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Résumé

Résumé

Notre travail est basé sure I’étude quantitative et qualitative des polyphénols extrais
des parties aériennes de quatre variétés : deux de blé tendre (Triticum aestivum) ( MP,FA)
et deux variétés d’orge (Hordeum vulgare) (Jaidore, saida) durant deux traitement SDH et
ADH,et de tester leurs activités antimicrobienne (antibactierienne : E.coli et Bacillus ;
antifongique : Fuzarium).Les résultats obtenus de [’étude quantitative des extrais
¢thanoliques montrent D’existence d’une variabilité intravariétale et intrevarietale .La

variabilité se distinguent aussi les traitement SDH et ADH .

L’¢tude qualitative des polyphénols commence par des répartitions entre quatre
solvants de polarité¢ différente. Cela a conduit a I’obtention de différentes phases. Leurs
composition sont identifiés par le spectrophotometre UV et la chromatographique sur

couche mince

Les résultats obtenus montrent que la majorité des polyphénols sont des flavonoides de type
flavonols et flavones. L’activité antibactérienne ont montre que les extraits de chaque variété
possédent un  effet inhibiter considérable sur la croissance de E.coli et Bacillus.

Contrairement, 1”activité fongique ne présente aucun effet sur Fusarium.

Mots clés: blé tendre (Triticum aestivumf), orge ( Hordeum vulgare), polyphénols, déficit
hydrique, spectrophotométre UV —Visible, antimicrobienne ,Chromatographie couche mince

CCM.
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Introduction

Les céréales constituent 1I’alimentation de base dans beaucoup de pays en développement,
particulierement dans les pays maghrébins .En Algérie, les produits Céréaliens occupent une

place trés stratégique dans le systéme alimentaire et dans I’économie nationale.

Le blé fait partie aujourd’hui des trois grandes céréales avec le mais et le riz, avec environ
600 millions de tonnes annuelles. C’est I’aliment, le plus consommée par 'Homme et

I’animal .Il possede un pouvoir nutritionnel important.

En raison de I’importance des produits a base de céréales, plusieurs études ont montré que
les végétaux produisent des métabolites secondaires, dont toutes les fonctions n’ont pas
encore ¢té identifié, qui sont fondamentaux, notamment pour 1’adaptation des plantes aux
environnements. Comme les composés phénoliques, chez les végétaux sont impliqués dans
les mécanisme de résistance aux stress biotiques et abiotiques et a cause de leurs I’effets
bénétiques, des études récents ont suggéré 1’implication de ces composés dans la préventions
et lutte contre certaines maladies .beaucoup de connaissance d’un point de vue scientifique de
tel une augmentation en effet les variations des conditions de culture comme le doublement

des teneurs en flavonoides .

L’objectif de notre étude vise la mise au point d’une étude photochimique de quelques
variétés d’orge (Hordum vulgare) et de blé tendre (Triticum aestivum ) afin de quantifier et
Qualifier , la teneur de ces céréale en composés phénoliques a 1’état normale sans déficit
hydrique et avec stress hydrique .ef de tester leurs activités antimicrobienne in vitro, a savoir

antibactérienne et anti fongique.









Synthéese bibliographique

I. Description de la plante: les céréales

1.1. Définitions

Les céréales regroupent des plantes de la famille des Poacées (Graminées). Les cinq céréales les
plus cultivées dans le monde sont : le mais, le blé, le riz, 'orge et le sorgho. Les céréales
constituent de loin la ressource alimentaire la plus importante a la fois pour la consommation
humaine et pour I’alimentation du bétail et agricole .Le blé constitue la principale culture
céréaliere dans le monde et représente environ 31% de la consommation globale en céréales. La

production mondiale de blé s’est ¢levée en 2001 a environ 575,5 MT,
I. 2. Origine et historique du blé

Durant le développement de la civilisation indo-européenne, le blé est devenu la principale
céréale des peuples occidentaux sous climat tempéré (Henry et De Buyser, 2001). Le blé tendre
est apparu entre 5000 et 6000 ans avant Jésus-Christ dans le croissant fertile puis s’est dispersé a
partir de la Grece en Europe (Doussinault ef al. 1992). C’est a partir de cette zone que les blés
ont été diffusés vers I'Afrique, 1'Asie et I’Europe. La route la plus ancienne de diffusion des
céréales vers les pays du Maghreb fut a partir de la péninsule italienne et de la Sicile (Bonjean,

2001 in Boulal et al, 2007).

En Algérie, Léon Ducellier (1878-1937) en particulier, parcourant le blé, fit au début du siccle le
recensement d’une flore mal connue. Les blés ont d’abord évolué en dehors de I’intervention
humaine, puis sous la pression de sélection qu’ont exercée les premiers agriculteurs (Henry et de

Buyser, 2001), les deux especes des céréales les plus cultivées sont :

v’ le blé dur (Triticum durum) : AABB (2 n = 4 x = 28) Tétraploide ;
v’ le blé tendre (Triticum aestivum) : AABB DD (2n = 6x = 42) Hexaploide.
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I. 2. 1. le blé tendre (Triticum aestivum)
I. 2. 1. 1. Description botanique

Le blé appartient au genre Triticum de la famille des Graminée. C’est une plante herbacée
annuelle, monocotylédone, a feuilles alternes, formée d'un chaume portant un épi constitué¢ de
deux rangées d'épillets sessiles et aplatis. Les fleurs de cette plante sont nombreuses, petites et
peu visibles. Elles sont groupées en ¢épis situés a l'extrémité des chaumes. La fleur est
cléistogame, c’est-a-dire qu’elle reste fermée, la pollinisation s'effectuant par autogamie qui
est le mode de reproduction le plus fréquent chez les blés. C'est une céréale dont le grain est un

fruit sec et ind€hiscent (qui ne s’ouvre pas), appelé caryopse.

Il est cultivé pour faire la farine panifiable utilisée pour le pain. Ses grains se séparent de leurs
enveloppes au battage. Communément dénommée blé tendre ou tout simplement blé, cette
espece a connu une tres grande dispersion géographique et est devenue la céréale la plus
cultivée. La sélection moderne, initiée a la fin du XIX°siécle par Henry de Vilmorin, s’est
concentrée sur trois axes : la résistante aux maladies et aux aléas climatiques, la richesse en

protéines, notamment le gluten pour la panification, et bien entendu le rendement.
L. 2. 1. 2. Classification botanique du blé tendre

Regne : Plantae

Sous-reégne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

S/classe : Commelinidae
Famille : Poaceae

S/ famille : Pooideae
Tribu : Triticeae

Genre : Triticum

Espece : aestivum
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2. 1. 3. Le Cycle végétatif du blé
Le cycle biologique de la vie de la plante se répartit aux stades suivants:

» Germination et levée
Au début de la germination, la semence de blé est seche. Aprés humidification, il sort une
radicule, puis une coléoptile. Une premiere feuille parait au sommet de la coléoptile. La
germination est uniquement déterminée par une somme de température 30 °C base 0 °C La levée
commence quand la plantule sort de terre et que la premiére feuille pointe au grand jour son
limbe.
» Stade 3 feuilles
Le stade 3 feuilles est une phase repére pour le développement du blé. Des bourgeons se
forment a l'aisselle des feuilles et donnent des pousses appelées talles. Apparaissent alors, a
partir de la base du plateau de tallage, des racines secondaires ou adventives, qui seront a
l'origine de 1'augmentation du nombre d'épis.

»  Tallage
Il est marqué par l'apparition d'une tige secondaire, une talle.

»  Montaison

Le bourgeon terminal se produit le début du développement de 1'épi. Parallelement, on
assiste a l'allongement des entrenceuds.
»  Epiaison

Quand la gaine éclatée laisse entrevoir 1'épi qui va s'en dégager peu a peu, on peut voir un
gonflement de la gaine. A ce stade, le nombre total d'épis est défini, de méme que le nombre
total de fleurs par épi. Chaque fleur peut potentiellement donner un grain par exemple 25
grains par €pi.

> Floraison

s'observe a partir du moment ou quelques étamines sont visibles dans le tiers moyen de 1'épi, en

dehors des glumelles (Hadria, 2006; Gates, 1995)
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1.2.2. L’orge (Hordeum vulgare)

1.2.2.1. Description botanique

Hordeum vulgare est une céréale a paille, plante herbacée annuelle de la famille des
poacées. L’orge est une espece diploide (2n=14). Elle est la plus ancienne céréale cultivée.
Bien adaptée au climat méditerranéen du fait de sa rusticité. Elle constituait ainsi la principale
céréale cultivée dans I'Antiquité grecque et était consommeée sous forme de galette ou de bouillie.
A noter que le mot « orge » s'emploie au féminin, sauf lorsque l'on parle d'orge mondé ou d'orge
perlé.L'orge est caractérisée par ses €pis aux longues barbes. L’¢épi d’orge: un épi d’orge porte de
25 a 30 ¢épillets. Il existe I'orge a deux rangs et 1'orge a six rangs. Chaque ¢€pi porte

respectivement deux ou six grains par rangée longitudinale.

Les variétés d'orge d'hiver a six rangs sont résistantes au froid jusqu'a —15 °C, portent le nom
d’escourgeon. Elles se sement fin septembre - début octobre, ayant besoin d’étre bien installées

avant ’hiver.

Parmi les variétés cultivées, on distingue : les orges de printemps, sensibles au gel, au cycle

végétatif plus court, qui se sément en février - mars

Figure 1 : L'orge a six rangs et orge a deux rangs

L’orge a 2 rangs ou I’orge distique, a un €pi aplati composé de 2 rangées d’épillets fertiles, un
sur chaque axe du rachis, entouré de 4 ¢épillets stériles. Dans ce type existent surtout des

variétés de printemps.
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L’'orge a 6 rangs ou orge hexastique: encore appelé exourgeon, a une section
rectangulaire sur chaque axe du rachis . Les 3 ¢épillets sont fertiles. Dans ce type
n’existent pratiquement que des variétés d 'hivers (Prats et Grandcourt, 1971; Soltner,

2005).

1.2.2. 2. Classification botanique d'orge

Régne:Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida

Ordre : Cyperales

Famille : Poaceae

Genre : Hordeum






Synthéese bibliographique

I1. Les composés phénoliques

I1.1. Généralités

Les composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne végétal
Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). A I’heure actuelle, plus de
8000 molécules ont été isolés et identifiés (Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques
structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un
point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al.,
2004). Ces especes sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
Moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone, 1993).

