliographique est divisée en 3 chapitres :

-Les composés phénoliques : comporte leur description, leur voie de biosynthese et leurs

propriétés thérapeutiques.

-Les céréales: comporte leur classification, leur qualitt comme sources de composés

phénoliques, et les propriétés thérapeutiques de leurs feuilles.

-Le stress oxydatif : concernant les radicaux libres, les systémes de défense enzymatique et

non enzymatique.
2-Partie comportant les matériels et les méthodes utilisés :

L’¢tude a consisté en une analyse phytochimique (aspect qualitatif) et qui consiste en
I’extraction des composés phénoliques des échantillons. Cette extraction comporte 2 phases :
une extraction solide-liquide au Soxhlet, et une extraction liquide-liquide dans des solvants
(Ether diéthylique ; acétate d’éthyle ; et Méthyle-Ethyle-Cétone (MEC)), pour ce qui est de
I’aspect quantitatif nous avons effectué un dosage par le réactif (Fiolin-Ciocalteu). Les
techniques utilisées pour I’identification des composés phénoliques sont la chromatographie

sur couche mince et la spectrophotométrie UV/VIS.
3-Résultats et discussions :

Les résultats obtenus et leurs discussions nous ont permis de dégager certaines propositions
concernant 1’intérét a porter aux feuilles de céréales pour leur développement et leurs

différentes utilisations.
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1-Définition des composés phenoliques

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente
dans le regne végétal. Ils sont caractérisés, comme 1’indique le nom, par la présence de
plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou moins complexes
généralement de haut poids moléculaire. Ces composés sont les produits du meétabolisme

secondaire des plantes .

Les polyphénols prennent une importance croissante, notamment grace a leurs effets
bénéfiques sur la santé (Stanley. et al., 2003). En effet, leur réle d’antioxydants naturels
suscite de plus en plus d'intérét pour la prévention et le traitement du cancer (D. Chen. et al.,
2004), des maladies inflammatoire , cardiovasculaires et neurodégénératives. Ils sont
également utilisés comme additifs pour 1’industric agroalimentaire, pharmaceutique et
cosmeétique (ISANH., 2006).

2-Classification des composés phénoliques

D’aprés (Macheix. et al., 2005), les composés phénoliques sont regroupés en

nombreuses classes qui se différencient par :

- Les voies de la biosynthese ;

- La complexité du squelette de bas (de simple Cg a des formes polymérisees)

- Les degrés de modification de ce squelette (degrés d’oxydation, d’hydroxylation, de
méthylation ...)

- Liaison possible de ses molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,
protéines et d’autres métabolites secondaires qui peuvent étre des composés

phénoliques).
La classification des composés phénoliques est différente selon les auteurs.

D’aprés Ribereau G. (1968) les composes phénoliques se regroupent en quatre groupes :

- Les acides benzoiques, les acides cinnamiques et les coumarines.

- Les flavones, flavols et dérivés voisins.
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- Les chalcones, dihydrochalcones et aurones.

- Les anthocyanes.

Tableau 01: principales classes des composés phénoliques selon le nombre de
carbone (Merghem R., 2009).

Nombre de C Classe Exemples/origine

C6 Phénols simples | Hydroquinine, catéchol

C6-C1 Acides phénols Acide salicylique Acide p(OH) benzoique

C6-C3 Acide cinnamique | Acides caféique, férulique (café,pomme)
Coumarines Esculétine,scopolétine(citron),Eugénol
Phénylpropénes (Giroflier)

(C6-C3)2 Lignane Pinorésinol (pin)

(C6-C3)n Lignine Bois , noyau des fruits

C6-C3-C6 Flavonoides Apigénine,lutéoline, quercétine (fruits)

Isoflavonoides Geénistéine (soja, pois),Pélargonidine, cyanidine
Anthocyanes et delphinidine (Fleurs, fruits rouges)

(C6-C3 - C6)2 | Biflavonoides Amentoflavone

(C6 -C3 - C6)n | Proanthocynes Procyanidines, Prodelphinidines (Raisin rouge)

3-La biosynthese des composés phénoliques

Les composes phenoliques sont des métabolites secondaires et sont synthétisés, par des

plantes au cours de leur développement normal, en réponse a des infections, des blessures, des

rayons ultra-violet (UV) et des insectes. Ces composés phytochimiques provenant de la

phénylalanine et la tyrosine sont ubiquitaires dans les plantes (Pereira N.X. et al., 2012).

Les polyphénols sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques :
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3.1- La voies de shikimate
C’est la voie de biosynthese principale des composes aromatiques. Cette voie du

shikimate est tres spécifique des végétaux et conduit a la synthese des trois acides aminés
essentiels suivants : tryptophane, phénylalanine et tyrosine. Elle joue un réle critique pour
contréler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Voir figure 01) (Kening. et al.,
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Figure 01 : Schéma général de la voie de Shikimate (Zegad N., 2009).

3.2- voie de I’acétate malonate

Ce mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation des chaines
polycétoniques, elles mémes obtenues par condensation de groupements acétates. La

condensation des groupements acétates ne se fait qu’aprés carboxylation de 1’acétyle CoA en

malonyl-CoA. (Merghem R., 2009).
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4-Action et intérét des polyphénols

En tant qu'antioxydants, tous les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres
générés en permanence par notre organisme ou formeés en réponse a des agressions de notre
environnement (cigarette, polluants, infections, etc.) qui favorisent le vieillissement cellulaire.
Ingérés avec nos aliments, ces composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les
constituants tissulaires (lipides et autres macromolécules) contre le stress oxydant et
préviendraient ainsi les diverses maladies chroniques associées, telles que cancers, maladies
cardio-vasculaires ou ostéoporose. lls peuvent aussi interagir de maniére spécifique avec des
récepteurs cellulaires tels que les récepteurs des oestrogenes pour les isoflavones du soja, et
induire ainsi des effets plus spécifiques sur l'organism (par exemple inhibition par les
isoflavones des bouffées de chaleur pour la femme ménopausée) (Arnaud B., Martine L.,
2001)

4.1- la prévention des maladies cardio-vasculaires

Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire de la capacité
antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des artéres,
ils préviennent I'oxydation des lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoproteins ou
LDL), qui est I'un des facteurs clé du processus physiopathologique de I'athérosclérose
(épaississement des arteres qui contribue a réduire le flux sanguin et peut conduire a
I'asphysie des tissus irrigués). En inhibant I'oxydation des LDLs, ils limitent leur incrustation
dans les parois des arteres qui contribue a I'épaississement des parois et a réduire le flux de
sang qui parvient au niveau des tissus. Les polyphénols agiraient aussi en inhibant lI'agrégation
plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose qui peut conduire a I'occlusion des
artéres. Deux études cliniques récentes realisées aux Etats-Unis et au Chili ont montré que les
polyphénols améliorent le fonctionnement de I'endothélium, la couche cellulaire qui tapisse
les surfaces des vaisseaux sanguins et qui joue un réle essentiel dans le contrdle du bon
fonctionnement du systéeme vasculaire en réduisant les risques d'athérosclérose (Arnaud B.,
Martine L., 2001)
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4.2- la prévention des cancers

Les polyphénoles limitent le développement de tumeurs induites expérimentalement
par exposition a des agents carcinogenes. Ils sont actifs contre de nombreux cancers (colon,
estomac, foie, sein, prostate, poumon, peau, vessie, etc.) a tous les stades de la cancérogenese.
Au stade d'initiation, ils agissent comme agents bloquants en empéchant l'activation de
procarcinogenes, en piégeant les mutagénes électrophiles ou en stimulant la réparation des
ADNs mutés. Au stade de promotion et de progression, ils agissent comme agents
suppresseurs de tumeurs. Les mécanismes impliqués peuvent la encore étre tres variés:
prévention du stress oxydant, inhibition du métabolisme de l'acide arachidonique et des
réactions inflammatoires associées, inhibition de la protéine kinase C et de la prolifération
cellulaire, induction de l'apoptose, inhibition de l'angiogenese. Les preuves de leurs effets

chez I'hnomme restent cependant encore insuffisantes. (Arnaud B., Martine L., 2001)

4.3- des effets protecteurs contre les maladies hormono-dépendantes telle que

I'ostéoporose

Certains polyphénols et plus particulierement les isoflavones du soja trés étudiées aujourd'hui,
ont une affinité remarquable pour les récepteurs des oestrogenes et sont qualifiés pour cela de
phyto-oestrogenes. Les fruits et Iégumes contiennent aussi des polyphénols tels la quercétine
de Il'oignon ou le kaempferol de la chicorée qui posseédent également des propriétés pseudo-
oestrogéniques ou inhibent la perte osseuse chez la rate ovariectomisée. La encore, de
nouvelles études restent nécessaires pour confirmer ces effets chez I'nomme (Arnaud B.,
Martine L., 2001)

5- Les flavonoides

5.1- Définition

Les flavonoides sont des molécules d'origine vegétale. Il s'agit de pigments donnant la
coloration aux fleurs, fruits et dans certains cas aux feuilles. Les principales propriétés des
flavonoides sont veinotoniques, anti-inflammatoires, protectrices (des vaisseaux) et anti-

oxydantes .
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5.2- structure chimique

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone
(Milane.,2004) a 15atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques,
quedésignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C
(Dacosta., 2003), portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides . On signale que

le noyau flavone est lui méme un dérivé du noyau flavane de base (Voir figure 02).

Figure 02 : Schéma simplifié des flavonoides (Milane., 2004)

5.3- La biosynthese des flavonoides

Les flavonoides résultent de la condensation de 3 groupements acétates (fournis sous
forme d’acétyles CoA) avec I’acide 4 (hydroxy) cinnamoyl-CoA ; cette condensation conduit
a la formation de 2 noyaux benzéniques-A et B- réunis par une chaine de 3 atomes de
carbones (hétérocycle C). La chalcone synthése ou flavone synthese (2 éme enzyme clé de ce
métabolisme) est un complexe multi-enzymatique comprenant trois sites, chacune d’eux
assurant successivement 1’addition des unités malonates, 1’accepteur est 1’acide p-(OH)

cinnamiques ou I’acide caféique .

Les flavonoides sont synthétisés au niveau des chloroplastes a partir de cinnamoyl-CoA
(provenant du reticulium endoplasmique). Certaines molécules flavoniques quittent les

chloroplastes et s’accumulent dans les vacuoles (anthocyanes).

Selon le degré d’oxydation de I’hétérocycle formé en général par condensation avec un OH
phénolique du noyau A et la chaine latérale de I’acide cinnamique, on distingue un grand

nombre de variétés de flavonoides. (Merghem R., 2009).
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Figure 03: biosynthése des flavonoides (Merghem R., 2009)
5.4 - Principales classe des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune et de ce fait possédent le
méme élément structural de base. Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B reli¢ a I’hétérocycle C dans les
positions 2, 3 (Voir Figure 04).
+¢+ Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane.

s Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé
Flavanone.

++ Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est

nommé Flavone.

¢+ Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné

par le nom de Flavonol.

Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane (Athamena S., 2009).
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flavanone HE flavenec

flavanonol i flavonol

Figure 04 : Structure de quelques classes des flavonoides
(Gamet-Payrastre. et al., 1999).

