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Introduction

La relation entre la nutrition et la santé a été établie sans équivoque. De mauvaises
habitudes alimentaires et des pertes de facteurs nutritionnels lors du traitement
technologique, du stockage et des traitements culinaires peuvent conduire a une

alimentation déficiente en certains facteurs nutritionnels.

L’une des possibilités pour améliorer 1’équilibre de I’apport en nutriments de
maniére naturelle est le régime enrichi par les «aliments verts», qui désigne, aliments frais
d'origine végétale (Paulickova et al., 2007). Tout au long de I'histoire humaine, I'nomme a
découvert de nombreuses plantes qui sont utiles pour traiter les maux et guérir de graves
problemes de santé tels que le cancer, le diabete et I'athérosclérose. Ils sont une sorte de
médicament alternatif qui ne cotte pas cher et n’a pas d’effets secondaires, parmi ces
plants : ’herbe de blé et de I’orge (Rana et al., 2011).

Les herbes des céréales incluant le blé et I'orge avaient de plus en plus d'attention
en tant que aliments puissant pour la consommation, car les plantes au stade de
germination produisent d'avantage en acides aminés, en vitamines et en enzymes. Mais
également et essentiellement une grande quantité de substances phytochimiques qui

exercent divers avantages biologiques pour la santé humaine (Chomchan et al., 2016).

L’herbe de blé et de l'orge ont été identifiée comme des aliments complets
fournissant probablement tous les micronutriments. Il est rapporté que "quinze livres de
I’herbe de blé ont une valeur nutritionnelle globale égale a 350 livres en d'autres légumes
de jardin ordinaires (Ashish et al., 2012).

Ces herbes représentent 1’'une des sources les plus riches de vitamines A et C
(Qamar et al., 2018). elles contiennent de nombreux éléments permettant d’assimiler plus
facilement les vitamines B, y compris le laetrile (B17), qui peut détruire certaines cellules
cancéreuses sans affecter les cellules normales (Zivkovic, 2000 ; Nacci, 2008 ; Sharma,
2013 ; Chauhan et al., 2014 ; Kevin Conners, 2015), contiennent du calcium de haute
qualité, du phosphore, du magnésium, du sodium et du potassium en quantité équilibrée
(Qamar et al., 2018 ; Roshan et al., 2016 ; Sushma et Annu, 2016), apportent du fer bio-

disponible, améliorant ainsi la circulation (Payal et al., 2015; Zeng et al., 2018),
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représentent la forme la plus efficace de traitement par la chlorophylle (Wangcharoen et
al., 2016), aident a réduire la tension artérielle (Rana et al., 2011), sont similaire a la
structure chimique moléculaire des globules rouges améliorant ainsi la capacité du sang a
transporter ’oxygene a toutes les cellules du corps (Padalia et al., 2010), aident a éliminer
les résidus de médicament dans I’organisme (Rimple et al., 2016), purifient le foie, aident a

réguler la glycémie...etc (Shaikh et al., 2011 ; zeng et al., 2018).

A c6té des micronutriments, la richesse des herbes de blé et de I'orge en molécules
phytochimiques essentiellement les composés phénoliques comme les bioflavonoides, les
terpénoides et les alcaloides. Les composés phénoliques y compris les flavonoides en
particuliers occupent une place importante en biochimie moléculaire (Crozier et al., 2009 ;
Niroula et al., 2019). Leurs présences dans I'nerbe de blé et de I'orge lui conferent divers

activités biologiques telles que les activités antioxydante et antimicrobienne.

C'est dans ce contexte, se situe notre travail qui vise a évaluer le contenu
phénolique et minérale, ainsi que les activités antioxydant et antimicrobienne de I'hnerbe de

l'orge et de ble.

Notre manuscrit est scindé en deux parties : La premiere sera consacrée aux
données bibliographiques sur le blé et I'orge. Dans la deuxiéme partie, le matériel
biologique et la méthodologie de travail y sont présentés, et les principaux résultats

obtenus suivie des discussions. Et enfin une conclusion achéve notre travail.
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Synthése bibliographique
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Partie . Synthese bibliographique

Chapitre I. Présentation des especes étudiées

1. Présentation du Blé

Le blé mais aussi le mais et le riz représentantes les trois céréales les plus
importantes dans le monde en fonction du volume annuel de production (khan et Shewry,
2009).