- IIs sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides,
tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les flavonoides
représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Figure 1). La grande diversité
structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale des méthodes qui
permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au cours de leur
biosynthése, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques (Bruneton, 1993).

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de
tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et 1égumes, les boissons
(vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les lIégumes secs.
Les fruits et Iégumes contribuent environ pour moiti¢ a notre apport en polyphénols, les
boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste (Middleton et al.,

2000).
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Les recherches des dix a quinze dernieres années ont démontré que les composé€s
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. Ils subissent dans les
tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans de
processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification physiologique ne
sont pas encore toujours claires. Un role important est attribu¢ aux phénols dans la résistance
des plantes aux maladies, comme c’est le cas de la résistance du cotonnier a la maladie de
flétrissement, la verticilliose. Le phénomene d’accumulation des substances phénoliques dans
A partir des années quatre-vingt, c’est la découverte du réle des radicaux libres dans les
Processus pathologiques qui a relancé 1’intérét des polyphénols en particulier les flavonoides
dont les propriétés antioxydants sont trés marquées.

I1.2.La Biosynthése des composés phénoliques
I1.2.1. La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un role
critique pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoides (Yao et al., 1995).
I1.2.2. La voie des phénylpropanoides

La voie de phénylpropanoides commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus
des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
Salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymére le plus

important apres la cellulose.
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I1.3. La voie de biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, posseédent
le méme élément structural de base. L’étape cl¢ de la formation des flavonoides est la
condensation, catalysée par la chalcone synthase, d’une unité phényle propanoide avec trois
unités malonyl-CoA. Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de la synthése des

divers flavonoides (Bruneton, 1999)

Phosphoénol Pyruvate Dérivés des addes

Sw A & (Protéines)
Erythrose 4-Phosphate hydroxycinnamiques
(acides chlorogéniques,
Voie de I'acide shikimiaz'le)/ T caféoyl-tartriques,...)
Phénylalanine
Acide chorismique I —_—— Tyrosine
TR
l TAL lP.—\L
Acide de la série Phénylpropanoides (dérivés de
benzoique I'acide cinnamique) :
(p-hydroxybenzoique, Lignanes
salicylique, gallique, ...) Acides hydroxycinnamiques
(coumarique, caféique, férulique, CCR A
l sinapique) CAD
| Tannins hydrolysables et leurs esters avec le Coenzyme A Monolignols
| p-coumaroyl-CoA (C6-C3) | (alcaolsp-

coumaroylique,
+ 3 malonyl CoA coniférylique et
o CHS R F
(3:xC3) sinapique)

CHI
Coumarines POD,
Lacc
v
Stilbenes Flavonoides en C15 (C6-C3-C6) :
chalcones, flavanones, flavonols,

anthocyanes, flavanes,...

Tannins condensés
Isoflavonoides

Figure 2 : Les grandes lignes de la biosyntheése des principaux groupes de composés

phénoliques. (Macheix et al., 2005 )
Abréviation des principales enzymes : PAL : phénylalanine ammonialyase ; TAL : tyrosine ammonialyase ;

CCR : cinnamate CoA réductase ; CAD : cinnamyl alcool déshydrogénase ; CHS : chalcone synthase ; CHI :

chalcone flavanone isomérase ; POD : peroxydases ; Lacc : laccases ; TR : tranférases.
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I1.4. Classes des polyphénols

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues (Han et al., 2007 in Tsao,
2010). Les composés phénoliques sont subdivisés en groupes selon le Nombre de noyaux
phénoliques set les €léments structurels qui relient ces cycles : les acides phénoliques, les

flavonoides, les Stibines, les tanins, les lignanes et les lignines polymeres.
I1.4.1.Acides phénoliques

Le nom« acides phénoliques », en général, décrit les phénols qui possedent unefonctionnalité
d'acide carboxylique. Cependant, lors de la description des métabolites de la plante, il se réferera
un groupe distinct d'acides organiques (Robbins, 2003).Les acides phénoliques sont des dérivés
des acides benzoiques et cinnamiques (Han ef al., 2007 ; Tsao, 2010) et sont présents dans toutes
les céréales (DykesetRooney, 2007). Ces acides phénoliques naturels contiennent deux structures
distinctes de carbone: Les Structures hydroxycinnamiques(Xa) et hydroxybenzoiques(Xb).
Bienque le Squelette de base reste le méme, le nombre et la position des groupes hydroxyleurs le
noyau aromatique créent la différence. Dans de nombreux cas, les analogues del’aldé¢hyde(Xc)
sont egalement regroupés avec, et dénommes, les acides phénoliques (par exemple, lavanilline)
(Robbins, 2003). L’acide férulique, I’acidep-coumarique, I’acide Les polyphénols forment un
trés vaste ensemble de substances chimiques. Ils peuvent étre classifiés selon le nombre et
I’arrangement de leurs atomes de carbones. Ces molécules sont généralement trouvés

conjuguées aux sucres et aux acides organiques.
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Tableau 1. Structures de naturel des acides phénoliques (Robbins, 2003).

R, R3 R, Rs X code nom commun
H H H H a 1 I’acide cinnamique
-OH H H H a 2 I’acide o-coumarique
H H -OH H a 3 I’acide p-coumarique
H -OH H H a - acide m-coumarique
H -OCH3 -OH H a S acide férulique
H | -OCH3 | _OH -OCH3 a 6 acide sinapique
H -OH -OH H a 7 I"acide caféique
H H H H b 8 I’acide benzoique
-OH H H H b 9 I"acide salicylique
H H -OH H b 10 I’acide p-hydroxybenzoique
H OCH3 -OH H b 11 acide vanillique
H -OCH3 -OH OCH3 b 12 acide syringique
H -OH -OH H b 13 acide protocatéchique
-OH H H -OH b 14 acide gentisique
-OH -OH -OH -OH b 15 acide gallique
H | -OCH3 | -OCH3 H b 16 acide vératrique
H | -OCH3 | -OH -OCH3 c 17 syringealdehyde
H | -OCH3 -OH H c 18 vanilline

12
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11.4.2. Les flavonoides

11.4.2. 1. Généralités

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été
plutot prété du flavus ; (flavus = jaune) (Malev et Kunti, 2007). Les flavonoides ont été désignés
sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux
sanguins, cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines. Il devient clair que ces substances

appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al., 2001).

11.4.2. 2. Structure chimique et classification

La structure de b ase des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-
pyrane) mais de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut €tre divisé en
plusieurs catégories. Cette division dépend de 1’hydroxylation du noyau du flavonoide aussi

bien que du sucre lié.

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, et de ce fait, possédent le méme
¢lément structural de base, a savoir [’enchainement phenyl-2 chromane. Ils peuvent étre
regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation de noyau pyranique central (Krishna

et al., 2001).
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11.4.2. 3. Classification des flavonoides

Tableau II: Principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001; W- Erdman et al, 2007).

Classes Structures chimiques R3" R4 RS Exemples
Flavones H OH H Apigénine
i e OH OH H Lutéoline
o (@) oH OCH?3 H Diosmétine
@@ ms
S
O
Flavonols fn H OH H Kaempférol
Ra
S5 = © OH OoH H Quercétine
©‘] e OH OH OH Myrecétine
oL own
oH
Flavanols b OH OH H Catéchine
Ra
() rs
o+
o+
Flavanones ns H OH H Naringénine
R4
o OH OH H Eriodictyol
RS
O
Anthocyanidines F: H OH H Pelargonidine
R4
o < O OH | OH I Cyanidine
@O i OH OH OH | Delphénidine
OH
OH
[soflavones R7 O OH RS R7 R4'
@‘I OH OH OH Genisteine
|
rs © @ - H 0-Glu OH Daidezine

11.4.2. 4. Localisation et distribution des flavonoides

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal. On signale environ 2% de la
proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la biosynthese lavonique. Ils sont
cependant rares chez les végétaux inférieurs. De plus, leur localisation est caractéristique de la
plante. En effet, les flavonoides sont présents dans les organes aériens jeunes ou ils sont localisés
dans les tissus superficiels (Remsy ef al, 1996). Au niveau cellulaire, on a observé que les
flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les
chloroplastes et les membranes des végétaux . En définitive, les flavonoides possedent une
large répartition dans le monde végétal. Ils sont largement abondants dans les 1égumes feuillés
(salade, choux, épinards, etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruit . (Bronner et

Beecher, 1995).
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11.4.2. 5. Les propriétés des flavonoides

Les flavonoides protegent les plantes contre les radiations UV. Elles sont également impliquées
dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et virales. Ils
agissent comme des pigments ou des Co-pigments. Ils peuvent moduler la distribution d’auxine,
comme elles fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les
bactéries symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire. Ils
agissent sur la régulation de I’¢longation des tiges et interviennent dans la maturité des fruits. Ils
ont a l'origine des goflits amers et astringents afin de repousser les animaux herbivores

(Subramanian et al., 2007).

11.4.3. Les tannins

11.4.3.1. Généralités

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones (tannins hydrolysables). Ces composés
ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Le terme tannin vient de la source de
tannins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules
de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux attaques fongiques et
bactériennes. Le poids moléculaire des tannins varie entre 500 et 2000 K Da (3000 pour les
structures les plus complexes) (Hagerman et Butler, 1981). varie entre 500 et 2000 K Da (3000

pour les structures les plus complexes) (Hagerman et Butler, 1981)
11.4.3.2. Types et structures des tannins

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins

condensés, dits aussi : proanthocyanidines.
v’ Les tannins hydrolysables

Ils sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement le
glucose). On parle de gallotannins. Aussi des unités galloyles peuvent €tre ajoutées par liaisons
esters, généralement en position C3 de [’acide gallique. Et les unités d’acide gallique voisines

s’accouplent formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique.
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V" les tannins condensés
3.3.2. Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. 11 s’agit des polymeres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-

carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes

végétaux, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton, 1999).
11.4.3.3. Propriétés pharmacologiques des tannins

Plusieurs observations, chez les humains comme chez les animaux de laboratoires suggerent
que les tannins exhibent un large spectre de propriétés pharmaceutiques, thérapeutiques et
chimiprotectrices dues a leur propriété anti radicalaire (Tohge et al., 2005). En effet, les tannins
protégent contre les toxicités induites par différents agents (hydrogéne peroxyde,
acétaminophene, extraits contenus dans la fumés du tabac Ils jouent aussi un rdéle dans la
prévention contre les deux formes de mort cellulaire connues, apoptose et nécrose, diminuant
ainsi les dommages causés dans I’ADN lors de ces deux dernieres. L’action cytoprotectrice

des proanthocyanidines est supérieure a celle des vitamines C, B et bétacaroténe (Ray et al.,

2000).