5.5 - Intérét biologique des flavonoides

Les flavonoides présentent de nombreuses activités : antioxydants, anti-inflammatoires,

inhibitrices d’enzymes, et prévention des maladies cardiovasculaires. (Jamila Hadj Salem.,
2009)

Une synthése de quelques études concernant 1’action des flavonoides pour la prévention de

maladies est présentée dans le tableau 02.
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Tableau 02 : flavonoides et la prévention des maladies .

Références

Flavonoides

Activités

Mercader et al 2008

flavonoides

Inhibition de I’aldolase
réductase : prévention de la
formation de catarate chez les
diabitiques

Cushnie et Lamb
2005

Différents types de flavonoides
(flavones, isoflavones ,
flavonols)

Activité antifongique, antivirale
antibactérienne

Ziaee et al 2009

Rutine

Inhibition de
I’hypercholestérolémie chez des
souris sous régime
hypercholestérolémiant

Hooper et al 2008

Différentes sous classes de
flavonoides et aliments riches en
flavonoides ( chocolat, thé noir ,
thé vert, soja ,cacao)

Diminution du niveau de LDL,
diminution de la pression
sanguine

Arts et al 2001

Catéchine

Prévention de la mort par
cardiopathie ischémique

Nakagawa et al 2000

Quercétine, rutine

Limitation de la peroxidation des
lipides dans les fractions
lysosomales.

Activité antioxydante grace a sa
localisation dans les membranes.

Hurano et al 2001

Catechin épicatéchine,
épigallocatéchine, épicatéchine
gallate, gallate
d’épigallocatéchine, myricétine,
quercétine, apigénine,
kaempférol, et lutéoline

Inhibition de radical DPPH,
inhibition de I’oxydation du LDL.

Kosmider et al 2004

Différents classes des
flavonoides

Activité antitumorale

5.6- Activité antioxydants des flavonoides

Les flavonoides agissent principalement comme antioxydants primaires, en stabilisant les

radicaux peroxydes mais ils peuvent aussi désactiver les especes oxygénées réactives (ion

superoxyde, radical OH’, oxygene singulet), inhiber la lipoxygénase ou encore chélater les
métaux (Sarni-Manchado.et V. Cheynier., 2006).
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La limitation principale de cette activité antioxydante est la faible biodisponibilité des
flavonoides aprés ingestion d'aliments riches dans ces composeés. La faible quantité absorbée
entre en concurrence avec les autres piégeurs de radicaux libres (a-tocophérol, ascorbates et

glutathione) présents dans des concentrations tres supérieures (Monica G. et al., 2010).

Exception faite du tractus gastro-intestinal et peut-étre du sang, l'action potentielle des
polyphénols comme piégeurs de radicaux libres n'a probablement aucune signification

physiologique dans la plupart des organes (Cesar G.et al., 2010).
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1-Les céréales comme sources de composés phéenoliques
1-1- Les principaux groupes de céréales

Les céréales appartiennent & la famille des Poacées appelées « graminées ». Il existe

trois grands groupes de céréales (Guignard et Dupont., 2004):

Un premier grand groupe formé par le blé, I’orge, le seigle et I’avoine.
Un deuxiéme grand groupe formé par le mais.
Un troisieme grand groupe ordonné autour du riz.

Notre intérét sera porté sur deux principales céréales a savoir (Alais et al., 2003) :

Le blé: il y a deux types de blé: le blé tendre (Triticum aestivum) le blé dur

(Triticum durum) et I’orge (Hordeum vulgare). La Figure5 ci-dessous représente la

poaceae
.

phylogénie de la famille des graminées :

Famille
[Pooideae ] [Oryzoidea ][ Panicoideae ] [Andropogonoide ]
Sub famille
Triticeae | Aveneae I Oryzeae I Paniceae | Zeeae I
Tribus

Secale \ Hordeum Avena Oryza] [pennisetum ][Zea ]

'
W h Awone] [Rlz ] Mais

Figure 05: Taxonomie de quelques céréales (Belitz H.D. et al., 2009)
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1-2- Nature botanique de ces 3 céréales

Ce sont des plantes herbacées qui poussent en touffes, elles sont constituées par les
racines, les feuilles, la tige et 1’épi dans lequel sont contenues les graines. Ces céréales ont un
cycle évolutif qui se divise en trois grandes périodes (période veégetative, période

reproductrice et periode de maturation) (Slafer et al.,2002).
1-2-1-Cycle biologique de développement du blé et de I’orge
« La période végétative

Qui s'étend de la germination au tallage (Feillet.,2000). Cette période elle-méme subdivisée

en trois stades principaux:

=  Phase semis-levée

. Passage du grain de 1’état de vie ralentie a 1’état de vie active.
o Emergence de la radicule et des racines séminales.
. Dessechement de la coléoptile.

» Phase levée-début tallage
o Allongement des quatre feuilles en position alternée.

o Imbrication des feuilles les unes dans les autres en partant du plateau de tallage.

» Phase début tallage-début montaison
Croissance des bourgeons différenciés a ’aisselle de la premiere feuille, dont le bourgeon

donnera le maitre brin.
< La période reproductrice
Stade A : transformation du bourgeon végétatif en bourgeon floral.

Stade B : ébauches des glumes.

Stade C : on assiste a une différenciation des piéces florales et a I’épiaison.
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¢ La période de maturation

Augmentation du volume et du poids des grains.
Diminution du poids des tiges et des feuilles.

Le grain devient dur et de couleur jaunatre.

> '-"_ (\% \:&
N\ X N
® L
1- La germination 2-Lalevee 3- Trois feuilles
e
W
6- Un nceud

o A

7- Méiose pollinique 8- L'épiaison 9- La floraison

-
‘%;

- ~ » ’
» > \

T
¢
-

10- Baillement 11- Grain forme 12- Epi a maturité

Figure 06: Les stades de développement d’une céréale (Soltner., 2005)
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1-3-Importance des céréales

De par leur importance dans I’alimentation humaine et animale, les céréales sont cultivées
sur de grandes surfaces pour subvenir aux besoins alimentaires toujours croissants. D’apres

les rapports de la FAO de 2013, les céreales représentent 45% de I’alimentation humaine.

1-3-1-Surfaces cultivées

+* AU niveau mondial

La superficie mondiale consacrée aux céréales se situe autour de 700 millions
d'hectare (ha). Le blé occupe la plus grande surface qui dépasse le tiers du total de la

surface consacrée pour la culture de tous les genres de céréales (Burney Ph., 2011).

s En Algérie

En Algérie la production de céréales se pratique dans pratiqguement les 48 wilayas du
pays. Les plus importantes surfaces se situent au Nord du pays. 38% des terres

utilisées pour I’agriculture sont occupées par les céréales (Benbelkacem., 2007).

1-3-2-Production des céréales

% Production mondiale

En 2013 FAO table sur une production céréaliere mondiale de 2,479 milliards de
tonnes. Le mais, le blé et le riz viennent trés largement en téte, avec 85 % de ce total,
le niveau de production du blé et du riz se situe dans une fourchette de 560 a 585
millions de tonnes, Le mais occupe désormais la premiére place, avec 876 millions
de tonnes en 2011.

Entre 1960 et 2013, la production mondiale de blé a été multipliée par trois, la production de
blé dépasse les 700 million tonnes (Mt) (707 Mt). Le mais et le blé sont les deux premieres
principales céréales cultivées dans le monde. La production de I’orge quand a elle a subit une
diminution de 20% entre 1990 et 2012. La production de I'orge est de I'ordre de 134 millions

de tonnes en 2011.
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¢+ production en Algérie

La production cérealiere algérienne sera limitée a 49 millions de quintaux en 2011,
alors que la production s’était stabilisée au-dessus de 50 million de quintaux pendant
cing années de suite, cette baisse de la production est notamment due a la sécheresse
qui a sévi dans plusieurs wilayas de I’Est du pays, d’ou provient le gros de la récolte
nationale en céréales. Cing wilayas ont souffert de la secheresse, particulierement
celle de Khenchela et Oum El-bouaghi, ainsi qu’une partie de la wilaya de Batna, ou
la récolte a été faible (Djermoun A.,2009).

Tableau 03: Production de quelques céreales dans le monde (Agreste., 2014)

Millions | Céréales pays U.E. Etats- Chine | TOTAL
de Années Unis MONDE
tonnes Mais 2010/11 55,8 316,2 177,2 829,6
2011/12 66,0 313,9 192,8 876,9
2012/13 54,8 273,8 208,0 850,4
Ble 2010/11 136,8 60,1 115,2 652,9
2011 /12 137,4 54,4 117,9 695,9
2012/13 130,6 61,8 120,6 655,7
Orge 2010/11 53,1 3,9 2,0 15
2011 /12 51,8 34 2,5 14
2012/ 13 54,4 4.8 2,6 1,7

1-4-Biochimie des céréales

On a deux phases de métabolisme au niveau des céréales : le métabolisme primaire et le

métabolisme secondaire a I’issue desquels résultent des groupes moléculaires différents

(Kumar P., 2011).
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1-4-1 - Molécules issues du métabolisme primaire

Il s’agit des : glucides, lipides et protides, (Jeantet et al., 2007).

Les glucides

Les glucides ou sucres se présentent sous la forme de quelques sucres simples, mais surtout
de composés plus ou moins complexes de ces mémes sucres simples tels que le glucose et le
pentose. Le plus important est I'amidon qui est la substance énergétique par excellence,

facilement digestible, et la cellulose qui est un glucide complexe

Les protides et les protéines

Ce sont des composés azotés que I'on rencontre sous forme simple (acides aminés) et sous
forme plus complexe (protéines). La teneur en protéines des céréales varie suivant les espéces,
12 % pour le blé, 11 % pour l'orge et seulement 10 % pour le mais. Certains de ces acides
aminés, telle la lysine, sont indispensables pour I'alimentation humaine et animale (substance

nécessaire a la croissance.

Les lipides

Ce sont les matiéres grasses. Dans les céréales elles sont fortement concentrées dans le
germe. Le blé en contient 1 a 2 % et le mais 5 %. Dans les oléo-protéagineux elles sont

également présentes dans I'endosperme.

Tableau 04: COMPOSITION CHIMIQUE MOYENNE DE DIFFERENTS CEREALES
(D'apres CETIOM et enquétes ITCF-ONIC, 2010). (% DE LA MS).

COMPOSANTS AMIDON PROTEINES MATIERES |CELLULOSE

GRASSES
BLE TENDRE 65 12,5 2 2,5
ORGE 60 11 2,5 5,0
MAIS 72 10 5 2,5
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1-4-2-Molécules issues du métabolisme secondaire

Il s’agit des composés phénoliques qui correspondent a un vaste ensemble de molécules
ayant en commun un noyau benzénique portant un ou plusieurs hydroxyles libres ou engagés

dans une autre fonction. Ces molécules sont spécifiques des végétaux et notamment des
angiospermes.

Les composes phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la plante. Ils sont
impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions symbiotiques...), et dans

ses mécanismes de défense (interactions biotiques et abiotiques).
IIs sont particulierement intéressants par leur propriété antioxydante (Macheix et al.,2005).