1.1. Description botanique

Le blé est une plante annuelle, herbacée, de la classe des monocotylédones, (Feillet,
2000), de hauteur moyenne pouvant atteindre 1.5 m selon les variétés (Bozzini, 1988). Les
feuilles sont caractérisées par un limbe aplati. Le blé possede une tige cylindrique, dressé,
habituellement creuse et subdivisée en entrenceuds. Le systéme racinaire comprend des
racines seminales produites par la plantule durant la levée, ainsi que des racines adventives
(latérales) (Nedjah, 2015). L’autofécondation est le mode de reproduction de cette plante.
L’inflorescence du blé est un épi muni d’un rachis portant des épillets séparés par de courts
entrenceuds (Meunissier, 1922). C’est une céréale dont le grain est un fruit indéhiscent et
sec, appelé caryopse, constitué d’une graine et de téguments (Feillet, 2000).

Les blés sont classés en fonction des especes, des types commerciaux et des
habitudes de croissance. Sur la base de celles-ci, il existe seize especes. Deux types
commerciaux : le blé tendre (Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durun), et trois
habitudes de croissance (blé d'hiver, blé de printemps et blé facultatif) (Oyewole, 2016).

Les deux espéces les plus cultivées et qui se différencient par leur degré de ploidie
et par leur nombre de chromosomes sont :

> le blé tendre Triticum aestivum : (2 n = 6 x = 42), c'est un Hexaploide.

» le blé dur Triticum durum : (2 n = 4 x = 28), c'est un Tétraploide (Feillet, 2000 ;

Tadesse et al., 2016).

1.2. Classification scientifique
Le blé appartient au genre Triticum, la famille des Gramineae (Feillet, 2000), ce
groupe de végétaux signifie étymologiquement "producteur de grains". A cette définition

assez vague, les botanistes préferent le terme plus précis de Poaceae (Mosiniak et al.,
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2006). D’apres Balint et al (2000), la classification botanique du blé est décrite comme
suit :

Phylum : Angiospermatophyta
Classe : Monocotyledonopsida
Ordre : Poales (Glumiflorae)
Famille : Poaceae (Gramineae)
Sous-famille : Pooideae
Tribu: Triticeae

Sous-tribu : Triticinae

1.3. Anatomie des grains de blé
Les grains de blé ont généralement une forme ovale, bien que les différents bles
aient des grains allant de formes presque sphériques a des formes longues, étroites et
aplaties. Le grain mesure généralement entre 5 et 9 mm de longueur, pése entre 35 et 50
mg et présente un pli sur un coté ou il était initialement relié a la fleur de blé (Sramkovéaa

et al., 2009). Le grain de blé est formé de trois régions principales (figure 01) :

1.3.1. Albumen (ou endosperme)
L'albumen représente 80 a 85% du grain, constitué de l'alboumen amylacé, dans
lequel se trouvent des cellules remplies de granules d'amidon dispersés au milieu d'une

matrice protéigque et de la couche a aleurone (Feillet, 2000).

1.3.2. Enveloppes
Les enveloppes représente de 3 a 17 % du grain, de la graine et du fruit, formées de
six tissus différents : nucelle, épiderme, cellules croisées, tégument séminal ou testa

(enveloppe de la graine), cellules tubulaires, mésocarpe ou épicarpe (Feillet, 2000).

1.3.3. Germe

Le germe représente 3% du grain, ce germe est composé du scutellum et d'un
embryon lui-méme formé de la radicule, du coléoptile, de la gémmule, du coléorhize et de
la coiffe (figure 01) (Feillet, 2000).
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Une extrémité du grain est recouverte d'une fine couche de poils, opposée a

I'extrémité du germe (khan et shewry, 2009).