11.4.4. Stilbénes

Les Stilbénes sont structurellement caractérisées par la présence d'un noyaul,2-diphényl avec
hydroxyles substituéssur les cycles aromatiques, et existent sous la forme des monomeres ou

oligomeres (Han et al., 2007).
I1.4 .5. Lignanes

Les lignanes sont formés de deux unités phénylpropane (Annexe I) (Manach et al., 2004). Pour
la plupart, ils sont présents dans la nature sous forme libre, tandis que leurs dérivés glycosidiques

ne sont qu'une forme mineure (D’Archivio et al., 2007).
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I1.4.6. Lignines polyméres

La lignine " a partir du motlatin lignum” signifie le bois (Moura et al., 2010). Les Lignines
sont des polymeres aromatiques méthoxylés des phénylpropanoi des reli¢ a la fois des liaison
sétheret carbone-carbone(Annexe I) (Ralph ef al.,2004). Les lignines sont des polymeres
produits nature a partir de trois principaux précurseurs (alcools p-coumarylique, coniférylique et
sinapylique) résultant d'une polymérisation catalysée par l'enzyme déshydrogénant (Bunzel et

al., 2004).
IL.5. Les effets bénéfiques des polyphénols

Intéressent particulierement deux domaines : la phytothérapie et I’hygieéne alimentaire
(Leong et Shui, 2002). D’aprés les ¢études multiples attestant de I’impact positif de la
consommation de polyphénols sur la santé¢ et la prévention des maladies, les industriels
commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des suppléments
alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une meilleure conservation des denrées
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans I’industrie cosmétique, les composés
phénoliques trouvent leur application pratique en luttant contre la production des radicaux libres
néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En phytothérapie, méme si certaines indications
sont communes a plusieurs classes (les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi
bien attribuées aux flavonoides qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe

chimique semble étre utilisée pour des bénéfices spécifiques (Hennebelle ef al., 2004)

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

\__rr

Détoxifiant <—>—7 POLYPHENOLS<_——> Anti-inflammatoire

/ \ Anti-agrégan?

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 3 : Effets biologiques des polyphénols
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I1.6. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activitésantiallergique,anti-artherogenique,anti-inflammatoire,hépatoprotective ,antimicrobienne,
,antivirale,antibactérienne,anticarcinogénique,anti-thrombotique,cardioprotective et vasodilatoire
(Middleton et al., 2000 ; Ksouri ef al., 2007). Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant
qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la destruction oxydative par
la neutralisation des radicaux libres, piégeage de I’oxygene, ou décomposition des peroxydes

(Nyveldt et al., 2001).
I1.7. Role technologique des polyphénols

Généralement les polyphénols sont partiellement responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux. L'astringence et I'amertume des nourritures et des boissons
dépendent de la teneur en polyphénols (Lugasi et al, 2003). L'astringence est lice a la
polymérisation des tanins puisque la diminution de l'astringence dans les fruits lors de leur

maturation est due a une augmentation de la polymérisation des tanins (Peronny, 2005)
I1.8. Bioconversion des composés phénoliques de blé

Bhanja et al.( 2009) ont utilisé des champignons filamenteux GRAS : Aspergillus oryzae et
Aspergillus awamori nakazawa afin d'enrichir le blé en terme des composés phénoliques ayant
des propriétés antioxydante intéressantes. Ils ont pu démontrer la corrélation entre les phénols
totaux libérés a partir des grains de blé et les activités de trois différentes carbohydrates
hydrolases a savoir : 4-amylase, 3-glucosidase et xylanase produites par Aspergillus oryzae. En
revanche pour le cas d'Aspergillus awamori nakazawa, uniquement deux enzymes sont mises en
jeu a savoir, xylanase et 3-glucosidase et qui sont responsables de la libération des composés
phénoliques. Enfin, cette étude a démontré que la fermentation des graines de bl¢é est la meilleure
source de la phytochimie, de plus différentes enzymes hydrolysantes ;les carbohydrates sont

responsables du développement des propriétés de la phytochimie du blé fermenté.
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Figure 4: Différentes classes des composés phénoliques (Pollock et Moll, 1979)
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II1. stress hydrique

III1.1. Notion de stress

Selon les définitions. Selon Jones, Un stress désigne a la fois l'action d'un agent agresseur
et les réactions qu'il entraine dans l'organisme agressé, une force qui tend a inhiber les systémes
normaux (Tsimilli-Michael ef al., 1998). D’autre part, les stress environnementaux nés de la
fluctuations des facteurs abiotiques (sécheresse, salinité, température) affectent les conditions

de croissance, le développement et le rendement des plantes (Madhava Rao et al., 2006).
II1.2 Le stress hydrique

Le déficit hydrique est une contrainte permanente de la production agricole dans de nombreux
pays au climat de type méditerranéen. Elle est a 1'origine des pertes de production agricole dans
de nombreuses régions. Les risques du manque d’eau sont et deviendront de plus en plus
fréquents et persistants, a l'avenir, par suite des changements climatiques causés par l'effet de
serre (Witcombe er al., 2009). En effet, on assiste a un stress hydrique lorsque la demande en
eau dépasse la quantité¢ disponible pendant une certaine période ou lorsque sa mauvaise qualité

en limite 1'usage (Madhava Rao et al., 2006).
II1.3. Mécanismes d’adaptation des plantes au stress hydrique

La résistance d’une plante a une contrainte hydrique peut étre définie, du point de vue
physiologique, par sa capacité a survivre et a s’accroitre et du point de vue agronomique, par
I’obtention d’un rendement plus élevé que celui des plantes sensibles (Rao et al., 2006). La
résistance globale d’une plante au stress hydrique apparait comme le résultat de nombreuses
modifications phénologiques, anatomiques, morphologiques, physiologiques, biochimiques et
moléculaires qui interagissent pour permettre le maintien de la croissance, du développement et

de production (Hsissou, 1994).
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ITL.3.1. Les stratégies de résistance

Classiquement, ces stratégies ont ¢t€ groupées en trois catégories a savoir 1’échappement,
I’évitement et la tolérance (Levitt, 1972). Pourtant, ces stratégies ne sont pas mutuellement

exclusives. En effet, les plantes peuvent combiner tout un ensemble de réponses (Ludlow, 89).
I11.3.2. La stratégie de tolérance

La tolérance des tissus a un potentiel hydrique faible peut impliquer 1’ajustement osmotique
Morgan, 1984), des parois cellulaires plus rigides et des cellules de petite taille (Wilson et al,
1980). Plusieurs especes d’arbres et d’arbustes dans les régions arides et semi-arides combinent
une forte concentration des solutés avec une capacité photosynthétique et une conductance
stomatique réduites. La plupart de ces adaptations a la sécheresse ne se privent pas
d’inconvénients. Par Conséquent, 1’adaptation des plantes a la sécheresse doit refléter un
équilibre entre I’échappement, 1’évitement et la tolérance afin de maintenir une productivité

adéquate (Mitra, 2001)
II1.4. Le stress oxydatif

Le stress oxydant peut se définir comme un déséquilibre dans la balance entre des
producteurs de radicaux libres (pro-oxydants) et protections contre radicaux libres
(Antioxydants). Une conséquence des stress environnementaux, comprenant le stress hydrique,
est l'apparition d’un stress oxydatif, c’est-a-dire l'accumulation d’especes réactives de
l'oxygene(ROS), qui endommagent les structures cellulaires (Appel et Hirt, 2004). Dans des
conditions optimales, les feuilles sont dotées d’enzymes et des métabolites antioxydants
suffisants pour faire face aux ROS. De nombreux travaux montrent que des enzymes telles que
des superoxide dismutases (SOD), des ascorbate peroxydases (APX), des catalases (CA, des
glutathion-S- transférases (GST) et des glutathion peroxydases (GPX) s’accumulent pendant le
stress hydrique (Flexas ef al., 2006). La capacité du systeme antioxydant est déterminante pour
maintenir ’intégrité du systéme photosynthétique lors d’une contrainte hydrique. Il exciste
différents mécanismes d’adaptation des plantes au stress hydrique. Chaque espéce se différe de
sa méthode physiologique et biochimique de synthéser des différents composés biochimiques:

sucre, proline, composés phénoliques.
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I11.4.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules produites par différentes réactions du métabolisme
cellulaire. Ils peuvent avoir des effets néfastes sur I’intégrité des différentes composantes de la
plante a cause de leur forte réactivité. Les radicaux superoxydes (02 -) et hydroxyle ('OH)
sont extrémement réactifs, alors que le peroxyde d'hydrogene (H202) qui est le plus

abondant est le moins oxydant.

Depuis longtemps, les radicaux libres ont donc été considérés comme des sous-produits
métaboliques indésirables qui doivent étre désactivés pour éviter des dommages oxydants
non-spécifiques dans les cellules. Cette vue un peu simpliste s'est transformée récemment par
les évidences montrant que les radicaux libres peuvent aussi jouer un rdle important en
agissant comme des molécules signal impliquées dans la régulation de plusieurs processus
biologiques, dont la réponse des végétaux aux stress environnementaux. En effet, une
faible augmentation de la concentration des radicaux libres, notamment le H202, peut
induire la tolérance a un stress tandis que de fortes accumulations peuvent activer le
processus de mort cellulaire programmée. Ainsi, la balance entre l'acclimatation aux stress
ou la mort cellulaire dépend d'interactions complexes entre d'une part la production et
l'utilisation du pouvoir réducteur des radicaux libres générés par le flux d'électrons dans les
chloroplastes, et d'autre part de antioxydants qui détoxifient ces radicaux libres et donc

influe sur leur pouvoir de signalisation (Foyer et Noctor 2009; Mittler et Coll. 2004).
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I11.4.2. Détoxification des radicaux libres par les composés phénoliques

Lors d'un stress oxydant comme la photoinhibition, il a été proposé que les composés
phénoliques pourraient contribuer a détoxifier les radicaux libres (Takahama, 2004). Les
composés phénoliques joueraient le role de donneurs d'électrons et d'un atome d'hydrogene
afin de réduire le peroxyde d'hydrogene pour les scinder en H,0 et O, (Castelluccio et
coll, 1995; Yamasaki et coll, 1997). Cette réaction est catalysée par les peroxydases de classe
I1l, le plus souvent dénotée guaiacol peroxydase, qui se retrouvent dans les vacuoles et
l'apoplaste (parois cellulaires) (Almagro et coll, 2009). L'acide ascorbique pourra étre de
nouveau réduit a l'aide de l'enzyme de hydroascorbate réductase pour étre réutilisé. Si les
composés phénoliques ne sont pas régénérés par l'acide ascorbique, ils seront polymérisés
et seront responsables du noircissement de I'épiderme observable sous conditions de stress

photooxydants (Yamasaki et coll, 1997).