% Exemples de composés phénoliques présents chez le blé et ’orge

Ce sont les deux céréales objet de notre étude. Leurs différentes parties présentent des
intéréts alimentaires et thérapeutiques importants.

Tableau 05: Les composes phénoliques reportés chez les céréales

Composés phénoliques Céréales
Graines Feuilles
Auteurs
Acides phénoliques
Protocatéchique Mattila et al, 2005
p-Hydroxybenzoique Suba et al, 2002
salicylique Kim et al, 2006
vanillique Orge et B¢ Zhou et al, 2004
Féerulique Andreasen et al, 2000
Cafeique Suba et al, 2002
syringique McDonough et al, 2000
0-coumarique Mazza et Gao, 2005
m-coumarige
p-coumarique Orge Kim et al, 2006
sinapique Zhou et al, 2004
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cinnamique Blé Rooney, 2000
Flavonoides Graine Feuilles Auteurs
Cyanidine Orge Mazza et Gao, 2005
Cyanidine-3-galactoside Blé et Orge Abdel-Aal & Hul, 2003
Delphinidine Orge Mazza & Gao, 2005
Delphinidine-3glucoside Blé
Delphinidine-3rutinoside Blé Seitz, 2004
Pelargonidine Orge Awika et al, 2004
Pelargonidine glucoside Mazza & Gao, 2005
Peonidine-3-glucoside Blé et Orge
Petunidine-3-rutinoside Blé Andreasen et al, 2000
Apigenine Blé et Orge
Glucosides d’apigenine Blé
lutéoline Blé et Orge
Peterson, 2001
Tricine Blé Blé
saponarine Orge
lutonarine
Kaempherol Blé Blé et Orge
Quercetine
Catéchine
Leucocyanidine Orge Mazza & Gao, 2005

leucodelphenidine

Chrysoeriol

Procyanidine B-3

Holtekjolen et al, 2006
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1-5-L’orge
1-5-1- Les feuilles d’orge

L’étude faite sur les jeunes feuilles d’orge a montré que ces feuilles contiennent un niveau
élevé de composes antioxydants : la saponarine et le lutonarine qui sont des flavonoides
(Holtekjflen et al,. 2006). Ces flavonoides (Polyphénoles) ont une propriété préventive de
certaines maladies, et des études variées sur des animaux ont montré que les feuilles d’orge

possedent des propriétés chimiques bioactives trés bénéfiques pour la santé : antiulcére,
antioxydant, hypolipidémique, antidépressif, et un antidiabétique potentiel (Besangon, P.

2000).
1-5-2- Composition de I'orge en herbe

e Lesvitamines

Les jeunes plantes contiennent a peu prés les mémes vitamines et minéraux que les légumes
vert foncé. D’aprées ce qui a été rapporté par le ministére de ’agriculture des Etats-Unis les
jeunes plants d’orge sont trés riches en vitamine A comparativement a la farine d’orge qui
n’en contient pas du tout .La vitamine A est un antioxydant important connu pour son effet
protecteur sur les cellules. Elle joue un réle dans la santé cardiovasculaire et on lui attribue
des bienfaits anticancéreux. L'orge en herbe est considérée comme la plus nutritive des

graminées vertes.
e Les protéines

Les protéines des feuilles d’orge en herbe sont des polypeptides et donc sont directement

absorbés par le sang favorisant ainsi le métabolisme des cellules.

e Lesenzymes

Les feuilles d'orge en herbe contiennent les enzymes essentielles nécessaires aux réactions
chimiques qui se produisent dans I'organisme. Par exemple I'enzyme nommeée superoxyde-

dismutase (SOD) est un puissant antioxydant qui ralentit le taux de destruction cellulaire en

défendant I'organisme contre les radicaux libres, et notamment le super-oxyde.
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e Lachlorophylle

L'orge en herbe contient aussi de la chlorophylle. La chlorophylle a été étudiée pour
sa valeur potentielle comme désodorisant, comme stimulant de la croissance des tissus
et comme stimulant des hématies en conjonction avec I'apport d'oxygéne. La
chlorophylle élimine aussi le gaz carbonique et I'oxyde de carbone, sous-produits de la
respiration et de la pollution. Elle a de plus des propriétés anti-inflammatoires, anti-

oxydantes et cicatrisantes.

e Les substances phytochimiques

Les substances phytochimiques sont tout simplement des substances chimiques de
source veégétale que I'on considére essentielles a la santé. Elles ont été associées a la
prévention et/ou au traitement d'au moins quatre des affections qui sont les causes
principales de déces : le cancer, le diabete, les affections cardiovasculaires et
I'nypertension, ainsi qu'a la prévention et/ou au traitement d'autres troubles de santé
tels que les anomalies des tubes neuraux, I'ostéoporose, les anomalies de la fonction

intestinale et I'arthrite ainsi que de nombreuses affections chroniques.

e Antioxydants

L'orge en herbe renferme aussi des antioxydants végétaux uniques et puissants, parmi
lesquels la lutonarine (7-O-GIO) et la saponarine (7-O-GIV). Selon les scientifiques,
la lutonarine est supérieure a la saponarine on peut citer aussi la 2-0 glyco-
sylisovitexine Les antioxydants protégent les cellules de l'atteinte des radicaux libres
(Quinde-Axtell et al,. 2006).

1-5-3- Les bienfaits de I'orge en herbe et certaines indications

L'extrait d'orge en herbe a une activité anti-oxydante et anti- inflammatoire, soutient le
systéme immunitaire contribue a équilibrer I’acidité et I’alcalinité des liquides physiologiques,
en plus de ses effets hypocholestérolémiants. L'orge en herbe contient des minéraux tampons

tels que le sodium, le potassium, le calcium et le magnésium. Ces minéraux tampons
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neutralisent les matieres acides et peuvent aider a conserver un équilibre sain entre acidité et
alcalinite.

1-5-4- Les principales indications d’herbe d’orge

Il est indiqué lors des périodes de fatigue en renforcant I'immunité, le rééquilibrage de
I’acido-alcalinité, amélioration des performances intellectuelles et sportives, et régule le cycle

du sommeil pour ceux qui souffrent d’insomnie.

% Quelques exemples de produits a base d’orge en herbe

Détox AIM BarleyLife | Poudre d'herbe d'orge Gélules végeétale

.‘ LEA NATURFE
Floressance e

Origins

DETOX

Chlorophylle
Bouleau Herbe d’orge

£00% origine naturelle
0% additits’
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1-6-Le blé

1-6-1- Composition du blé en herbe

Les études sur les jeunes plantes ont montré les hautes teneurs en flavonoides au niveau des
feuilles de blé particulierement les anthocyanidines, les flavones et les flavonoides (Yu et al
2002).

Les principaux composants de 1’herbe de blé :

e Lesvitamines
Les vitamines rencontrées sont celles du groupe B et la vitamine E. Les vitamines du groupe

B sont des anti-stress par excellence, la vitamine E est un puissant antioxydant.

e Les Acides amineés
Les principaux acides aminés contenus dans 1’herbe de blé sont : Lysine, Isoleucine, Leucine,

Tryptophane, Phenyl-Alanine, Thymine, Valine, Methionine.

e Lesenzymes

Présences de certaines enzymes qui neutralisent la toxicité de composés de nitrogéne trouvé
dans les gaz d'échappement des automobiles.
2 types: -enzymes indogénes (en nous-mémes et qui s'affaiblissent avec le temps) - enzymes

exogenes (herbe de blé, Iégumes frais).

e Lachlorophylle

La chlorophylle de I’herbe de bl¢ a la méme structure moléculaire que 1’hémoglobine du
sang, a la seule différence que la molécule centrale est composée de magnésium et non de
fer. C’est une protéine compléte qui contient tous les acides aminés essentiels, elle aide a
construire des tissus sains et a stabiliser le taux de sucre sanguin. Elle contient également
une quantité importante de laetrile ou vitamine B17. Cette substance anti-tumorale bien

connue est a la pointe des thérapeutiques naturelles depuis des décennies.
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e Les sels minéraux
Ils sont rencontrés sous forme d’oligo-éléments. On trouve la majorité des 116 minéraux, en

particulier : le fer, le sodium, le potassium et le magnésium.

1-6-2- Utilisation de I’herbe de blé comme indication thérapeutique

L’herbe de bl¢ est utilisée dans le traitement de plusieurs affections de santé que ce soit au
niveau des maladies du metabolisme interne ou des affections au niveau de la peau et
différents troubles au niveau des différents organes vitaux. Elle est souvent utilisée sous
forme de jus.

Les travaux de (Wang et al,. 2002) ont montré 1’efficacité de 1’utilisation du jus d’herbe de
blé :

- Dans le renforcement du systéme immunitaire et amélioration de 1’état de santé.

-Dans la régulation sanguine comme détoxyfiant polyvalent.

-Dans la réparation des molécules d’ADN et des cellules reproductrices.

-Dans la neutralisation de la toxicité de composés de nitrogenes trouvés dans les gaz

d’échappements.

-Imprégnation par le jus d’herbe de blé de compresses utilisées comme cataplasmes sur des

zones du corps en souffrance (coupures, brulures, tumeurs etc.....).

% Quelques exemples de produits a base d’herbe de blé
Poudre d’herbe de blé | Herbe de blé bio Tisane d’herbe de blé

il
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1-Définition de stress oxydant

Dans les systéemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses anti-
oydante. Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides
nucleiques. Les radicaux libres sont une forme particuliére d’espéces chimiques (atomes ou

molécules) qui possédent un électron célibataire (ou non apparié) (Angelos et al., 2005).
2-Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes, ou un groupe d’atomes, avec un nombre impair
d’¢électrons sur la loge extérieure, et ils peuvent se former quand I’oxygene interagit avec
certaines molécules. Les radicaux libres sont trés instables et réagissent rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir de la stabilité.
Une «réaction en chaine» débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus
proche en lui «volant» son électron, et «la molécule attaquée» devient alors elle-méme un
radical libre. Leur principal danger vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils
réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que 'ADN ou la membrane
cellulaire. Suite & une exposition aux radicaux libres, il peut se produire une prolifération
(multiplication anormale) des cellules, entrainant un cancer, un dysfonctionnement cellulaire
ou la mort des cellules. (Kristina P. et Marika L., 2003).

3-Qu’est ce qu’un antioxydant

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux
libres et de mettre fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient
endommagées. Chaque molécule antioxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre, et
par conséquent, il faut constamment refaire le plein de ressources anti-oxydantes. (Kristina P.
et Marika L., 2003).
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4-Systeme de défense antioxydant

La production de radicaux peut etre régulée par I’organisme (Voir figure 7). Les
systemes de régulation se composent d’enzymes antioxydantes tels que les superoxydes, la
catalase et plusieurs formes de peroxydases a glutathion , et les antioxydants non
enzymatiques tels que la transferrine, 1’albumine, la vitamine C, la vitamine E, le glutathion et

I’acide urique (Krzystek-Korpacka. et al., 2011).