/— Brosse
Pericarpe T
Slon (enveloppe du fruit)
Tégument séminal ou testa | g, o
(enveloppe de la graine) TERSEES.
Bande hyaline
Albumenamydacé | (épiderme du nucelle) |
‘ ¢ rAbumen Couche & aleurone 7
e Couche 2 aleurone (assise protéique)
PG ; Albumen
f : Albumen amylace
Ll T—Eplderme du nucelle (amande farineuse
.
N i Coléoptile -
: A Colles ) Envdogps Gemmule
‘ T Scutellym
' i f An ; y Emb
Souteum PN s !_'Eencarpe (cotylédon embryonnaire) (gn;n;y;n
Germes ) N.__thﬂ% ‘ infeme Axe embryonnaire
P—— =0 ansverseles ) Radicule
——Pércarpe exteme o -

Figure 01 : Anatomie d'un grain de blé (Surget et Barron, 2005).

1.4. Cycle de développement

Le cycle de développement du blé commence avec une graine séche plantée dans
un lit de semences et se termine avec une graine séche produite dans la téte (Klepper et al.,
1998).

Ce cycle est divisé en période végétative et période reproductrice (figure 03)
(Sharma, 1992).

1.4.1. Période végétative
La période végétative se caractérise par un développement strictement herbacé qui

s’étend du semis jusqu'a fin tallage (Bada, 2007). Trois phases caractérisent cette période :

1.4.1.1. Phase de germination-levée
La germination est le passage de la semence de 1’état de vie lente a 1’état de vie

active (Ait—Slimane-Ait-Kaki, 2008). Elle se caractérise par la sortie du coléorhize donnant
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naissance a des racines séminales et de la coléoptile qui protége la sortie de la premiére
feuille fonctionnelle qui percera le sommet de la coléoptile aprés I’apparition de ce dernier
au niveau du sol (Moule, 1971). Durant la phase semis-levéee, l'alimentation de la plante
dépend uniquement de son systeme racinaire primaire et des réserves de la graine (Bada,
2007).

1.4.1.2. Phase levée-début tallage

Dés que la premiére feuille a percé l'extrémité du coléoptile, celui-ci s'arréte de
croitre. 1l se desséche peu a peu. Cette premiére feuille fonctionnelle s'allonge. Une
deuxieéme apparait, une troisiéme puis une quatrieme. La plantule dépend uniquement de

ses réserves et de son systéme primaire de racines (Moule, 1971).

1.4.1.3. Phase début tallage-début montée
Le tallage est caractérisé par l'entrée en croissance de bourgeons différenciés a

l'aisselle de chacune des premiéres feuilles (figure 02) (Moule, 1971).

A - Début tallage

1 talle
(de 1™ feuille)

3¢ talle 2 talle
o | N /lz

2

Racines ”4’/\ r\h\

MNoeuds [

B - Plein tallage C - Plateau de tallay
{en coupe grossie

Figure 02 : Phase debut tallage-début montée (Boyeldieu, 1997).

1.4.2. Période reproductrice

Cette phase est caractérisée également par trois phases.
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1.4.2.1. Phase de formation des ébauches primordiales d'épillets
Dans cette phase 1’hauteur de 1’ébauche de 1’épi du maitre-brin atteint 1cm. cette
phase s’achéve lorsque I’épi prend sa forme finale a I’intérieur de la graine de la feuille

étendard qui gonfle (stade du gonflement) (Moule, 1971).

1.4.2.2. Phase de spécialisation florale
La sortie des premicres étamines hors des épillets au milieu de I’épi sur 50% des
¢épis. La formation du grain se fait quand les grains du tiers moyen de I’épi parviennent a la

moitié de leur développement (Moule, 1971).

1.4.2.3. Phase de maturité complete
C’est la période des moissons, une foie la teneur en humidité atteint environ 20%,
le grain est mdr et prét a étre récolté (Moule, 1971).