Il n’est d’ailleurs bien documenté que la concentration des composés phénoliques augmente
dans les végétaux soumis a divers stress environnementaux (Dixon et Paiva 1995), des
changements de leurs propriétés d'oxydoréduction causés par les stress environnementaux.
Lors de stress chroniques, mais modérés, tels les fortes intensités lumineuses et le stress
hydrique, il y a non seulement une augmentation globale de la concentration de composés
phénoliques dans les plantes (Dixon et Paiva 1995), mais aussi une accumulation de
composés comme la quercétine (Tattini et coll, 2004) et les anthocyanines (Gould et coll,
2010), réputées comme excellents antioxydants de par leur groupement catéchol (o-

dihydroxybenzene).
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VI. Activités biologiques

VI.1. Activité antioxydants

De nos jours, Il existe un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce
n’est pas seulement di a leur role dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme ou
I’ischémie, mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées
au vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la

dégénérescence du systeme immunitaire (Guinebert et al., 2005).
VI.2.Activité antimicrobienne

Dés la naissance, 'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
agressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-oganismes
de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3 goupes : les
barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et mmunité acquise
(Kaufmann, 1997). La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur
I’usage des antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents
peut entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de
nouveaux médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998). Les polyphénols
notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des
microorganismes. Le mécanisme de toxicit¢ peut étre lié a Il'inhibitione des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999)
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VI.2.1. Les principales substances antimicrobiennes
v" Microbiologie du blé

De puis le moment de leur initiation au sein de 1’épi jusqu’au passage au mouli non a
’usine, les grains de blé sont soumis a des contaminations par les bactéries , champignons

parasites ou moisissures, levures (Cahagnier,1996).
v Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits ¢laborés par des micro-organismes, mais on
inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entierement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1'usage des
antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer
habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les distingue des

antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995).
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Figure S: Structure de la paroi bactérienne (Corvee, 2009)
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v Les composés phénoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par
de nombreuses recherches expérimentales. Les ¢études du pouvoir inhibiteur des
flavonoides sur la croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés
flavoniques (apigenine, kaempferol) sont doués d’un effet important sur différentes
souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus
aureus) (Ulanowska et al., 2007). Des flavonoides, une flavone et une flavanone,
respectivement isolés des fruits de Terminalia bellerica et de l'arbuste Eysenhardtia
texana ont été montré comme possédant l'activité contre le microbe pathogene
opportuniste Candida albicans (Wichter et al., 1999). Deux autres flavones isolés de la
plante Artemisia giraldi ont était rapportés exhiber une activité contre 1’espece
Aspergillus flavus une espece de mycete qui cause la maladie envahissante chez les

patients immunosuppressifs (Valsaraj et al., 1997).
v" Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de 'homme et de
I’animal, (Kaper et al, 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative,
généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur
estde 1,1 a 1,5 um, E. coli représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues

d’appareil urinaire, elle, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires (Percival, 2004).
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VI.3. activité antifongique

Les champignons sont des végétaux dépourvus de chlorophylle, devant trouver leur
carbone dans les composés organiques, ce qui conditionne souvent les circonstances de leur vie
saprophytique ou parasitaire. En fonction de leur habitat, les champignons sont répartis en deux
groupes : les endogenes et les exogenes. Les champignons endogeénes sont représentés
essentiellement par Candida albicans, cette levure vit normalement et de fagon exclusive dans

le tube digestif de I’homme et de certains animaux (Lysette Bossokpi, 2003).

L’activité antifongique des tanins a été démontré notamment contre les souches

fongiques :Aspergillus niger, Penicillium species, Colletotrichum graminicola (Chung et al.,

1998).

v Penicillium sp

Est un genre de champignon de type moisissure appartenant au phylum des ascomycétes. 11
s’agit d’un champignon filamenteux .Le thalle est vert ou blac. Ce genre comprend 100 et

250 espéces.
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I.Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué¢ des parties aériennes des deux genres des céréales; deux

variétés de blé tendre (Triticum aestivum) et deux variétés d’orge (Hordeum vulgare).

Tableau VI : les variétés du blé tendre et I’orge étudiés

Type céréale Les variétés

Le blé tendre Flaraurance aurore
Mexipak

L’orge Jaidore
Saida

I.1. Préparation des échantillons

Le semis est effectué le 15/01/2014 dans des pots dans la serre de biologie a chaapat El rasase
au labo de Développement et Valorisation des Ressources Phylogénétiques  Université
Constantine 1. Les pots ronds avec les démentions 18cm et 30 de hauteur, sont remplis d’un sol
argilo limoneux avec une moyenne de cinq graines par pot et trois répétition a chaque variété.

Les pots sont placés sous une serre selon le dispositif (Figure 5).

(MP V4) (FAVS) (JaidoreV6) (SaidaV'7)

by A

\S \S

Les répétitions Bl tendre les répétitions d'Orge

Figure06: Schéma générale disposition de I'expérimentation.
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Les plantules sont irriguées une fois par semaine durant les premiers stades de la vie de la plante
avec 1/4 de la capacité au champ. Au stade quatre feuilles, on partage l'essai a deux traitements :
les premiers pots sont irrigués deux fois par semaine. Alors que les pots restants, on subit 1'arrét
d'arrosage par application du stress hydrique. Les quartes variétés ont été récolté pendant le
stade montaison a deux différents états SDH et ADH (le13/04/2014 et 20/04/2014)

successivement.
I. Etude phytochimique

I1.1. Etude quantitative (Dosage des composés phénoliques)

Les dosages sont effectués et suivis au laboratoire n°l et n°2 de Biologie et Physiologie

Végétale et laboratoire de biochimie.
I1.1.1. Protocole d’extraction

L’objectif de cette extraction est de libérer les polyphénoles présents dans des substances

vacuolaires par rupture du tissu végétale et par diffusion.

v' Le matériel végétale est ramassé (’appareil aérienne), on pesse 1g puis on le broyer a
I’aide d’un mortier. On ajoute une quantité¢ du mélange : eau/ éthanol (50/50) ml, et qu’on laisse
macérer pendant 24heures.

v’ Pour les céréales il est recommandé d’utiliser I’éthanol a la mécanisme (Yu et al.2002),
ou éthanol- eau avec différentes proportion (Liyana-Pathirana et shahidi, 2006).
v Filtration du mélange hydroéthanolique permet de récupérer les substances organiques.

v Les mécanismes hydroalcoolique sont alors réunies et évaporés a sec sous vide a I’aide

de I’évaporation ; on sépare I’extrait sec de la phase aqueuse.

v' Le résidu sec est repris dans 5ml d’eau distillée qui aide a la récupération des composes

reste alcoolés aux parois du ballon d’évaporation.

Figure07 : macération matérielle végétatives
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I1.1.2. Principe de dosage

Cette méthode utilisant le réactif de Folin-ciocalteu, il est constitu¢ d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H:PWj, O4) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO;,040). Lors de
I’oxydation, il est réduit en un mélange d’oxyde bleu. La coloration produite est proportionnelle
a la quantité de polyphénoles présents dans 1’extrait analysé (Kassmi, 2006). L'indice de Folin
Ciocalteu est exprimé en degré ou en gramme d'acide gallique/l, on peut utiliser une gamme-
¢talon établie dans les mémes conditions avec de l'acide gallique (0 a 1 g/l) ou de la D-catéchine

(Ghazi et Sahraoui, 2005).
I1.1.3.Protocole de dosage

Les polyphénoles ont été¢ déterminés par spectrophotométrie suivant le protocole appliqué par

(Miliauskas et al, 2004).

e 1 ml d’extrait éthanolique de la plante.

e 5 ml du réactif de Folin-ciocalteu (dilu¢ dix fois 1/10).

e 4 ml d’une solution de bicarbonate de sodium Na2 Co3 de (7,5 g).
e Agiter vigoureusement.

e Incuber pendant une heure a une température ambiante (20C°).

e Lire I’absorbance a 765nm.

Figure 08 : La photo des extraits de dosage
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La teneur des phénols totaux est calculée par I’équation C=c.V/m

C: concentration d’acide gallique (mg/ml) est suivi de la courbe d’étalonnage (Bousmide, 2011)

selon la formule (y=0,765X+0,033).
C : contenu total des polyphénoles (mg équivalent acide gallique /g d’extrait plante).
V : volume de I’extrait (ml).

m : masse de I’extrait pur de plante (g).
I1.1.4.Courbe d’étalonnage

La quantification des composés polyphénoles a été fait en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisé€ par un extrait d’étalon « acide gallique » a différentes concentrations

(1/10,1/5,1/2,7/10,1) dans les conditions que 1’échantillon (Bousmide, 2011)

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme du poids sec

de la plante en poudre.

:

- Courbe d’ talonnage

0.2 03 04 05 06 0,7 08 09 10 1.1

Concentration en acide gallique(g/l)

Figure09: courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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II1. Etude qualitative

I11.1. Méthode d’extraction

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques contenues dans les
parties aériennes de la plante en utilisant des solvants organiques qui accéleérent et augmentent le

rendement d’extraction (Madi, 2009).
II1. 2. Protocole d’extraction

20g de poudre végétale a €té mise a macérer dans un mélange hydro alcoolique d’éthanol-eau

distillé (50/50) et filtrés sur papier filtre.

Cette macération est répétée 3fois avec renouvellement de solvant chaque 24 heures. Les

extraits sont ensuite réunis puis récupéré dans des flacons et stockés dans le frigure.