O=
@' G oovse i,

H-0-
;:soo. vit C

o 3ir E, GSHPX

Anwon
superaxide
Catalase 3<

Ferritine ‘K- ( :

Transferrine

Protéines oxydées

% GSHPXx
o <> o -
Radical hydroxyle
@ GSH, vit C *

Albumine, ac. urigue

Figure 7 : production et neutralisation des espéces réactives de I’oxygene (Berger., 2003)
4.1- Le systéeme antioxydant enzymatique

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion reductase) sont considérés comme la premiére ligne de défense de
notre organisme contre les ROS (Blandine G., 2006).

4.1.1- La superoxyde dismutase

La SOD (SOD, EC: 1.15.1.1), est une métalloprotéine capable d’éliminer 1’anion
superoxyde par une action de dismutation. Cette réaction aboutit, a partir de deux
superoxydes, a la formation d’une molécule d’oxygéne et d’une molécule de peroxyde
d’hydrogene (Garrel. et al., 2007). Selon la réaction suivante :

superoxyde dismutase

20,-+2H* = H,0, + 0,
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4.1.2- La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GSH-Px, EC: 1.11.1.9), est une enzyme formée de quatre
sous-unité contenant chacune un atome de selénium incorporé dans une molécule de

sélénocysteine .

La GSH-Px a un rdle important dans la réduction du H,O, en présence de glutathion
réduit(GSH) et protege ainsi les membranes et les protéines cellulaires contre le stress
oxydatif (Schrader .et al., 2006). Cette enzyme a un réle clé dans les systemes de défense
enzymatiques et réduit les peroxydes organiques en leurs alcools correspondants (Valko. et
al., 2007).

glutathione peroxydase

H,O0, + 2 GSH = 2 H,O + GSSG

4.1.3- La catalase

La catalase (CAT, EC: 1.11.1.6) est une enzyme responsable de la détoxification du
peroxyde d’hydrogéne produit dans les conditions physiologiques. La catalase est une enzyme
extrémement active, une seule molécule de cette enzyme est capable de décomposer plusieurs
millions de molécules de peroxyde par minute (Nancy. et al., 2006). La catalase est surtout
active lorsque le niveau du stress oxydant est élevé ou que la quantité de la glutathion-
péroxydase est limitée et elle joue un role significatif dans le développement d’une tolérance

au stress oxydatif dans la réponse adaptative des cellules (Niki. et al., 2007).

catalase

2 H,0, = 2 H,0+0,

4.2- Le systeme antioxydant non enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydant nous retrouvons, le glutathion réduit (GSH), les vitamines E et C et les
polyphénols (Kanoun K., 2011).
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4.2.1- La vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, 3, v). Le
caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. Seuls o et &
tocophérols possedent les propriétés antioxydantes les plus intéressantes (Vertuani .et al.,
2004).

4.2.2- La vitamine C

C’est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les fluides intra- et
extracellulaires. La vit C peut directement réagir avec des espéces réactives de 1’oxygéne
comme HOe¢ ou O2e. Elle peut recycler 1’a-tocophérol pour aider a prévenir 1’oxydation des
lipides (Vertuani .etal., 2004).

4.2.3- Les catéchines

Les catéchines sont des molécules polyphénoliques hydrosolubles, composées d’au
moins un groupement phénolique.Elles sont abondantes dans certaines plantes,
particulierement dans les feuilles de thé et dans le vin. Elles ont la capacité de piéger les ions

superoxydes O,", et 1’oxygéne singulet 'O, O, étant directement réduit en H,0,.
4.2.4- Le glutathion réduit (GSH)

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) connu par
son puissant pouvoir antioxydant (Douris .et al., 2009). C’est I’antioxydant le plus important
dans le contréle du statut redox, et qui protége non seulement contre les radicaux libres, mais

aussi contre les peroxydes (Tang. et al., 2006).
4.2.5- Les composes phénoliques issus des végétaux

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’années un intérét croissant de la part
des nutritionnistes, des industriels de I’agro-alimentaire et des consommateurs. Une des
raisons principales est la reconnaissance de leurs propriétés antioxydants et ainsi leur

implication probable dans la prévention des diverses pathologies associées au stress oxydant.
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Un tres grand nombre de données expérimentales plaident aujourd’hui en faveur de leur
implication dans la prévention des maladies dégenératives telles que les cancers, les maladies
cardio-vasculaires, 1’ostéoporose ou les maladies inflammatoires. Les plus representés sont les

anthocyanes, les flavonoides et les tanins (Rock., 2003).
5-Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier., 2006).

6-Les antioxydants des céréales

Les céréales complétes sont particulierement riches en antioxydants (acides
cinnamiques, tocophérols, tocotriénols...), parmi lesquels certains sont spécifiques a ce
groupe d’aliments (avénanthramide, acide avénalumique...). L’activité antioxydante exprimée
par portion pour les céréales completes (41g) ou le pain complet (50g) est comparable a celle
d’une portion de fruit (120g). (BENINGER C.W.et HOSFIELD G.L., 2003).

7-Les composés phénoliques en tant qu’agents antioxydants

Les composés phénoliques typiques possédant une activité antioxydante appartiennent a
deux principales classes qui sont : les acides phénoliques et les flavonoides (Wojdylo A. et
al., 2007).

7.1- Les Acides phenoliques

Les acides hydroxycinnamiques ont une activité antioxydante plus élevée par rapport a
leurs correspondants d’acides hydroxybenzoiques. La plus grande activité antioxydante des
dérivés hydroxycinnamiques est liée a la présence d’une chaine propionique latérale a la place
d’une fonction carboxylique, de plus la double liaison peut stabiliser le radical phénoxyle en

augmentant leur activité antioxydante.
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7.2- Les flavonoides
Plusieurs modes d’action de I’activité antioxydante des flavonoides ont été décrits :

% Activité scavenger
Trois mécanismes proposés par lesquels les antioxydants phénoliques peuvent jouer leurs

activités scavenger :

% Le premier mécanisme inclut le transfert direct d’atome d’hydrogéne a partir de

I’antioxydant.

¢ Le deuxieme mécanisme concerne le transfert d’un seul électron a partir de 1’antioxydant

au radical conduisant indirectement a 1’abstraction d’atome d’hydrogene.

% Le troisiéme mécanisme a été conditionné séquentiellement par le transfert d’électron —
perte de proton

Ces trois mécanismes peuvent avoir lieu en parallele mais avec des vitesses différentes

(Mohajeri A. et Asemani S.S., 2009).

0,

+»+ Chélation des métaux de transition

Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques peut s’exercer par la complexation des
métaux de transition (exemple : le cuivre et le fer). En effet, ces derniers accélérent la
formation des ROS. Pour les flavonoides, les deux points d’attachements des ions de
transition sont le groupe O-diphénolique dans la position 3°, 4’ di hydroxy du cycle B (Figure
8 a), et entre la fonction 4 cétone et I’hydroxyle 3 (Figure 8 b) ou la fonction cétone et
I’hydroxyle 5 du cycle A (Figure 8 C) (Laguerre M. et a.l, 2007).
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Figure 8 : La complication métallique les flavonoides.
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¢ L’activité inhibitrice d’enzymes

Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme dont, en particulier, les
oxydo-réductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des espéces
radicalaires  (lipoxygénase, cyclo-oxygénase, = monoxygénase, xanthine  oxydase,
phospholipase A2, protéine kinase) (Ghedira k., 2005).

8-Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante

Maitriser I'oxydation est indispensable pour gérer I'évolution des systemes biologiques
dans leur complexité en particulier dans le cas des aliments dont la dégradation peut avoir des
conséquences en sécurité alimentaire (Marc .et al., 2004).
Les méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant peuvent étre qualitatives ou quantitatives.
Les méthodes qualitatives, utilisées pour repérer 1’activité antioxydante de composés, sont
relativement peu nombreuses et font intervenir en général, la coloration ou la décoloration
d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Une des méthodes utilisées pour la
détection d’antioxydants est la chromatographie sur couche mince (CCM), qui donne
naissance a des réactions colorées en présence de tels composés (Li Peiwu. et al., 1999). Une
autre méthode a été proposée par Glavind et Holmer (1967) qui combine la méthode
précédente avec la détection visuelle pour 1’évaluation de 1’activité de balayage de radical
libre des fractions antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
En ce qui concerne I’évaluation quantitative de ’activité antioxydante, beaucoup de méthodes
peuvent &tre appliquées pour estimer directement 1’activité antioxydante. La génération de
radical libre est reliée avec I’oxydation dans les aliments et les systémes biologiques. Les
méthodes principales comportent, le balayage des radicaux de superoxyde (02°), le balayage
de peroxyde d’hydrogéne (H202), le balayage d’acide hypochloreux (HOCI) (Sanchez-
moreno., 2002), le balayage du radical d’hydroxyle (HO®) ou le balayage du radical du
peroxyle (ROO®). Parmi ces méthodes, la méthode de PIEGE (paramétre total d’antioxydant
de radical en piégeage (Brasseur. et al., 1995), la méthode d’ORAC (capacité d’absorbance
du radical de I’oxygéne) (Cao .et al., 1993), la méthode d’ABTS (le balayage du radical 2,2-
azinobis-éthylbenzothiazoline-6-sulphonate) (Duthie. et a.l, 1991 In Maamri., 2008), le
balayage du radical stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (la méthode du radical DPPH®)
(Blois, 1958 ; Uchiyama .et al., 1968), la méthode de DMPD (le balayage du radical N,N"-p-
di-méthylique-phénylenediamine) (Li et al, 1994), ou la méthode de Photochemiluminescence
(PLC) (Magin. et al., 2000).
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Le présent travail a été réalis¢e au niveau du Laboratoire de Biologie

Micromoléculaire et Phytochimie (Université de Constantine).

1-Reécolte du matériel vegétal
Le matériel végeétal utilisé dans notre analyse expérimentale a été récolté au niveau

du champ de P’institut technique des grandes cultures de Constantine (ITGC), les
échantillons récoltés appartiennent a différentes variétés de céréales qui sont présentés
dans le tableau 6, ci-dessous, la partie étudiée est la partie aérienne de la plante et plus
exactement les feuilles pour tous les échantillons:

Tableau 06 : résumant les especes étudiées.

Variétés Espéces Longueur de Date de semis | Date de récolte
feuilles
Triticum Hidab
aestivum (blé HD1220...
tendre) Ain Abid
Triticum durum Cirta
Waha Shem I
(ble dur) 20cm 15-Janvier- 2014 | 21-Avril- 2014
Hordeum Barbarousse
vulgare Saida
(orge)
Variété X Inconnu a
chercher

La variété X est analysée en vu de déterminer son genre et son espéce.
2-Aspect qualitatif : analyse phytochimique
2-1-Extraction des composes phenoliques
Pour identifier les composés phénoliques d’une plante, il faut d’abord les extraire de
cette plante, et pour cela il existe plusieurs méthodes d’extraction, dépendant des

propriétés de la substance a étudier ou a extraire.
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Dans notre étude nous avons appliqué deux méthodes d’extraction, I’extraction des
composés phenoliques des echantillons de céréales alimentaires, a été réalisée par
macération.
Elle est basée sur le degré de la solubilité des composés phénoliques dans les solvants
organiques. Elle comprend deux grandes étapes :
- La premiere phase est une extraction solide- liquide, basée sur la solubilisation des
composes phénoliques dans le solvant et leur transfert vers ce dernier,
- La seconde est une extraction liquide- liquide. Cette derniére consiste au transfert
sélectif de solutés présents initialement dans un solvant (phase aqueuse dans notre
cas) vers un autre solvant non miscible.
2-1-1-Extraction solide-liquide
e Extraction au Soxhlet

La méthode utilisée pour I’extraction des composés phénoliques est I’extraction au
Soxhlet, ¢’est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en

contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs.