- grain de blé
as =
:';.\fdloon caryopse
épi |
w | plante mature éamine-—

( g\ } épiaison 3}7 )"\ .
v i\ cycle de M s levée
?"5'..‘-"..( dé velo ment i g8 =
¥} du blé - ;ﬁ %
| : , &2

4 A ’. thallage ~ germination

bourgeons axllares
( du plateau
de thallage)

gonflement -,

pleine

floraison début de montason

Figure 03 : Cycle de développement du blé (Nedjah, 2015).

1.5. Herbe de blé

Aux premiers stades de croissance, le plant de blé consiste en une tige ou une
couronne tres comprimée et de nombreuses feuilles étroitement linéaires ou linéaires-
lancéolées, c’est ’herbe de blé (Chouhan et Mogra, 2014) (Figure 04).

L'herbe de blé désigne une jeune herbe du plant de blé (Ozkdse et al., 2016 ;

Ghumman et al., 2017 ; Devi et al., 2019 ; Benincasa et al., 2019), qui germe dans un
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environ 6 a 10 jours (Ozkose et al., 2016). les feuilles de blé ont une longueur de 20 & 38
cm et une largeur de 1.3 cm, et elle sont récoltées avant la phase de floraison (Rana et al.,
2011).

Figure 04 : Herbe de blé (Kumar et al., 2016).

1.6. Composition biochimique

1.6.1. Composition biochimique des grains de blé

Les grains de céréales y compris le blé sont des organes végétaux particulierement
déshydratés leur teneur en eau est environ de 14 % (Ait-Slimane-Ait-Kaki, 2008). La
composition chimique des grains de blé dépend de divers facteurs tels que la taille du
grain, le génotype, les conditions climatiques, environnement, fertilisation, conditions du
sol (Alijosius et al., 2016).

L’endosperme (albumen) des grains de blé contient des glucides, des protéines, des
vitamines et minéraux, le germe contient des vitamines, des protéines, des minéraux et des
graisses, tandis que les enveloppes possedent des composés phénoliques, des vitamines et
des minéraux (Beloshapka et al., 2016).

Ces grains contiennent 78.10% de glucides, 14.70% de protéines, 2.10% de
matiéres grasses, 2.10% de minéraux (zinc, fer, magnésium, sélénium), et une proportion

considérable de vitamines (thiamine et vitamine B) (Kumar, 2011).

1.6.2. Composition biochimique de I'herbe de blé
L'herbe de blé offre un apport nutritionnel comprenant 860 mg de protéines, 18.5

mg de chlorophylle, 15 mg de calcium, 38 mg de lysine, 7.5 mg de vitamine C et une
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quantité élevée en micronutriments, tels que le complexe de vitamine B et les acides
aminés. Les constituants phytochimiques de ’herbe de blé comprennent les alcaloides, les
glucides, les saponines, la gomme, les mucilages et de nombreux autres composés (tableau
01). Sa valeur extractive soluble dans I’eau s’avére supérieure a sa valeur extractive

soluble dans I’alcool (Rana et al., 2011 ; Payal et al., 2015 ; Sareen et al., 2014).

L’herbe de blé est une source également de minéraux, elle contient une quantité
importante de fer, de phosphore, de magnésium, de manganése, de cuivre, de zinc, de
calcium (Khan et al., 2015), de sélénium, de sodium, de potassium (Padalia et al., 2010 ;
Shafi, 2015), de soufre, de bore, de molybdene et d'iode (Mogra et Rathie, 2013).

Tableau 01 : Compositions phytochimiques de 1’herbe de blé.

Composition Références Composition Références
Acide protocatéchique,

Chrysoériol, pigénine, Catéchine, acide p-

Lutéoline, Tricine, Wojakowska et al., | coumarique, Glycoside

cardiaque, Acide Ghumman et al.,

Tricetine, triméthyl | (2012) chlorogénique, Acide (2017)
ether sinapique, Acide
vanillique, Resvératrol
Quercétine Do etal., (2017) Coumarine Durairaj et al., (2014)

Tannins, Terpénoides, | Suriyavathana et al., | Acide férulique, Acide Benincasa et al.,

. allique, Acide caféique,
Stéroides (2016) gAci d‘l oyringiue aue. 1 2014)