]

Figure 10: photo de la filtration des extraits
II1.3. Les Affrontement

I11.3.1. Affrontement a ’Ether de pétrole

La phase aqueuse est ajoutée dans I’ampoule a décanter (100 ml) avec le méme volume (100
ml) de ’ether de pétrole. Apres une agitation et un repos de 24 h. On observe deux phases de

séparation :

La premicre phase : phase éther de pétrole en haut, qui sera éliminé parce qu’elle contient les
chlorophylles, les acides gras et tous les composés non phénoliques. La deuxieéme phase : phase

aqueuse en bas contient le reste des composés phénoliques.
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\

Figurell : photo de I’ Affrontement de I’Ether de pétrole.

I11.3.2. Affrontement a Ether Diéthylique

La phase aqueuse obtenue du premier Affrontement, mis dans ’ampoule a décanter avec le
méme volume Ether Diéthylique. Aprés une agitation énergétique et repos de 2 heures .On a

toujours observé deux phases séparées :

e La premicre phase (organique), phase éther Diéthylique en haut contient les polyphénols
simples.

e La deuxiéme phase (aqueuse), contient le reste des composés phénoliques.

Figurel2: photo de I’ Affrontement Ether Diéthylique.
I1L.3. 3. Affrontement a I’ Acétates d’éthyle

La phase aqueuse encaissée traité par la méme méthode précédente. Mais cette fois avec
I’Acétates Diéthylique. La phase organique permets d’attirer les aglycones, les mono-o-

aglycosides, et partiellement les di-o-glycosides.
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I11.3. 4. Affrontement méthyléthylcétone (MEC)

La phase aqueuse suit la méme technique précédent ; mais ici nous nous réservons les

phases organique et aqueuse dans des flacons. Ensuite les stockons dans le réfrigérateur

Figurel3 : Stockage dans les fioles a julgy.
II1.4. Protocole

Les échantillons affrontés successivement par les 4 solvants organiques : éther de pétrole,
¢ther Diéthylique, acétate d’éthyle, méthyléthylcétone (MEC) sont placés successivement au
rota-vapeur. Ils sont évaporés a sec. Les résidus sont récupérés avec 5 ml méthanol. D'ou les

composés phénoliques se fondront bien dans le méthanol. Ils sont stockés dans le réfrigérateur.

Figurel4 : photo rota-vapeur et le matérielle utilisé
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Matériel végétal broyé

Macération dans Ethanol-H,O (50/50:V/V)
3 extractions successives avec
v renouvellement de solvant / 24h

Poudre végétale «——

Extraits réunis

Evaporation a sec reprise
par I'eau distillée

Phase aqueuse

Phase éther de pétrole
Phase éther
Phase acétate

Affrontement par éther de pétrole

A

Affrontement par éther diethylique

A

Affrontement par acétate d’éthyle

A

Phase Mec (Butanone) Affrontement par méthyléthylcétone

A

v

Phase aqueuse résiduelle

Figure 15 :I’extraction des polyphénols se fait selon le protocole classique (Merghem 2003)
II1.5. Techniques de séparation

IIL1.5.1. Méthodes de séparations chromatographique

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur
force de migration dans la phase mobile qui est en général un mélange de solvants, adapté au
type de séparation recherché, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui peut étre un gel de
polyamide ou de silice. Elle nous permet d’avoir les empreintes du contenu polyphénoliques
et/ou flavonique de I’extrait (Madi, 2009). ),"(Caractérisation et comparaison du contenu
polyphénolique de deux
Plantes médicinales (thym et sauge) et la mise en évidence de leurs activités biologiques",

Mémoire magister, Université Mentouri Constantine.)
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I11.5.2. Analyse chromatographique sur couche mince

IIL1.5.2.1. Principe

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges en leurs
constituants. Elle est basée sur les différences d’affinité des substances a I’égard de deux phases,
I’une stationnaire ou fixe, I’autre mobile.
La chromatographie sur couche mince, ou sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue d’une
analyse d’un mélange. La phase stationnaire solide est fixée sur une plaque, et la phase mobile
liquide, nommeée ¢éluant, est un solvant ou un mélange de solvants.
On dépose sur la phase fixe une petite quantité du mélange a séparer et on met cette phase au
contact de la phase mobile.
La phase mobile migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en entrainant les
constituants du mélange. C’est le phénomene d’élution, qui permet la séparation des constituants
du mélange a analyser.
Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, la charge électronique et la présence de
groupement d’atomes formant des sites particuliers (lagnika ,2005), caractéristique de la

substance, que 1’on appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf) :

RF= Hauteur de la tache /Hauteur du front du solvant

Chaque tache correspond a un constituant et on 1’identifie par comparaison du Rf avec un
témoin (une méme substance migre a la méme hauteur dans des conditions opératoires

identiques; méme Rf).

Figurel6 : Principe de la chromatographiques sur couche mince.
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I11.5.2.2. Mode opératoire

Remplir la cuve chromatographique du mélange de solvants (hauteur0, 5 cm).

Pour la phase organique : 4 Tluéne/3 Méthyléthylcétone (MEC)/3 Méthanole/5 Ethéré de
pétrole (Bousmid, 2011), et phase aqueuse: 50 H20 distille/20Botanole/25
Ethanole/2 Asétone. ( Bousmid ,2011).

La recouvrir, afin que I’atmosphére dans la cuve reste saturée en vapeur d’éluant.

Sur la plaque chromatographique, tracer au crayon de papier un trait horizontal a 1 cm
environ du bord inférieur. Ce trait ne doit pas tremper dans le solvant d’élution contenu
dans la cuve et tracé 4 points.

Déposer sur le trait, a I’aide de pipette pasteur, a mm d’intervalle, 4 microgouttes des
extrai de chaque variété dans les plaques qui nous le coupont ont 10/10cm de la premicre
phase Ethere diéthylique et méme méthode pour le reste des variétés.

Laisser sécher les taches avant d’éluer .

Déposer la plaque verticalement dans la cuve et la couvrir.

Lorsque le solvant atteint les ¥4 environ de la hauteur de la plaque avant qu’il

est évaporé, mesurer : la hauteur du front, les Rf des substances différentes .

Remareque : la manipulation de solvants organiques volatils, inflammables et a odeur

piquante nécessite 1'utilisation de la ventilation

Figurel7 : dépot des taches sur la plaque CCM
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I11.5.2.3. La révélation
La visualisation des plaques est effectués par :

e Fluorescence des composés sous lumicere UV.
e Facteur de rétention.

o Fluorescence sous lumiére UV

C'est une lumiere de Wood. Notre travail exige un révélateur composé de (8 ml Acide

acétique,4 ml Acide sulfurique et 16 ml H20 distillée)

o,

s Facteur de rétontion

Cette technique utilise un atomiseur contenant le révélateur en solution. Selon le révéler, la

solution peut-étre :

Acide sulfurique a 50% pour .

Lorsque 'on pulvérise le révélateur sur la plaque, éviter toute formation de gouttelettes. Le

révélateur doit-Etre appliqué en plusieurs pulvérisations.

La position finale de la tache est caractéristique de la molécule. On lui attribue une valeur, le Rf
de Retention factor en anglais qui a été fort habilement traduit comme Rapport frontal. Ce Rf est

le rapport de la distance parcourue par le composé divisé par la distance parcourue par I’¢luant

LeRf:Rf=a/b

Figure 18: Lumiére UV.
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II1.6. Techniques d’identification structurale

I11.6.1. La spectrophotométrie UV-visible

La spectrophotométrie UV-Vis est une des méthodes simples et rapide qui fournit des
informations sur la structure chimique, les propriétés physico-structurales, et les caractéristiques
optiques de divers types de composés. C’est une méthode quantitative et qualitative de grandes
utilisations pour les analyses chimiques. Dans les composés, chaque chromophore absorbe a une
longueur d’onde bien déterminée. Ceci permet de caractériser les fonctions chimiques dans les
molécules a différentes conditions opératoires en se basant sur des témoins et des bases de
données de la littérature.

v’ Principe

La spectrophotométrie est une méthode quantitative et aussi qualitative, sensible, elle permet
d’analyser les échantillons a faible concentration. Les spectres sont caractéristiques aux
molécules, et procurent des informations sur le squelette moléculaire et les différentes
substitutions. Le spectre UV/vis. des composés flavonoiques solubilisés dans le méthanol
présente deux bandes ; qui se situent respectivement entre 320 nm — 380 nm correspondant au
cycle B et 240 nm — 270 nm correspondant au cycle A. Ce spectre est susceptible d’étre modifié

en présence des réactifs spécifiques, dont les changements du spectre apportent des indications

sur la position des substitutions (groupements hydroxyles) sur la molécule [7,22]. Un

spectrophotometre mesure 1’absorbance d’une solution a une longueur d’onde donnée.

Diaphragme Cellule photoélectrique Afficheur
\

Source polychromatique LT - ‘I; {’_‘ I /
\ d

>10,024 A
iu\&hantillon \Ampliﬁcateur

Monochromateur Cuve

Figure1l9: spectrophotomeétre branché a 'ordinateur avec un schéma de principe du

spectrophotométre UV-visible .
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I1.6.2. Analyse spectrale des phases

La phase résiduelles sont passées a I’analyse spectrales afin d’identifier les composés
phénoliques dans la analyse des composés phénoliques par spectre UV est reégle a I’intervalle

220 et 400 nm (Bousmide. 2011)

II1.7. Activité biologique

Les microorganismes testés dans cette étude sont la bactérie (Escherichia coli) et (Bacillus) et

les champignons (penicillium sp).

I1.7. 1. L’activité antibactérienne

II1.7. 1.1.matériel

e Préparer les disques de papier Watman N°4
e Préprer la gélose. mettre 30 g de ’agare avec 500 ml d’eau distillé chaude. A
complétes avec 500 ml d’eau distillé froid ( 30 g dans 1L).
o Stériliser la gélose et les disques a I’autoclave, a 120C° pendant 20 minutes.
e Utiliser I’éxtrait qui déja obtenu dans la méthode de CCM des deux stades SDH et
ADH.

4.1.2. Protocole

le travaille et misse sous 1’hote
Mettre la gélose au bain-marie (100C°).
Nettoyer bien la paillasse a I’aide d’un chiffon et d’eau javéle.

allumer le bec Benzene il faut que la couleur bleu de flamme et bleu.