Représentation schématique d'un extracteur de Soxhlet:
1Agitateur magnétique

2Ballon a col rode

3 Retour de distillation (tube d'adduction)
4 Corps en verre

5 Filtre

6 Haut du siphon

7 Sortie du siphon

8 Adaptateur d'expansion

9 Condensateur

10 Entrée de I'eau de refroidissement

11 Sortie de I'eau de refroidissement

e Figure 9 : Représentation schématique d’un extracteur de Soxhlet.
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e Principe de fonctionnement
L'extracteur de Soxhlet est un appareil spécialement congu pour I'extraction continue
solide- liquide. Le principe est le méme pour toute extraction, mais ici se pose le
probléme de la diffusion du solvant dans la phase solide, qui peut étre tres lente. Il
faut réaliser un grand nombre d'extractions successives pour obtenir une séparation
satisfaisante.
Le solvant (5 a 10 fois la quantité de I'échantillon solide a extraire) est porté a
ébullition, puis condensé avec le condenseur a boules, dans le réservoir a siphon,
contenant le solide a extraire dans une cartouche de papier épais. Le contact entre le
solvant et le produit a extraire dure pendant I'accumulation du solvant dans le
réservoir, puis quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon et
retourne dans le ballon en entrainant la substance dissoute. Ce cycle peut étre répété
plusieurs fois, selon la facilité avec laquelle le produit diffuse dans le solvant.
e Meéthode

Apreés la récolte, le matériel végétal est coupé en petits morceaux puis pesé (10g de
feuilles) ensuite broyé a 1’aide d’un mortier. Les composés phénoliques sont extraits
du matériel végétal par macération dans un solvant alcoolique (500ml du méthanol),
pendant 7 heures dans un Soxhlet.
Les solutions obtenues sont alors filtrées et évaporées a sec sous vide a I’aide d’un
évaporateur rotatif a basse pression et a une température de 40°C, pour concentrer
I’ extrait.
L'évaporateur rotatif est un appareil utilisé pour distiller rapidement des solvants dans
le but de concentrer partiellement une solution, ou pour concentrer a sec une solution
ou une suspension (on enléve tout le solvant). Le principe de cet appareil est basé sur
la distillation sous vide (partielle). La solution est chauffée (généralement 40° pour
éviter la dégradation des composés phénoliques) et on diminue progressivement la
pression jusqu'a distillation du(es) solvant(s).
Cet évaporateur est constitué de différentes parties:
« Un bain d'eau qui permet de maintenir la solution a une température fixée et
uniforme.
« Un ballon dont la forme est adaptable.
« Un réfrigérant qui condense les gaz.

« Un ballon réceptacle dans lequel les gaz condensés sont recueillis.
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« Un dispositif qui fait tourner le ballon suivant son axe de symétrie afin de permettre

une homogénéisation du milieu.

g

FigurelO : Evaporateur rotatif.
Le résidu sec est repris dans de I’eau distillée (100 ml) qui solubilise le résidu collé
aux parois du ballon, ensuite les extraits sont laissés au réfrigérateur pour une
décantation de 12 heures, suivie d’une filtration (ou plusieurs) permettant d’éliminer
les boues (graisses, résine), pour ne pas géner lors de la chromatographie. Un volume
de 10 ml d’extrait aqueux de chaque échantillon est récupéré pour le dosage.
2-1-2-Extraction liquide -liquide
La solubilité des composés phénoliques est régie par le type de solvant (polarité)

utilisé, le degré de polymérisation des composés phénoliques, ainsi que I’interaction
avec les autres constituants et la formation des complexes insolubles. L’étape suivante
est le fractionnement (ou partition) par plusieurs solvants spécifiques de polarité
croissante. Elle a pour but de simplifier un extrait brut en séparant ses molécules en
fonction de leurs propriétés physico-chimiques. Pour séparer les composés
phénoliques en fractions, les extraits obtenus sont soumis a plusieurs affrontements
par divers solvants organiques, Elle consiste au transfert sélectif de solutés
présents initialement dans un solvant (phase aqueuse) vers un autre solvant non
miscible pour avoir les différentes phases :

= Ether de pétrole: élimine les pigments chlorophylliens, caroténoides et les

lipides et tous les composés non phénoliques.
= Ether diéthylique: solvant préférentiel des composés simples tels que les
acides phénols et les flavonoides.
= Acétate d’éthyle: cette extraction entraine la séparation des mono-o-

glucosides et partiellement les di-o-glucosides qui se lient a 1’acétate d’éthyle.
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= Meéthyle -Ethyle -Cétone (butanone): ce solvant va entrainer essentiellement
le reste des di-o-glycosides, les tri-o-glycosides et les c-glycosides.

Ces affrontements se font dans des ampoules & décanter. La phase aqueuse et le
solvant (V/V) sont mélangés énergiquement en laissant sortir & chaque fois les gaz des
produits.
Aprés un repos d’une heure et demie, on récupere séparément la phase eau et le
solvant utilisé chargé de ses composés specifiques.
Pour chaque solvant (chaque partition), on refait trois fois cette opération pour un
entrainement optimal des groupes poly phénoliques sépareés.
Les phases éther de pétrole contiennent les pigments chlorophylliens, caroténoides et
les lipides et tous composés non phénoliques, alors elles sont éliminées.
Pour le diagnostic chromatographique les autres phases sont évaporées a sec et
concentrées avec un évaporateur rotatif a basse pression a 40°C, a I’exception de la
fraction éther diéthylique qui s’évapore a I’air libre, puis elles sont toutes reprises

dans un volume de 4 a 5ml de méthanol.
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Le schéma ci-dessous présente les différentes etapes de I’extraction jusqu'a

I’obtention des différentes phases.

Matiere seche broyée

- Extraction au soxhlet pendant 7h.

-Décantation, filtration.

- Evaporation a basse pression.
Phase aqueuse limpide

Phase aqueuse

Récupération de

Affrontement par les
10mlI pour le dosage

Solvants

Phase éther de pétrole
Eliminée

Extrait éther diéthylique Evaporation et
récupération dans

Extrait acétate d’éthyle
le méthanol

Extrait MEC

Trois phases méthanoliques

figurell: L extraction des composés phénoliques selon le protocole classique
(Merghem R., 2009).
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3-Aspect quantitatif
e Dosages des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu

Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de (Ragaee. et
al., 2006).Ce dosage non spécifique s’effectue a partir des extraits aqueux. On utilise
le réactif de Folin-Ciocalteu qui voit ses propriétés colorimétriqgues modifiées
lorsqu’il est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des
phénols. Cette réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue foncée,
qui passe a une absorption maximale aux environs des 765nm permettant de
déterminer la concentration des polyphénols en se référant a une courbe d’étalonnage
a partir des concentrations connues.

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H sPW 1,04) et
d’acide phosphomolybdique (H 3PMo 12040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne. La Figure ci-
dessous montre le principe de la réaction de 1’acide gallique avec le molybdéne

(Oliveira. et al., 2009).

COO

Na,(O4
—=

COOH
HO i OH HO j\/ OH
OH OH
CoOO CoO
+ QMo ——= + 2Mo>* +2H*
L
HO OH O OH
OH O
Figurel2: Principe d’action de réactif de Folin-Ciocalteu avec I’acide gallique.
e Utilisation de la méthode de Folin—Ciocalteu pour le dosage des
polyphénols des échantillons étudiés
Dans des tubes on met (2ml) d’extrait aqueux qui a été mis a part pour le dosage (&

une concentration de 10mg/100ml avec une dilution 1/10 pour les extraits) et on

ajoute 10 ml de réactif de Folin-Ciocalteu fraichement prépare (dilué 10 fois).
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Aprés 10 minutes, 8 ml de carbonate de sodium (Na ,CO 3) (75mg/ml) est ajouté au
mélange réactionnel. Apres 2 heures, la densité optique est mesurée a 765nm avec un
spectrophotometre UV.Visible type Shimatzu 1601.

La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établic avec de 1’acide gallique (0-200ug/ml).
Le contenu phénolique total (CPTs) est calculé selon 1’équation suivante :

CPTS (mg/g) = (C x V)/M

Ou C, V, M sont la concentration (pug/ml) de I’acide gallique établie a partir de la
courbe d’étalonnage, le volume de D’extrait (ml) et le poids de I’extrait (mg),

respectivement.

4-Utilisation des techniques d’identification des composés phénoliques
4-1-Chromatographie sur couche mince

La chromatographie est aujourd’hui, une méthode largement utilisée pour la
séparation, I’identification et éventuellement le dosage des constituants chimiques
dans des mélanges complexes (analyse qualitative et quantitative). Les facteurs qui
interviennent dans le partage des molécules a séparer entre la phase stationnaire et la
phase mobile sont: la solubilité dans un solvant liquide, la taille (la forme), la polarité,
la charge électrique et la présence de groupements d'atomes formant des sites
particuliers.

e Principe de la méthode
La chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique rapide, simple et
peu colteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des métabolites.
C’est une technique de séparation des constituants d’un mélange complexe par
entrainement a 1’aide d’une phase mobile (solvants) le long d’une phase stationnaire
(gel de polyamide, gel de silice, alumine) maintenue sur une plaque en verre ou en
plastique rigide, en se basant sur les phénoménes d’adsorption et de partage. La
révélation se fait sous contrdle UV ou a la suite de pulvérisation de réactifs
spécifiques pour les composés recherches.
La mise en ceuvre d’une CCM nécessite plusieurs matériels tels que :

= Une cuve chromatographique: c’est un récipient en verre, de forme variable

(selon les manipulations a effectuer) fermé par un couvercle maintenu étanche.
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= Une phase stationnaire: c’est une couche d’adsorbant étalé uniformément sur
un support en aluminium ou en verre de dimensions variables (généralement
20 x 20 cm, 20 x 10 cm) avec une épaisseur comprise entre 0.5 et 2 mm.

» La phase mobile: c’est I’éluant, il est composé d’un solvant unique ou d’un
mélange de solvant qui migre lentement le long de la plaque en entrainant les
composants de I’échantillon dépose.

% Préparation des plaques

On utilise des plaques (en verre) de 10x20 cm et 20x20cm, qu’on place I’une a coté
de Iautre sur le support chromatographique, dégraissées au méthanol.

L’étape suivante consiste a préparer le gel de polyamide DC6 (10g) dans 55ml
d’éthanol, le mélange est versé immédiatement dans 1’étaleur qui a été déja placé a
I’extrémité des plaques. On étale uniformément et a vitesse constante. Enfin, on laisse
les plaques sécher a I’air libre (a peu pres une journée).

% La phase mobile

Lors du choix de la phase mobile pour le développement des plaques de CCM, il est
important de s’assurer que le solvant ne réagit pas chimiquement avec les substances
du mélange a analyser. Dans notre analyse nous avons utilisé le systéme suivant:

» Toluéne /Métyléthylcétone /Méthanol / Ether de pétrole: 40/ 30/ 30 /05.