Acide p-

Chauhan M, (2014) | hydroxybenzoique, Akcan Kardas et

Composés d'indole,

Laetrile Hydroxyanisole butylé Durucasu, (2014)
Butéine Ogutu et al., (2017)

Choline Sharma et al., (2013)
Rutine Rajoria et al., (2015)
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2. Présentation de I'orge

L'orge (Hordeum vulgare L.) est I'une des cultures céréaliéres les plus importantes
dans le monde. Elle occupe la premiére place en termes de superficie de plantation apres le
blé, le riz et le mais (Xue et al., 2008). Elle est importante en tant que culture fourragére
(Falimentation animale) ainsi que pour la consommation humaine, direct et par le maltage
(Leino et Hagenblad, 2010).

2.1. Description botanique

L'orge est une plante monocotylédone annuelle, a nombre de chromosomes
diploides de 14 (2n=14), et caractérisé par l'auto-pollinisation (Harwood, 1900), de hauteur
moyenne de 60 a 120 cm de hauteur (Reed, 1976 ; Briggs, 1978). L'orge a deux types de
systemes racinaires, séminale et adventice. Elle se compose d’une tige centrale et de 2 a 5

branches, appelées talles (Briggs, 1978).

Plusieurs types ont évolué, notamment I'orge d'hiver, de printemps, a deux rangées,
a six rangées, nue et couverte, de maltage, de fourrage et de nourriture (Gianinetti et
al.,2016).

Figure 05 : Orge a deux ranges (a gauche) et d'orge a six rangs (a droite) (Horsley
et al., 2016).
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2.2. Classification scientifique

L'orge appartient a la famille des Poaceae (Graminées), a la tribu Triticeae, et au
genre Hordeum (Holopainen-Mantila, 2015). Leur classification complete est présentée
selon Egbert, (2008) Comme suit :

Régne :  Plantae
Sous-regne :  Trcheobionta

Super-division : Spermatophyta
Division :  Magnoliophyta
Classe :  Liliopsida

Sous-classe :  Commelinidae

Ordre : Cyperales
Famille :  Poaceae
Genre: Hordeum

Espece: Hordeum vulgare

2.3. Anatomie des grains de I’orge

Le grain d'orge représente un type de fruit indehiscent appelé caryopsis. Il a une
forme allongée et est divisé longitudinalement dans la moitié par un pli s'étendant sur toute
la longueur du grain (Holopainen-Mantila, 2015), de taille et de poids variable selon les
especes et les variétés (Ajib, 2013).

Les principales parties du grain d'orge sont I'endosperme, l'embryon et leurs
couches de couverture d'origine maternelle (I’enveloppe) (Holopainen-Mantila, 2015)

(Figure 06).

2.3.1. Embryon

L'embryon ou le germe représente environ 3% de la graine, il est a l'origine d'une
nouvelle plante, L'embryon contient divers protéines, composés phytochimiques, huiles,
enzymes et vitamines. Les enzymes qu'il contient aident a déclencher la libération de
nutriments a partir du reste de la graine lorsque la plante embryonnaire commence a se

développer (Lahouar et al., 2016). Le germe est composé du scutellum, plumule (tige) et
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radicule (primaire racine). Il se trouve au point ou le grain est attaché a I'épillet (Edwards,
2012).

2.3.2. Endosperme

L'endosperme qui représente 75-83% de la graine, est le fourniture d’énergie de la
pour la germination (Lahouar et al., 2016). 1l se compose de I'endosperme amylacé riche
en amidon et d'une couche d'aleurone riche en protéine (Holopainen-Mantila, 2015).

2.3.3. Enveloppe
L’enveloppe représente environ 14% de la graine. Il la protége des maladies et des
ravageurs. Constitué principalement de fibres alimentaires (B-glucane, cellulose,

arabinoxylane et lignine) comme il renferme quelques vitamines (Lahouar et al., 2016).

Huck: protacts the casd

= Diictary Fiber (B-glucan)
= B Vitamins

= Trace minerals

Endespernr provides enengy for the serd
s Carhohydrates (Resistant atarch)

= Protein

= Some vitamins B

Gem/Embryo: noodshment for the seed
» B Vitamins

= Vitamin E

= Trace minerals

= phyytochesmmcals

=uncatureated fog

= Enzymrs

Figure 06 : Anatomie de la graine d’orge (Lahouar et al., 2016).