AN NN

déposer les boites de pétri devant la flamme et couler la gélose et laisse pour

solidification

<

imprégner les micro-disques dans I’extrait.
v’ Etaler la bactérie sur la surface de gélose et ajoutés a I’aide d’une pipette de

pasteur I’extrait dans les puits.
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v’ .déposer les disques et répéter la méme étape pour les reste des phases

v’ placer les boit de pétri dans la étuve a 37C° pendant 28 heur

Fégure20:préparé milieu de nutritive des barateries

4.1.3. Lecture des résultats

-mesurer la zone d‘ inhibitions a 1’aide d’une regle .

4.2. L’activité antifongique

4.2.1. Matériel

On utilisera le sabouro comme milieu de culture. La souche fongique est déja obtenue.
4.2.2. Protocole

La méme étape précédents sauf':

-milieu nutritive en utilisé le sabouro.

Figure 21: la hotte et I’étuve
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4.2.3. Lecture des résultats

La lecture activité I’antibactérienne24h, antifongique 72heures.
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Résultats et discussions

I. Teneur en composés phénoliques

3
A 6 B
2,5 T 5
5 4
m SDH 3
15 1 ) m SDH
H ADH ® ADH
1- 1 -
0 0"
] MP
0" blé tend
JAIDORE SAIDA €tendre
° C
5 T
T m SDH
= ADH
i
FA MP JAIDORE SAIDA

Figure 22 : Teneur en polyphénols totaux chez les deux variétés de blé tendre et deux

variétés d'orge au traitement SDH et ADH. A: BIé tendre B: Orge C: B¢ et Orge

La teneur en composés phénoliques totaux au stade montaison chez les quatre variése au
traitement SDH varie de 2.88 + 0.95 mg/g équivalent acide gallique (eq AG) chez la
variété FA a 0.85 mg/g eq AG chez la variété Saida . Jaidor et MP marquent des
teneurs intermédiaires égales a 0.85 £ 0.95 a 1.62+0.38 mg/g eq AG respectivement. La
valeur maximale est enregistrée chez la variété FA, alors que la valeur minimale est
enregistrée chez la variété Saida. Les deux variétés de blé tendre marquent des teneurs plus

¢levés que les variétés d'orge.

L'analyse de variance a un facteur revéle une différence significative entre les variétes
¢tudiées. Le test Newman-keuls (SNK) les classe en trois groupes : FA présente le premier
groupe. MP et Jaidor englobent le deuxiéme groupe. Le troisiéme groupe est présenté par

la variétés Saida.
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FA > MP =Jiadore 2 Saida <>2.88> 2.24 = 1.62 20.85

Par contre, au traitement ADH, les teneurs en polyphénols varient chez les quatre variétés
2.27 mg/g eq AG chez la variét¢é MP comme valeur maximale a 4.46+0.55 mg/g eq AG
comme valeur minimale FA a 1.02 + 0.7, Les deux variétés d'orge (Jaidor et Saida)

marquent deux teneurs maximale Jaidor 2.2+0.21 teneurs respectivement.Saida 1.41+0.16

Par rapport aux teneurs enregistrées au traitement SDH, les teneurs des Polyphénols
augmentent au traitement ADH chez la totalité¢ des variétes étudiées, a 1'exception la
variete FA. Cette augmentation est presque le double chez MP et Saida et 1égerement chez

Jaidor. La variete FA marque une diminution de 1/3.

L’analyse de la variance un facteur révélé une différence significative entre les quatre
variétés étudiés. Le test Newman-keuls (SNK), classe les quatre variétés étudiées en

quatres groupes différents.

MP > Jaidore > Saida > FA &4.46>2.2>1.40>1.01

L’analyse de la variance a deux facteurs montre une différence significative entre les
quatre variétés ¢étudiées. Mais, elle ne reflete  aucune différence significative

statistiquement entre les deux traitements SDH et ADH.

Le test NSK résume les différences comme suit:

A2 AB 2B & MP2 FA= Jaidore2 Saida <& 3.35 21.94 = 1.91 2 1.13

ADH =SDH <=>2.272 1.89
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2. Analyse quantitative :

2.1. Analyse chromatographique sur couche mince

L’observation de CCM c’est effectuée en lumieres visible et sous UV avant et apres les
révélations. L'utilisation de différents solvants a polarités différentes a permis de séparer,
I’extrait méthanolique sur plaques CCM, Les résultats sont reportés sur le tableau 1 . Les

extraits aqueuse ne representent aucune spot durant la migration.
Tableau : Relation entre structure et couleur de flavonoides N .Mezache ; Boutiti ;

A, (2010,2004),".

Couleur de tache Type de flavonoide
Brun 3-OH absent ou 3-substitué
Violet Flavone 5-OH et 4-OH

Flavone 3-OR et 5-OH : 4-OH
Flavone 6 ou 8 OH

Chalcone. isoflavone. dihydroflavonol. flavanones.

Bleu clair Flavone sans 5-OH libre

Flavonol sans 5-OH libre avec 3-OH substitué

Jaune terne, jaune, Flavonol 3-OH libre avec ou sans 5-OH libre.

fluorescence orangée

Jaune vert brillant 5-OH libre ou 5-OH substitué

Jaune fluorescent avec 3-OH libre

Aurone. chalcone. flavanone.

Jaune pale Dihydroflavonol
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2.2. Les photos des plaque CCM

SDH: phase aqueuse Butanune.

FA Mp J S

B -

Apre la migration sous I'UV Apreés révélation sousl'UV
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ADH: phase aqueuse Butanune.

ADH: phase aqueuse Butanune.

l

Apre la migration sous I'UV Apres révélation sous'UV
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SDH: phase organique Ether diéthylique.

Apre la migration sous 'UV Apreés révélation sousl'UV

ADH : phase organique Ether diéthylique.

.l. “L | ]

Apre la migration sous I'UV Apres révélation sousl'UV
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SDH: phase organique Acétate d'éthyle.

Apre la migration sous 'UV Apreés révélation sousl'UV

ADH: phase organique Acétate d’éthyle.

!

Apre la migration sous 'UV Apreés révélation sousl'UV
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SDH : phase organique Butanone.

FA MP | §

Apre la migration sous'UV Apreés révélation sous'UV

-Acides phénoliques et phénol simple par contre traitements ADH contient plus des trois spots
indique que la plant et produit des nouveaux molécule dans le stresse phases Acétate d’Ethyle
les mémes résultats d’ Ether Diéthylique. Par contre la phase Butanone enregistre quater spots

dans le traitement SDH et ADH.
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Les phases Ether Diéthylique ont montré un spot ver aux traitements SDH son Les

Tableau 2 : Relation entre le Rf et les structures des flavonoides [4,5, 6,14]. N .
Mezache. (2010),"

Structure des flavonoides Rf
Augmentation de nombre des Diminution de Rf dans les systémes organiques
groupements -OH
Substitution des -OH par des Croissement de Rf dans les systémes organiques

groupements -CH 3

Substitution des -OH par des La valeur de Rf diminue dans les systémes

groupements osidiques organiques et croit dans les systémes aqueux
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Tableau03 : Résultats de séparation par CCM de I’extrait acétate méthanolique On

remarque que les rapports frontaux se varient entre 0.6 et 0.98 pour SDH et

ADH 0.53-0.96.

SDH

ADH

PHASES

Variét
é

SPOR

COLUR
E DES Rr
POINT

RESULTAS

SPOT

COULAIRE Ry

RESUTAS

ED

FA

Vert 0.72

5-OH libre ou 5-
OH substitué

0.55

Flavonols5, 6, 7, tri OH
libres Flavonols5, 7, 8
tris-OH

vert 0.59

Flavonols5, 6, 7, tri
OH libres
Flavonols5

jaune 0.75

florescence

Aurone, chalcone,
flavanone.

move 0.90

Flavone 5-OH et 4-
OH

Flavone 3-OR et 5-
OH ; 4-OH

Flagorne 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.

MP

Vert 0.72

5-OH libre ou 5-
OH substitué

Marron 0.56

Flavonols5, 6, 7, tri OH
libres Flavonols5, 7, 8
tris-OH

Vert 0.85

5-OH libre ou 5-
OH substitué

move 0.86

Flavone 5-OH et 4-OH
Flavone 3-OR et 5-OH ;
4-OH

Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.

Jaune, 0.71

Dihydroflavonol

Orange 0.57

Flavonol 3-OH
libre avec ou sans
5-OH libre.

jaune 0.73
floresc

ences

Aurone, chalcone,
flavanone.

Marron 0.6

Flavonols5, 6, 7, tri
OH libres
Flavonols5, 7, 8
tris-OH
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jaune 0.62 | Dihydroflavonol
move 0.92 Flavone 5-OH et 4-OH

Flavone 3-OR et 5-OH ;
4-OH
Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.

S Jaune, | 0.71 | Dihydroflavonol orange 0.6 Flavonol 3-OH
libre avec ou sans
5-OH libre.

jaune 0.73 | Aurone, chalcone, marron 0.92 Flavone 5-OH et 4-OH
floresc flavanone Flavone 3-OR et 5-OH ;
' 4-OH
cnces Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone
jaune 0.93 Aurone, chalcone,
florescence flavanone.
FA Vert, 0.6 5-OH libre ou 5- Marron 0.53 Flavone 5-OH et 4-OH
OH substitué Flavone 3-OR et 5-OH ;
4-OH
Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone
jaune 0.65 | Aurone, chalcone, , vert 0.58 5-OH libre ou 5-
floresc flavanone. OH substitué
ence
,move | 0.95 | Flavone 5-OH et Jaune 0.6 Aurone, chalcone,
4-OH florescence flavanone.
Flavone 3-OR et
5-OH ; 4-OH
Flavone 6 ou 8
OH
Chalcone,
isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.
MP Vert, 0.62 | 5-OH libre ou 5- Marron 0.6 Flavonols5, 6, 7, tri
OH substitué OHlibres,
Flavonols5, 7, 8
tris-OH
jaune 0.65 | Aurone, chalcone, vert, 0.65
floresc flavanone.
ence,
jaune 0.75 Aurone, chalcone,
florescence flavanone.
J’_
move 0.95 | Flavone 5-OH et 4-OH

Flavone 3-OR et 5-OH
; 4-OH
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Flavone 6 ou 8 OH move 0.9 Flavone 5-OH et 4-OH

Chalcone, isoflavone, Flavone 3-OR et 5-OH ;

dihydroflavonol, 4-OH

flavanone. Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.