% Dépots

Le dépot des échantillons a séparer est I’étape la plus délicate. 1l s’effectue a 1’aide
d’un capillaire. On dépose de facon perpendiculaire quelques microlitres d’échantillon
et on séche (pour éviter la diffusion de la tache) et on fait évaporer le solvant. On

répete 1’opération plusieurs fois.

<— Capillaire «— Plaque —>

e i
: . Ligne de dépot

Deépot perpendiculaire

Figurel3: Méthode de dépdts lors d’une CCM analytique.
Les phases récupérees de chaque échantillon (phase éther diethylique, phase acétate
d’éthyle et la phase MEC) sont solubilisés dans 5ml de méthanol.
La phase éther diethylique et MEC des six espéces connues ont été développées sur

deux plaques de CCM et confrontées avec 4 témoins de composés phénoliques :
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quércitine, 1’acide gallique, 1’acide tannique et la cathéchine. La phase acétate
d’¢éthyle des six échantillons a été développée séparément sur une plaque de CCM
sans confrontation avec les témoins. Les 3 phases de 1’espéce inconnue X ont été
développées séparément sur une plaque de CCM et confrontées avec les 4 témoins de
composés phenoliques suscités. Les dépots de tous ces échantillons sont effectués
avec un capillaire sous forme de spots ou de bandes, comme démontrés dans la
figurel3.

% Developpement des plaques

La plaque est déposée verticalement dans la phase mobile constituée, comme

indiqué auparavant, par un ou plusieurs solvants organiques. Pour une bonne

élution, la cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée, le solvant monte

par capillarité, et les différents constituants de 1’échantillon déposé migrent avec

des vitesses différentes.

Vapeur de solvant — g ! ;
Migration du

= R solvant Spots obtenus
b :> % « w
B N .? aprés migration

Ligne de dépét

Figurel4: Migration des constituants de I’extrait lors d’une CCM analytique.
Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plaque est retirée puis
séchée a température ambiante puis examinée a I’ceil nu, soit sous 1’'UV dans une
chambre noire, ou apres pulvérisation avec des réactifs spécifiques.

- Révélation des plaques (Visualisation des taches)
Apres le développement et I’évaporation du solvant de migration les taches sont
visualisées.

= Alceilnu
= Sous!’UV a 365nm et a 254 nm.

= Avant et apres pulvérisation du Réactif de Neu.
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e Réactif de Neu
Le réactif de Neu (C14H16BNO) ou 2-aminoéthyl diphényl borate (Naturstoff reagent
A) est un colorant fluorescent utilisé en chromatographie sur couche mince, pour une
visualisation fluorescente des molécules qui réagissent avec lui et donne une couleur
(Grunz G. et al., 2010).

_—NH
o

Figurel5: Structure de 2-aminoéthyl diphényl bore (réactif de Neu) .

e Mode opératoire
Vaporiser une solution méthanolique du réactif de Neu 1% sur les plaques de CCM.
Les flavonoides apparaissent sous forme de taches fluorescentes. Selon la couleur
obtenue nous avons identifié le type de flavonoide.
» Les dérivés d’apigénine présentent une couleur fluorescente sous UV jaune-
verdatre et apres 24 heures, leurs couleurs a la lumiere visible virent au rouge-

brun.
» Les dérivés de lutéoline présentent une couleur fluorescente sous UV jaune.

> Les dérivés de kaempférol présentent une florescence sous UV jaune verdatre

plus intense que celle des dérivés d’apigénine.

> Les dérivés de quercétol présentent une couleur fluorescente orange intense
sous I’UV.
- Relation fluorescence-structure
Le Tableau ci-dessous montre les relations existantes entre la structure d’un composé

flavonique et sa fluorescence sous UV.
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Tableau 07: Détermination de la structure des flavonoides par I’interprétation de

leurs fluorescences (Lahouel M., 2005).

Spot coloré Type de flavonoides
Noir Flavonols 5,6,7 tri- OH libres
Flavonols 5,7,8 tri- OH libres
Brun-noir 3-OH absent ou 3- OH substitué
Violet Flavones 5- OH et 4’- OH

Flavones 3-OR et 5-OH, 4’-OH
Flavones 6- ou 8-OH
Chalcones, isoflavone, dihydroflavonols,
flavonones

Bleu-clair (fluorescent)

Flavones sans 5-OH libres
Flavonols sans 5-OH libre avec 3- OH
subtitué

Jaune terne, jaune, flurescence orangée

Flavonols 3-OH libre avec ou sans 5- OH
libre

Jaune vert brillant

5-OH libre ou 5-OH subtitué

Jaune fluorescent

Flavonols avec 3-OH libre, aurone,
chalcone, flavanones

Jaune péle

Dihydroflavonols

-Relation Rf- structure

Le facteur de rétention (Rf) apporte aussi des informations sur la structure des

polyphénols. Le facteur de rétention est calculé d’apres la relation suivante :

__ Distance entre la ligne de base et la tdche du produit

Distance entre la ligne de base et le front de solvant

Sachant que la valeur du Rf n’est pas une constante physique du corps, car elle est

influencée par plusieurs facteurs, tels que la nature du solvant, la technique employée,

la température ainsi que les différents substituants et leurs positions sur le squelette

flavonique.
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Tableau 08: Relation entre Rf- Structure flavonique (Akroum S., 2011).

Structure flavonique Rf
Augmentation des OH Diminution du Rf dans un solvant
lipophile
Glycosylation Rf augmente dans un solvant aqueue

Rf diminue dans un solvant alcoolique

Hydroxyles méthylés Rf augmente dans un solvant alcoolique
Méthylation d’un OH en C5 Rf diminue dans un solvant alcoolique
Hétérosides de flavones avec 3- OH libre Rf nul dans I’eau

4-2-Spectrophotométrie UV/visible
Deux types de parametres sont importants en spectroscopie UV/Visible : les
longueurs d’ondes des maximas d’absorption (A max) et les épaulements et 1’intensité
de leurs absorptions .Ces parametres sont mesurés le plus souvent par la valeur de leur
coefficient d’extinction molaire (€) accessible par la mesure de 1’absorbance (loi de
Beer Lambert).
L’ultraviolet (UV) utilisable en analyse s’étend de 190 a 400 nm, et le visible (Vis) de
400 a 800 nm environ.

e Analyse spectrale UV- visible

C’est une technique qui permet de compléter les informations apportées par le
comportement chromatographique et la fluorescence du produit a identifier.
Il est reconnu que la plupart des flavones et flavonols possédent deux bandes
d’absorption dans la région ultraviolet/visible: la bande I entre 230 nm et 385 nm,
représentant la conjugaison entre les cycles B et C, et la bande Il allant de 240 nm
jusqu’a 280 nm représentant la conjugaison entre les cycles A et C.
Les spectres UV-Vis fournissent des informations sur la structure moléculaires, mais
sont surtout utilisés pour une confirmation ou une identification grace a la
comparaison avec des spectres de référence.
Le Tableau 9 montre les principales classes de flavonoides et leur spectre

d’absorption UV-visible.
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Tableau 09: Les principales caractéristiques des spectres UV-visible des
flavonoides (Markham., 1982).

Bande Il (nm) Bande | (nm) Types de flavonoides
250-280 304-350 Flavones
250-280 352-385 Flavonols
250-280 328-357 Flavonols substitué en 3
275-295 300-330 Flavanones et
dihydroflavanol
270-280 Flavanols
230-270 340-390 Chalcone
230-270 380-430 Aurone
270-280 465-560 Anthocyane
245-275 310-330 Isoflavone
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Figurel6: Spectres UV-vis de la quercétine (flavonols) (A), de I’isobutrine

(chalcone) (B) et de la naringénine (flavanone) (C) enregistrés entre 200 et
500nm (Michel M., 2011).

Cependant, plusieurs facteurs peuvent affecter le spectre d’absorption des

flavonoides. L’augmentation du nombre d’hydroxyle sur la partie aglycone provoque

un déplacement des bandes d’absorption vers les plus grandes valeurs.

En absence d’hydroxyle en position 3, cas des flavones, la longueur d’onde de la

bande | est plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en

particulier sur les hydroxyles en position 3, 5, 7, 4’ provoquent un déplacement vers

les longueurs d’ondes plus courtes. Toutefois, la nature du sucre n’a généralement pas

d’effet.
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Tableau 10: Relation entre I’arrangement des groupements hydroxyles et le

maximum d’absorption (Rice-Evans. et al., 1996).

Flavonoides Arrangement du OH Position des bandes
Flavonols 3,5,7,4 367 nm
Kaempferol 3,5,7,3,4 371 nm
Quercétine 3,5,7,3,4,5 374nm
Myricetine

Flavones 5,7 313nm
Chrysine 57,4 337nm
Apéginine

Flavanones 57,4 289 (326sh) nm
Naringinine 3,5,7,3,4 290 (327sh) nm
Taxifolin

De plus, I’ajout de réactifs tels que le méthanol provoque un déplacement des bandes:
Tableau 11: Principales caractéristiques spectrales UV-Visible des flavonoides en
présence du réactif Me OH (Markham., 1982).

Réactif Déplacement en nm Interprétation
Bande | Bande 11
MeOH 310-350 250-280 Flavones.
330-360 250-280 Flavonols (3 OH
350-380 250-280 substitué).
Flavonols (30H
libre).

5- Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

Le protocole de dosage mesurant I’activité antioxydante utilisé dans notre étude est le
test du DPPH.

Le test au DPPH (2, 2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl), basé sur le piégeage du radical
libre stable DPPH par une molécule antiradicalaire, le DPPH® accepte un atome
d’hydrogene (H) a partir d’une molécule scavenger par exemple un antioxydant,
résultant une réduction du DPPH° en DPPH2, un changement de la couleur (violette)
en jaune ce qui entraine la décoloration du DPPH, le degré de changement de la
couleur est proportionnel a la concentration et a la puissance des antioxydants, aussi,

cette méthode est rapide et facile a mettre en ceuvre, et elle s’effectue a température
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ambiante, ceci permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des
molécules testées (Mishra K. et al, 2012)

MNO. NO,
[ L -y
I *-'-I--" “NO, — O, *]- NO
™~ NH
Ry T 0
B DPPH B DPPH:-H -
1.1-diphényl 2- picrylhydrazyl (violet) 1.1-diphényl 2- picrylhydrazyne (jaune)

Figurel7: Forme libre et réduite du DPPH°® (Pereira Nunes X, 2012).
e Mode opératoire du DPPH°
On utilise le DPPH® pour remplacer les radicaux libres produits par les cellules en
réponse a des stress externes ou internes. Les extraits actifs utilisés représentent les
trois phases (la phase éther diéthylique, la phase acétate d’éthyle, la phase
methyléthylcétone).
e Protocole utilis¢é pour I’évaluation du pouvoir antioxydant des
échantillons
On prépare une solution méthanolique de DPPH° (0,1g de DPPH° dans 300ml de
méthanol), puis on met 3,5ml du réactif de DPPH® dans des tubes et on ajoute 0,2 ml
de chaque phase dans les tubes et on attend le résultat. On utilise la quércitine et
I’acide gallique ainsi que 1’acide tannique et la catéchine comme des témoins, et on

compare le temps de la réaction pour chaque phase (Brand-Williams .et al., 1995).
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I- Analyse phytochimique
1-Extraction des composés phénoliques
1-1-Extraction solide-liquide

e Résultats de ’extraction aux soxhlet
Pour I’extraction au Soxhlet nous avons constaté que la couleur des extraits obtenus varie
entre les espéces, I’espéce de 1’orge Barberousse ayant la couleur la plus foncé, suit ’espéce
de I’orge Saida, ensuite viennent les autres espéces qui ont des couleurs plus proches dans
I’intensité.

e Interprétation
Le genre de I’orge renferme plus de pigment par rapport au genre de blé, et ’espéce de
Barberousse contient le nombre de pigments le plus élevé par rapport aux autres especes.
1-2-Extraction liquide —liquide
Pour I’extraction liquide —liquide nous avons constaté que 1’espéce de 1’orge Barberousse a

demandé un nombre d’affrontements avec I’éther de pétrole plus élevé que les autres espéces.
II-Aspect quantitatif
1- Résultats de dosages des polyphénols totaux par le réactif de Folin-

Ciocalteu

Les concentrations des composés phénoliques pour chaque espéce sont déduites de la courbe
d’étalonnage de I’acide gallique, et de la densité optique de chaque espéce qui est mesurée a
la longueur d’onde de 765nm.

D’aprés les résultats des concentrations, nous constatons que la concentration des composés
phénoliques varie d’une espece a 1’autre et selon le tissu végétal et les conditions de vie de la
plante ainsi que les besoins de chaque plante.

e Les deux espéces de blé tendre montrent les taux les plus élevés de concentration, et
c’est le blé tendre Hidab HD 1220... qui exprime la plus grande concentration dont la
valeur est égale a 26,3ug/ml, suit le blé tendre Ain Abid avec une valeur de
22,9ug/ml. La variété de blé dur Waha Shem | vient en troisieme position avec une
valeur intermediaire del8,7ug/ml, suivie par I’orge Saida en quatrieme position avec
un taux de 12,6pg/ml, ensuite vient ’espéce de 1’orge Barberousse en cinquieme
position avec un taux de 11,5ug/ml qui est trés proche de celle de 1’espéce de 1’orge
Saida.
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e Les valeurs de concentration les plus faibles sont exprimés par les especes de blé dur
Cirta et I’espéce X inconnu. Leurs concentrations sont vraiment tres proches et elles
sont respectivement de 9,9ug/ml et de 9,3pg/ml.

Le classement de la teneur en composés phenoliques chez les feuilles des especes étudiées

est le suivant :

Hidab HD1220...> Ain Abid > Waha Shem I > Saida ~ Barberousse > Cirta ~ Espece X

e Interprétation
Les deux variétés de blé tendre renferment plus de composés phénoliques que les autres
especes étudiées.
Ce classement est tres proche de celui des résultats de (Ragaee et al, 2006).
III-Aspect qualitatif
1- Résultats de la chromatographie sur couche mince
Apres séchage des chromatogrammes, ils sont examinées a 1’ceil nu, sous I’'UV dans
une chambre noire, avant et apres pulvérisation avec le réactif de Neu.
A P’ceil nu les plaques ne montrent aucune couleur elles ne sont pas visualisées. Sous I’'UV a
la longueur d’onde de 354 nm les plaques montrent des taches sombres qui ne peuvent pas
étre identifiées. Apres la pulvérisation des plaques avec le réactif de Neu les plaques montrent
une couleur jaune pour toutes les taches a I’ceil nu, il s’agit certainement de flavonoides, et
sous I’UV a la longueur d’onde de 354 nm et apres la pulvérisation des plaques avec le réactif
de Neu les taches de chaque plaque montrent des différentes couleurs fluorescentes qui

peuvent étre identifiées.
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Les taches identifiées de chaque espéce, sont représentés dans les tableaux suivants :

e Pour le blé tendre Hidab

Blé tendre Hidab

Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC

Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide Couleur de tache | flavonoide
Brune-noir ? Bleu clair ? Bleu clair ?

Bleu clair ? jaune verdatre kaempférol | jaune verdatre kaempférol
jaune verdatre Kaempférol | Marron ? Marron claire ?

Marron claire ? Bleu clair ?
Marron foncé ?

Marron claire ?

Bleu clair ?

+ Le blé tendre Hidab ne renferme que la molécule de kaempférol comme composé

phénoligue et cela pour toutes les phases.
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e Pour le blé tendre AinAbid

Blé tendre AinAbid

Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC
Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide
Bleu clair ? jaune verdatre kaempférol | Marron brune ?
Marron ? jaune verdatre kaempférol | jaune verdatre kaempférol
jaune verdatre kaempférol | Jaune lutéoline Bleu claire ?
Marron ? Marron ? Bleu ?
Bleu ? Jaune Lutéoline Bleu foncé ?
Violet ? Marron ? jaune verdatre kaempférol
Marron ? Bleu ? Marron claire ?
Noire ? Marron ? Bleu foncé ?
Bleu ? Bleu ? Jaune lutéoline
Noire ? Noire ? Bleu ?
Jaune lutéoline
Bleu ?

+ Le blé tendre Ain Abid ne renferme que la molécule de kaempférol comme composé

phénolique pour la phase Etherdiéthyligue.

+ Pour les deux phases Acétate d’éthyle et Butanone, le blé tendre Ain Abid renferme un

taux égal des deux molécules : kaempferol et lutéoline.
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e Pour le blé dur Waha

Blé dure Waha

Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC
Couleur de tache | Flavonoide | Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide
Bleu ? Bleu ? Marron brune ?
jaune verdatre Kaempférol | jaune verdatre kaempférol | jaune verdatre kaempférol
Marron ? Jaune lutéoline Marron claire ?
Bleu ? jaune verdatre kaempférol | Bleu ?
Violet ? Jaune lutéoline
Bleu foncé ? Marron ?
Bleu ? Bleu claire ?
Noire ? Bleu foncé ?
Jaune lutéoline
Bleu ?
Noire ?

+ Le blé dur Waha ne renferme que la molécule de kaempférol comme composé

phénolique pour les phases Etherdiéthylique, et Butanone.

+ Pour la phase Acétate d’éthyle, le blé dur Waha renferme un taux a peu pres égal de

deux molécules : kaempferol et lutéoline.
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e Pour le blé dur Cirta

Blé dure Cirta

Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC

Comleur de tache | Flavonoide | Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide

Bleu ? Marron ? Marron ?

Marron ? jaune verdatre kaempférol | jaune verdatre kaempférol

jaune verdatre Jaune lutéoline Marron ?
Kaempférol

Marron ? jaune verdatre kaempférol

Bleu ? Marron ?

Violet ? Bleu foncé ?

Bleu foncé ? Jaune lutéoline

Jaune Lutéoline Bleu foncé ?

Bleu ? Bleu claire ?

Noire ? Noire ?

+ Le blé dur Cirta ne renferme que la molécule de kaempférol comme composé

phénolique pour la phase de Butanone.

+ Pour la phase Acétate d’éthyle, le blé dur Cirta renferme un taux égal des deux

molécules : kaempferol et lutéoline.
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Pour ’orge Barberousse

Orge Barberousse

Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC
Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide
Marron brune ? Marron ? Marron ?
Marron ? Jaune lutéoline | Jaune lutéoline
Bleu claire ? Marron ? Marron ?
Bleu foncé ? Jaune lutéoline | Bleu foncé ?
Jaune lutéoline Marron ?
Bleu foncé ?
Jaune lutéoline
Bleu claire ?

L’orge Barberousse ne renferme que la molécule de lutéoline comme composé

phénolique et cela pour toutes les phases.

Pour P’orge Saida

Orge Saida

Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC
Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide
Bleu foncé ? Marron brune ? Marron ?
Jaune lutéoline | Jaune lutéoline Jaune lutéoline
Bleu claire ? jaune verdatre kaempférol | Marron ?
Jaune lutéoline | Jaune lutéoline Jaune lutéoline
Bleu foncé ? Marron ? Bleu foncé ?
Jaune lutéoline | Bleu foncé ?

Jaune lutéoline

Bleu claire ?
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+ L orge Saida ne renferme que la molécule de lutéoline comme composé phénolique

pour la phase Etherdiéthylique, et la phase de Butanone.

+ Pour la phase Acétate d’éthyle, le blé dur Waha renferme un taux a peu prés égal des

deux molécules : kaempferol et lutéoline.

e Pour I’espéce X inconnue

X
Phase : éther diéthylique Phase : acétate d’éthyle Phase : MEC
Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide | Couleur de tache | flavonoide
Invisible ? Bleu foncé ? Bleu fonce ?
invisible ? Jaune lutéoline | Jaune lutéoline
invisible ? Marron ? Marron ?

+ L’espéce X ne renferme que la molécule de lutéoline comme composé phénolique et
cela pour les deux phases de I’acétate d’éthyle et butanone, et en ce qui concerne la

phase étherdiéthylique les spots ne sont pas identifiés car ils sont invisibles.
2- Résultats de I’évaluation du pouvoir antioxydant par le DPPH
e Interprétation de la phase éther diéthylique

L’espéce qui a montré le pouvoir antioxydant le plus élevé est ’espéce de 1’orge Saida, elle a
marqué une vitesse tres rapide dans le changement de la couleur du violet vers le jaune avec
un temps de réaction trés court de 4 minutes. Donc dans cette phase 1’orge Saida renferme
beaucoup de molécules ayant un pouvoir antioxydant. Cette espéce occupe la premiere place
dans la puissance du pouvoir antioxydant pour la phase éther diéthylique. En deuxiéme
position vient I’espéce de blé tendre Ain Abid avec une vitesse rapide dans le changement de
la couleur du violet vers le jaune avec un temps de réaction court de 6 minutes, et montre un
pouvoir antioxydant élevé par rapport aux autres especes, mais qui reste plus bas que celui de
I’orge Saida, et donc elle renferme un nombre moyen de molécule ayant un pouvoir

antioxydant.

Les espéces qui montrent un pouvoir antioxydant moyen sont les deux blés dur, ils sont
intermédiaires dans leurs vitesse de réaction et le temps de changement de la couleur du violet

vers le jaune, le blé dur Waha vient en troisieme position suivi par le blé dur Cirta en
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quatrieme position, ces deux especes renferment peu de molécules ayant un pouvoir

antioxydant.

Les taux les plus faibles du pouvoir antioxydant sont représentés par 1’espéce de 1’orge
Barberousse qui occupe la cinquiéme position suivi par le blé tendre Hidab en sixiéme

position, ces deux especes renferment trés peu de molécules ayant un pouvoir antioxydant.

Et en dernier lieu vient I’espéce X inconnue qui occupe la septieme position ; cette espéce ne
montre aucune activité antioxydante, et donc elle renferme un nombre trés faible de molécules

ayant un pouvoir antioxydant.
e Interprétation de la phase acétate d’éthyle

L’espéce qui a montré le pouvoir antioxydant le plus élevé est ’espéce de blé tendre Ain
Abid, elle a marqué une vitesse tres rapide dans le changement de la couleur du violet vers le
jaune avec un temps de réaction trés court de 3 minutes, alors dans cette phase c’est elle qui
renferme le plus de molécules possédant un pouvoir antioxydant, par conséquent elle occupe

la premiere place dans la puissance du pouvoir antioxydant pour la phase acétate d’éthyle.