Orange | 0.65 | Flavonol 3-OH Vert terre 0.55 | 5-OH libre ou 5-
libre avec ou sans OH substitué
5-OH libre.

jaune 0.67 | Aurone, chalcone, orange 0.63 Flavonol 3-OH

floresc flavanone. libre avec ou sans

ence 5-OH libre.
, bleu, 0.77 Flavone 5-OH et 4-
OH
Flavone 3-OR et 5-OH ;
move 0.95 | Flavone 5-OH et 4-OH
4-0H Flavone 6 ou 8 OH
F{ 3.0R et 5.0H Chalcone, isoflavone,
avone 3-OR et 5- dihydroflavonol,
; 4-OH
Flavone 6 ou 8 OH flavanones.
Chalcone. isoflavone jaune vert 0.9 Aurone, chalcone,
dihydroflavonol, flavanone.
flavanone.

Orange 0.65 Flavonol 3-OH libre Vert orange, 0.60 Flavonol 3-OH libre
avec ou sans 5-OH avec ou sans 5-OH
libre. libre.

jaune 0.64 | Aurone, chalcone, Jaune vert 0.65 Flavonol 3-OH libre

floresc flavanone. avec ou sans 5-OH

libre.

ence--

jaune 0.75 | Dihydroflavonol
move 0.93 | Flavone 5-OH et 4-OH jaune 0.9 Aurone, chalcone,
Flavone 3-OR et 5-OH brillance flavanone.

; 4-OH

Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.
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BUT

Marron | 0.57 | Flavonolss, 6,7, tri Vert 0.67 Flavonol 3-OH
FA foncé+ OH libres jaune libre avec ou sans
+ 5-OH libre.
Flavonols5, 7, 8
tris-OH
jaune 0.66 | Aurone, chalcone, orange 0.72 | Flavonol 3-OH
floresc flavanone. libre avec ou sans
ence 5-OH libre.
orange | 0.96 | Flavonol 3-OH libre ,bleu claire 0.96 | Flavone sans 5-OH
?\l;ec ou sans 5-OH libre
1bre.
move | 0.98 | Flavone 5-OH et 4-OH Fla"‘_’“"l sans 5-
Flavone 3-OR et 5-OH OH libre avec 3-
; 4-OH OH substitué
Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanone.
MP Marron | 0.55 | Flavonols5, 6,7, tri Jaune 0.65 | Dihydroflavonol
foncé OH libres Flavonols5,
7, 8 tris-OH
Jaune 0.67 | Flavonol 3-OH
orange | 0.97 | Flavonol 3-OH libre Jaune 0.67 | Aurone, chalcone,
avec ou sans 5-OH florescence flavanone.
libre.
move 0.98 | Flavone 5-OH et 4-OH orange 0.73 Flavonol 3-OH libre
Flavone 3-OR et 5-OH avec ou sans 5-OH
: 4-OH libre.
Flavone 6 ou 8 OH
1 Fl 5-OH lib
Chalcone, isoflavone, bleu claire 0.96 avone sans 1ore
dihvdrofl | Flavonol sans 5-OH
thydrotiavonod, libre avec 3-OH
flavanone. PP
substitué
J Jaune 0.58 | Aurone, chalcone, Jeune 0.62 Aurone, chalcone,
floresc flavanone. florescence flavanone.
ence
orange 0.66 | Flavonol 3-OH
jaune libre avec ou sans
5-OH libre.
orange | 0.65 | Flavonol 3-OH
libre avec ou sans
5-OH libre.
bleu 0.97 | Flavone sans 5-OH
claire libre
Flavonol sans 5-OH
libre avec 3-OH
substitué
bleu ++ 0.96 Flavone 5-OH et 4-OH

Flavone 3-OR et 5-OH ;
4-OH
Flavone 6 ou 8 OH
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Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,

libre avec 3-OH
substitué

flavanones.
S 1 Jaune 0.64 1 Jaune 0.65 Flavonol 3-OH
floresc Aurone,
ence, Chalcone, —
flavanone. 2 Jeune 0.69 Aurone, Chalcone,
florescence flavanone
Flavone sans 5-OH 3 0.96 Flavone 5-OH et 4-OH
3 bleu 0.97 libre bleu Flavone 3-OR et 5-OH ;
X Flavonol sans 5-OH 4-OH
claire

Flavone 6 ou 8 OH
Chalcone, isoflavone,
dihydroflavonol,
flavanones.

2.2. Spectrophotometre UV-visible :

0,080
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0,060
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o
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Absorbance
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0,020
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0,000

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figure 23: le spectre du méthanol pur

Wavelength (nm)
Created by Jenway 6315 Software

Instrument: 1003
Series: 0

Start (nm): 220
End (nm): 400
Interval: 1 nm
Last Calibrated:
19/05/14 12:42:19
Scan Date:
19/05/14 12:51:21
Method ID: 0
Operator ID: 0
Sample Number: 3

Le méthanol pur Permet de calibrer le spectre et pour faciliter ’analyse des molécules.
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Figure 24: I’analyse du spectre sur variété FA de phase Ether diéthylique

> Les spectres de phase Ether diethylique ont montré qu’il y’a deux pics entre 322-
353 nm entre les deux phases SDH et ADH pour la bande BI et entre 223-280

pour la bande BII. ce qui nous permet de proposer une structure de conjugaison

¢tendue, peut-étre une forme proche de la forme benzoyle relative aux flavonoides

mais. Mais ces composes ne sont pas purs car ils présent d’autres pics comme 230

nm et 240
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Figure 25: ’analyse du spectre sur variété FA de phase Acétate d’éthyle

» Le spectre UV-Vis de phase Acétate montre qu’il y’a trois pics entre 310-370 nm

pour la BI, et entre 225-280 nm pour la BII. Ces pics déduire qu’il y’a des
flavonoides de type flavonone.
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Figure 26: ’analyse du spectre sur variété FA de phase Butanone

MP
Botanone
ADH

§ Botanone
ADH

» L’analyse de spectre de Butanone donne un produit entre 314-346 nm pour la

bande BI et de 223-280 nm pour la bande BII sont des aglycone telle que Flavone

ou flavonols (3-OH-substitué) ou flavonils3-OH —free et isoflavonols , Bousmid.

(2011) a trouvé qu’apres 1’analyse spectrale des composés purs des phases Acétate

d’éthyle et Butanone, les composés purs de ces phases sont des flavonoides
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Figure27:L’analyse du spectre sur vari¢té FA de phase Butanone aqueuse

» L’analyse de la phase aqueuse donner les résultats comme suit ; 310-333 nm pour

la BII

et 221-280 nm pour BI. Ce sont flavonoides ( flavonols3-OH —free
flavonols3-OH —substitué)
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III.L’activité biologique

II1.1. Activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antibactérienne ont montré que les extraits apolaires Acétate
d’éthyle et Ethere diéthyléque ont produit des zones d’inhibition plus grandes que celles
obtenues avec les extraits Butanone et Butanone aqueux. Selon Bekker et Gluchencova
(2003)

Antibactérienne (Diallo, 2005) obtenus par Sabir et al. (2007) qui ont étudié I’activité
antibactérienne des fleurs et des fruits de /’Elaeagnus umbellata et qui ont trouvé que
I’extrait étherique est efficace contre P.aeruginosa, S.aureus.

Pour les souches E. coli, petite une zone d’inhibition dans les puis et il y a des boittes ou
nous avons observé aucune résultats autour des disques, ce qui explique d' un faible
resisetance contre les souches bacterienne Cette dernicre est due caracataire de structure
de la paroi cellulaire entre les bactéries gram positives et les bactéries gram négatives (Ali-
Shtayeh ef al., 1998).Les moyenne des disques et les puits des E.coli et Bacillus varient
selon les phases des extrais S . L’activité antibactérienne varie d’une plante a une autre et

d’un germe a I’autre (Yameogo, 2003)

Figure 28: les boites de pétri des bactéries E. coli témoins
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Zones
d’inhibitio

o

Figure30 : les boites de pétri des bactérie E. coli ADH
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Figure31 : les boites de pétri de la bactérie Bacillus SDH

MP FA

—

5 Zones
d’inhibitio

Figure 33: témoin souche fongique Fuzarium
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Fuzarium
La dé

Figure 34: les boites de pétri souche fongique Fuzarium SDH

Figure 35: zone de développements ; fongique Fuzarium au ADH

66



Résultats et discussions

III.1.1 Phase D’éthyle Acétate

¢ Disque
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Figure 36 : Zones d’inhibition de développement des disques des deux bactéries E.coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits quatre variétés du blé tendre et 1’orge de
la phase D’éthyle Acétate; A: E.coli  B: Bacillus C: E.coli et Bacillus

- L’extrait de MP a I’activité la plus forte contre le développement et la croissance des E.coli
au traitement SDH avec une moyenne de diameétre des zones d’inhibition de MP 1+ 0.21 mm
suivi par D’extraits J avec une moyenne 0. 0.97+0.11 de, et en dernier celui de FA avec un
effet plus faible que ’extraits des autres variétés S 0.42 +mm. En dernier celui Par contre, au
traitement ADH, I’extraits méthanoliques des quatre variétés 1’activité la plus vigoureuse
avec des moyenne de diameétre des zones d’inhibition del+0.07 ,0.97 +0.07, 0.38+0.53,

0.82+0.54 mm et mm successivement. Alor que

Aucun différence entre ’effet méthanoliques de la phase acétate d’éthyle sur la bactérie
E.coli mis, les deux traitements ADH et SDH il ya une augmentation dans la zone

d’inhibition
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Selon le test Newman-Keuls (SNK), un 3 groupe englobe quatre variétés étudies avec une

simple différence entre les moyennes.
différence entre les moyennes
.MP>S>J>FA < 086 > 0.75 > 0.65> 0.25
Aussi, le test SNK associe les deux stades dans un seul groupe.
ADH =SDH+ 0,76 = 0,50

L’extrait MP a I’activité la plus forte contre le développement et la croissance des Bacillus au
traitement SDH avec une moyenne de diameétre des zones d’inhibition de MP 0.75 +0.07 mm
suivi par I’extraits J avec une moyenne de0.8 £0.14 mm, FA celui de avec un effet moyenne que
I’extraits des autres variétés S 0.95+ 0.21 mm.et en derniére Par contre au traitement ADH , les
éxtraits méthanoiques des deux variétés ont un effet remarquable avec des moyenne de diametre

des zones d’inhibition de1.450.21 = mm etl.5 £0.14mm successivement.
MP =S =J=FA < 0.86=0.75=0.65 =0.25
ADH =~ SDH «~ 0.76 = 0.50

Comparaison entre les deux bactéries

L’analyse statistique ne révele aucune différence entre ’effet des extraits méthanoiques de la

phase acétate d’éthyle sur les deux bactéries dans la technique des disques et le méme effet sur

les deux traitements SDH et ADH.

Le test SNK regroupe les variétés en seul groupe et méme les deux traitements et les deux

Bactéries.

MP=S=J]>FA < 0.97=0.87=0.74>39
ADH = SDH < 0.67 =0.81

Bacillus = E. coli «+ 0.97 = 0.69
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Figure 37: Zones d’inhibition de développement des puits des deux bactéries E.coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits quatre variétés du blé tendre de la

phase D’¢éthyle Acétate; A: E.coli  B: Bacillus C: E.coli et Bacillus

Les extraits MP et J ET S ont aucune effet contre le développement et la croissance des E. coli
au traitement SDH suivi par I’ extrait FA avec une moyenne de diamétre des zones d’inhibition
de 0.75+0.07 mm, au traitement SDH. Par contre au traitement ADH les extraits méthanoliques
des variétés FA ont un grande effet avec des moyenne de diamétre des zones d’inhibition de

1.42+0.32mm et 1.65 = 0.14 et1.45+0.21 mm et moyenne zone déinhibition des variétés jaidore .

L’analyse statistique ne réveéle aucun différence entre 1’éffet des extraits des trois variétés sur la

bactérie E-coli pourla technique des puits et également sur les deux traitements

le test SNK regroupe les vriétes en seul groupe et aussi les deux traitements
S>MP > FA>]J «<1.31>1.10> 0.86 > 0.40
SDH > ADH« 1.21>0.62

L’extrait MP a I’activité la plus forte contre le développement et la croissance des Baccillus

au traitement SDH avec une moyenne de diamétre des zones d’inhibition deFA1.45 £ 0.21 mm
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suivi par I’extrait avec une moyenne de MP0.75.+£0.07 mm, et en dernier celui de S et J avec un
effet plus faible que les extraits ,Par contre au traitement ADH , les extraits méthanolique des
variétés MP et FA ont un augmentation au moyennes de diamétre des zones d’inhibition de

toute les variétés1.02+ 0.31 mm et 1.6 + 0.21mm successivement,

L’étude statistique ne montre aucune différence entre 1’effet des extraits méthanoiques des

trois variétés étudiées de la phase Acétate d’éthyle sur la bactérie Baccillus. (Figure 34 B).

Par contre, on remarque une différence entre les deux traitements. Les extraits ADH répondent
mieux que les extraits SDH. Le test SNK enregistre le méme groupe pour les trois variétés et

deux groupes différents pour les deux traitements SDH et ADH.
Comparaison entre les deux bactéries

L'étude statistique nova a trois facteurs montre aucune différence entre I’effet des extraits
des quatre variétés mais enregistre aucun différence significative entre l'effet des deux

traitements et les deux bactéries. (Figure34c).
J=S *MP= FA < 136~ 1.31= 1.23 =1.17

ADH=SDH < 1.39=1.15

Selon le test SNK les trois facteurs sont classé groupe: les variétés ont le méme groupe. Alors
que les traitements et les bactéries présentent deux groupes différents dont les extraits ADH
excerce un effet activité plus forte que les extraits SDH. Aussi Bacillus a un effet plus rigoureux

qu' E.coli.

Comparaison entre les deux bactéries

S=MP= FA=J < 1.21= 1.20=0.88~ 0.85
ADH > SDH «1.33>0.74

Bacillus > E.coli « 1.44>0.74
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III.1.2. Phase Ether diéthylique
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Figure 38 : Zones d’inhibition de développement des disques des deux bactéries E. coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits des quatre variétés du blé tendre de la
phase Phase Ether di¢thylique  A: E. coli  B: Bacillus C:E. coli et Bacillus

e E.COLI:

MP= FA=S =] < 0.8~0.56~0.45~0.28
ADH > SDH < 0.85>0.20
e B : Bacillus :
MP= FA=S=] <~ 0.80=0.56=0.45=0.28

ADH =SDH «< 0.85=0.20
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Comparaison entre les deux bactéries

~

MP=~ FA=S~J < 0.85=0.76~ 0.74~ 0.49
ADH = SDH « 0.88 > 0.54

Bacillus > E. coli <> 0.90 > 0.52

* puis
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Figure 39: Zones d’inhibition de développement des puits des deux bactéries E.coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits des quatre variétés du bl¢ tendre de la

phase Ether diethylique; A: E.coli  B: Bacillus C: E.coli et Bacillus
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A :E. coli
J =S~ MP= FA « 0.85~0.68 ~0.66 =0.33
ADH>SDH < 0.94~0.32
e B :Bacilles
S~MP=FA=J« 1.61=1.57=1.48~1.3

SDH~ADH «<1.55~1.45

Comparaison entre les deux bactéries

4 )

S=J=FA =MP <1.16= 1.09 =1.08= 0.95

ADH =SDH «+>1.2~=0.93

Bacillus > E.COLI < 1.50>0.64
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I1I.1.3. Phase Butanone
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Figure 40 : Zones d’inhibition de développement des disques des deux bactéries E.coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits des quatre variétés du blé tendre de la
phase Butanone; A: E.coli  B: Bacillus C: E.coli et Bacillus

o A:E.coli:
FA=S=MP=J < 0.92~ 0.86= 0.55=0.37
SDH ~ ADH « 0.74=0.61

e B : Bacillus

S=J=FA=MP < 14=142~=132~=0.93

SDH =ADH «+0.744 = 0.61
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Comparaison entre les deux bactéries

(

S=J=MP=FA « 0.78 =0.67= 0.67~=0.57

ADH= SDH «> 1.06~0.88

Bacillus > E.COLI +» 1.28 > 0.67

N
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Figure 41: Zones d’inhibition de développement des puits des deux bactéries E.coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits des quatre variétés de blé tendre de
la phase Butanone; A: E.coli  B: Bacillus C: E.coli et Bacillus

e E. coli:

FA =S = MPx J «-092= 0.86=0.55= 0.37
ADH =SDH « 0.74 = 0.61
e b. Bacilus:

FA=S=MP=J < 0.92= 0.86= 0.55=0.37
ADH = SDH < 0.74 = 0.61

Comparaison entre les deux bactéries

4 FA~ S=MP= Jo 1.11= 1.09~= 0.88~ 0.87 )
SDH ~ ADH <1.05~0.92

Bacillus > E. coli
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I11.1.4. Phase aqueuse

** Disque

M SDH

2 T = erH
15

M SDH -
- T o ADH-

S0 900 d
oM B W =N
i

FA MP S

Variété Variété

Moyennes de diametre(cm)
(=
Moyennesde diametre (crp_)

M SDH -E,coli
W ADH-E,coli
M SDH -bs
M ADH -bs

FA MP J S

Moyennesde diametre (cm)

Variété

Figure 42 : Zones d’inhibition de développement des disques des deux bactéries E.coli et
Bacillus aux traitements SDH et ADH par les extraits des quatre variétés du blé tendre de la

phase aqueuse; A: E.coli  B: Bacillus C: E.coli et Bacillus
e A:E.coli

MP>J >FA>S < 0.84>0.71>0.68 >0.56

SDH = ADH < 0.053 =0.425

e B : Bacillus
S>FA>J] >MP«~ 120 >1.04>1>0.75,

SDH = ADH « 1.042 = 0.96
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Comparaison entre les deux bactéries

FA=J= MP= J - 096~0.86~08~ 0.78
SDH ~ ADH <1.05=0.92

Bacilus > E. coli
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Figure 43 : Zones d’inhibition de développement des puits des deux bactéries E.coli et Bacillus
aux traitements SDH et ADH par les extraits quatre variétés du blé tendre de la phase aqueuse;

A: E.coli B:Bacillus C:E.coli et Bacillus
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e A:E.coli
J=MP=S=FA < 0.87=0.71 = 0.56=0.53
ADH=SDH « 0.93=0.40
e B : Bacilles
S=J ~<FA=MP«+ 1.43 =1.42 ~1.32=0.93

SDH = ADH « 1.36=1.19

Comparaison entre les deux bactéries

( J= S=FA=MP—1.15= 1 =0.93 =0.82
SDH ~ ADH «<1.06=0.88
\ E. Coli < Bacillus < 1.28 > 0.67
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Conclusion générale

Conclusion

Dans notre travail, les études photochimiques menées sur deux Genres des Céréale; deux
variétés du blé tendre (Tritium aestivum) et deux variétés d’orge (Hordeum vulgare).

L’analyse quantitative est quantifiée du dosage le Folin-ciocolteu. Les résultats obtenues

nous a montré la richesse de blé en composés phénoliques, il existence une variabilité entre les

deux traitements SDH et ADH.

Concernant les teneurs des polyphenols, notre résultats montrent que dans les variétés de
l'orge sont riches en polyphénols (3.94 mg/g eq AG) mieux que blé tendre (2,9 mg/g eq AG) .
Cependant, nous avons remarqué une grande teneur de polyphénols dans MP et Jaidore et

remarqué une faible teneur dans Saida et FA.

Dans ce travail, nous avons isolé quelques métabolites secondaires majoritaires de cette plante.
La méthodologie de purification a été essentiellement fondée sur la combinaison de différentes
méthodes chromatographiques. Nous avons pu obtenir 4 produits purs par la chromatographie

préparatrices qui ont été analysés par les méthodes spectroscopiques IR et UV/Vis.

L’analyse spectrale en milieu méthanolique neutre dévoile la présence de polyphénols et
essentiellement les flavonoides de type flavonols chez toutes les variétés de deux espéces des

céréales a deux traitement SDH et ADH.

Les tests effectués sur les bactéries ont donné des résultats positifs dont I’extrait Acétate
diéthyle Ether éthylique, a montré le plus d’efficacité sur la souche Bacillu et e.coli, aucune activité

antifongique.
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