En deuxiéme position vient 1’espéce de blé dur Waha avec une vitesse rapide dans le
changement de la couleur du violet vers le jaune avec un temps de réaction court de 5
minutes, et ceci prouve un pouvoir antioxydant élevé par rapport aux autres especes, mais qui
reste plus bas que celui du blé dur Ain Abid, ces deux espéces renferment un nombre élevé de

molécules ayant un pouvoir antioxydant.

Les especes qui montrent un pouvoir antioxydant moyen sont le blé dur Cirta et le blé tendre
Hidab, ils sont intermediaires dans leurs vitesses de réaction et le temps de changement de la
couleur du violet vers le jaune. Le blé dur Cirta vient en troisiéme position suivi par le blé
tendre Hidab en quatriéme position, ces deux espéces renferment peu de molécules ayant un

pouvoir antioxydant.

Les taux les plus faibles du pouvoir antioxydant sont représentées par les deux espéces d’orge,
I’espéce de 1’orge Saida qui occupe la cinquiéme position suivi par 1’orge Barberousse en
sixieme position, ces deux espéces renferment trés peu de molécules ayant un pouvoir

antioxydant.
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Et en dernier vient I’espéce X inconnu qui occupe la septiéme position cette espece montre
une trés faible activité antioxydante, donc elle ne renferme que tres peu de molécules ayant

un pouvoir antioxydant.
e Interprétation de la phase MEC

L’espéce qui a montré le pouvoir antioxydant le plus élevé est ’espéce de blé tendre Ain
Abid, elle a marqué une vitesse trés rapide dans le changement de la couleur du violet vers le
jaune avec un temps de réaction trés court de 3 minutes, alors dans cette phase c’est elle qui
renferme le nombre le plus élevé de molécules possédant un pouvoir antioxydant, et occupe
ainsi la premiére place dans la puissance du pouvoir antioxydant pour la phase acétate
d’éthyle.

En deuxiéme position vient 1’espéce de blé dur Waha avec une vitesse rapide dans le
changement de la couleur du violet vers le jaune avec un temps de réaction court de 5
minutes, et montre un pouvoir antioxydant assez élevé par rapport aux autres especes, mais
qui reste plus bas que celui du blé dur Ain Abid, ces deux especes renferment un nombre

élevé de molécules ayant un pouvoir antioxydant.

Les especes qui montrent un taux de pouvoir antioxydant moyen sont I’orge Saida et le blé
tendre Hidab, ils sont intermédiaires dans leurs vitesses de réaction et le temps de changement
de la couleur du violet vers le jaune, 1’orge Saida vient en troisieme position suivi par le blé
tendre Hidab en quatrieme position. Ces deux espéces renferment peu de molécules ayant un

pouvoir antioxydant.

Les taux les plus faibles du pouvoir antioxydant sont représentés par les deux especes de blé
dur Cirta et I’orge Barbarousse, 1’espece de blé dur Cirta occupe la cinquiéme position suivi
par 1’orge Barberousse en sixieme position, ces deux espéces renferment tres peu de

molécules ayant un pouvoir antioxydant.

Et en dernier lieu vient I’espéce X inconnue qui occupe la septieme position. Cette espéce ne
montre aucune activité antioxydante et donc ne renferme qu’un nombre faible de molécules

ayant un pouvoir antioxydant.
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IV- DISCUSSION DES RESULTATS

Sachant que chaque phase nous renseigne sur la présence ou non du type de molécules de

composés phénoliques, et de I'importance de leur quantité dans ces espéces étudiées, on

constate ce qui suit :

-Pour la phase Ether diéthylique :

Les espéces d’orge : I’espece d’orge Saida est trés riche en composés phénoliques
simples, en acides phénoles et en flavonoides. L’espéce d’orge Barberousse est
pauvre en ce type de molécules.

Les espéeces de blé : I’espéce de blé tendre Ain Abid est assez riche en ces molécules.
Les especes de blé dur Cirta et Waha sont moyennement riches en ces molécules, alors
que I’espece de blé tendre Hidab est la plus pauvre en ce type de molécules.

L’espéce X inconnue ne renferme quand a elle que peu de ces molécules.

-Pour la phase acétate d’éthyle :

Les espéces d’orge : les deux espeéces d’orge étudiées Saida et Barberousse sont tres
pauvres en molécules aglicones , les mono-o-glucosides et les di-o-glucosides.

Les especes de blé : ’espece de blé tendre Ain Abid et I’espéce de blé dur Waha sont
tres riches en molécules phénoliques citées plus haut. Par contre I’espéce de blé dur
Cirta et I’espéce de blé tendre Hidab renferment peu de molécules de ce type.

L’espéce inconnue X renferme elle une infime quantité de ces molécules.

-Pour la phase MEC :

Les espéces d’orge : ’espéce d’orge Saida est moyennement riche en molécules
phénoliques les di-o-glycosides, les tri-o-glycosides et les c-glycosides, cependant
I’espéce d’orge Barberousse contient trés peu de ces molécules.

Les especes de blé : I’espece de blé tendre Ain Abid est trés riche en ce type de
molécules, ainsi que 1’espéce de blé dur Waha qui est assez riche en ces molécules.
L’espéce de blé tendre Hidab est moyennement riche alors que 1’espéce de blé dur
Cirta est pauvre en ce type de molécules.

L’espéce inconnue X : ne renferme qu’une faible quantité de ces molécules.
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Le but du présent travail est de déterminer la présence ou non et le type et la teneur en
composes phénoliques, et leur pouvoir antioxydant au niveau des feuilles d’herbe de certaines

céréales.

Pour cela nous nous sommes intéressés a certaines variétés de 2 genres de céréales, I’orge et

le bl¢, cultivées et développées au niveau de I’institut des grandes cultures de Constantine.

Six échantillons de six variétés ont été étudiés. Nous avons effectué une étude phytochimique
pour I’extraction et le fractionnement des molécules phénoliques contenues dans ces
échantillons. Puis nous avons utilisé 2 techniques pour 1’identification et la quantification de
ces molécules. Nous avons utilisé la chromatographie sur couche mince (CCM) pour
I’identification des molécules, et le dosage par le folin-ciocalteu en spectrophotométrie UV —

visible pour la quantification de ces molécules.

Les résultats ont montré une disparité dans les teneurs en composés phénoliques entre les
échantillons étudiés, et ce sont des flavonoides particulierement des flavones (Lutéonine) et
des flavonols (Kaempférol). C es flavonoides sont connus pour leur pouvoir antioxydant et

d’autres indications.

Pour les feuilles d’orge c’est la variété Saida qui a présenté les plus grandes teneurs en
flavonoides en particulier la molécule de Lutéonine. Quand aux feuilles de blé deux variétés
ont montré les plus grandes teneurs en flavonoides: la variété de blé tendre Ain Abid
contenant la molécule de Kaempférol et la variété de blé dur Waha avec une grande teneur en

2 types de molécules la Lutéoline et le Kaempférol.

Ces flavonoides sont trés indiqués dans certaines actions thérapeutiques (activité anti-
infectieuse, antioxydant des LDL du plasma sanguin, anti-tumoraux) et aussi en diététique en
utilisant la poudre des feuilles de ces céréales comme complément de certaines denrées

alimentaires.

Au regard de ce qui précéde nous recommandons la destination des variétés Saida pour 1’orge
et les varietés Ain Abid pour le blé tendre et Waha pour le blé dur pour I’utilisation de leurs
feuilles d’herbe a la préparation de produits pharmaceutiques, et pour la fabrication de

compléments antioxydants adjoints a certains aliments.
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Annexe 1: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (0-200pg/ml)
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Figure: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (0-200pg/ml).

Annexe 2: Absorbance et concentration des composés phénoliques chez les

feuilles de céréales.

Tableau: Absorbance et concentration des composés phénoliques chez les

feuilles de céréales.

ABSORBANCE (DO) | CONCENTRATION (ug/ml)
Espéce de céréales

Méthanol 0,034 0,5
Hidab HD1220... (blé tendre) 0,292 26,3
Ain Abid  (blé tendre) 0,258 22,9
Cirta (blé dur) 0,128 9,9
Waha Shem I (blé dur) 0,216 18,7
Barberousse (orge) 0,144 11,5
Saida (orge) 0,155 12,6
Variété X (inconnu) 0,122 9,3




Annexe 3: Histogramme de la concentration de composés phénoliques chez
les feuilles de céreales.
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Figure: Histogramme de la concentration de composés phénoliques chez les
feuilles de céréales.



Annexe 4: Résultats de la chromatographie sur couche mince

e Comportement des chromatogrammes de la phase Etherdiéthylique
Pour la phase Etherdiéthylique :
1:blé tendre Hidab, 2:blé tendre Ain Abid, 3:blé dur Waha, 4:blé dur Cirta, 5:orge

Barberousse, 6:0rge Saida, 7:Quercitine, 8:acide gallique, 9:acide tannique, 10:catéchine.

A Pceil nu Sous I’UV a 365nm

Avant
pulvérisatio
n avec le
réactif de

Neu

Apres
pulvérisatio
n avec le
réactif de

Neu




e Comportement des chromatogrammes de la phase Acétate d’éthyle
Pour la phase Acétate d’éthyle :
1:blé tendre Hidab, 2:blé tendre Ain Abid, 3:blé dur Waha, 4:blé dur Cirta, 5:orge
Barberousse, 6:0rge Saida.

A Peil nu Sous ’UV a 365nm

Avant
pulvérisatio
n avec le
réactif de

Neu

Apres
pulvérisatio
n avec le
réactif de

Neu




e Comportement des chromatogrammes de la phase Butanone
Pour la phase Butanone :
1:blé tendre Hidab, 2:blé tendre Ain Abid, 3:blé dur Waha, 4:blé dur Cirta, 5:orge

Barberousse, 6:0rge Saida.

A Pceil nu Sous I’UV a 365nm

Avant
pulvérisatio
n avec le
réactif de
Neu

Apres
pulvérisatio
n avec le
réactif de
Neu




e Comportement des chromatogrammes de I’espéce X inconnue
Pour les chromatogrammes de I’espéce X inconnue :
1:phase Etherdiéthyliqyes, 2:phase Acétate d’éthyle, 3:phase Butanone, 4:Quercitine, 5:acide
Gallique, 6:acide tannique, 7:Catéchine.

A Pceil nu Sous I’UV a 365nm

Avant
pulvérisation
avec le
réactif de
Neu

Apres
pulvérisation
avec le
réactif de
Neu




Annexe 5: Série spectrale des flavonoides isolés a partir des céréales

Les spectres des différentes phases du blé tendre Hidhab (1 : éther diéthylique, 2 : acétated’éthyle,

3 : butanone)
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Les spectres des différentes phases du blé dure Cirta (1 : éther diéthylique, 2 : acétate d’éthyle,

3 : butanone)
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