2.4. Cycle de développement
L'orge comme le blé, a deux phases de croissance distinctes, la phase végétative et

la phase de reproduction (Figure 07).

2.4.1. Période végétative

La période végétative passe par trois étapes :
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2.4.1.1. Germination

Une fois imprégnée, la semence d'orge passe d'une phase de dormance a une vie
active (Sreenivasulu et al., 2008). La radicule s’allonge pour donner naissance aux racines
primaires ou racines séminales. Simultanément, le coléoptile s’allonge et perce le sol pour

laisser sortir les jeunes feuilles en croissance (Crémer, 2014).

2.4.1.2. Levée
Lorsque les premiéres racines primaires apparaissent, le coléoptile fend le
tégument et commence a pousser vers la surface. L'émergence se produit lorsque le

coléoptile ou la premiere feuille devient visible au-dessus de la surface du sol.

2.4.1.3. Tallage

A Taisselle de la premicre feuille s’est développé un bourgeon, ou méristeme.
Celui-ci va donner naissance une talle primaire, A la base des feuilles des talles primaires
se développent des bourgeons qui donneront naissance a des nouvelles talles. Une talle est

composeée bien évidemment de feuilles et de racines (Crémer, 2014).

2.4.2. Période reproductive
La phase de reproduction commence lorsque la pousse cesse de former des feuilles

et commence a former une téte (Edwards, 2010).

2.4.2.1. Montaison

Une fois I’ébauche d’épi est apparait, 1’¢longation des entre-nceuds débute, A ce
moment, le bourgeon situé a la base de la tige se différencie et se transforme en ébauche
d’épi (Crémer, 2014).

2.4.2.2. Epiaison
Au bout d’un moment, plus ou moins long selon les espéces et les variétés, I’épi va

apparaitre hors des gaines (Crémer, 2014).

2.4.2.3. Floraison

Les étamines apparaissent alors hors des épis (Crémer, 2014).
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2.5.2.4. Maturité
Quand l'orge atteint sa maturité, c'est la fructification, c’est-a-dire la fécondation

de l'ovaire (Crémer, 2014).

Tallage Elongation de la tige Epiaison Maturité
Epi
complitemeant 'I';‘,]'gr'n
Epia Sorti
dami
srti

Apparition  Epi au
de la ligule  gonflement
de la =

demiéne :
feuille

Apparitian
de la fewille
paniculaine

- Apparition
Appantion  du deusiéme
du premier peepd
mied de
la tige

Elangatian Redressement
des gaines des gaines
Tallage foliaires foliaires

1allage
Une
pousss
Y \V-j’ i
Echelle de Zadok
10 26

21 29 30 31 3z a7 EL ar 55
1 | 1 | 1 | 1 | | 1 | 1 |

Dbt du

Figure 07 : Stades de croissance de 1’orge (Brown et al., 2017).

2. 5. Herbe de I’orge
L'herbe de l'orge obtenue a environ dix jours apres la germination, a de jeunes

feuilles vertes et une tige en stade de croissance vegétative. Cette herbe a un statut

nutritionnel pic avant le début du cycle de reproduction de l'orge (Park et al., 2015).

Figure 08 : A. Semis d'herbe d'orge. B. Feuilles de I’orge (Lahouar et al., 2015).
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2.6. Composition biochimique

2.6.1. Composition biochimique des grains de I’orge

Les grains d'orge seches et entiers renferme 60% d'amidon, 20% des fibres
alimentaires, 12% des protéines brutes (Irge, 2017), de 3 & 4% de matiéres grasses, de 2 a
3 % de cendres et de 1 a 7% en glucides de faible poids moléculaire y compris environ
4.9% de (1-3, 1-4)-pB-D-glucanes (béta-glucanes) (Alijosius et al., 2016 ; Abeshu et Abrha,
2017 ; Oscarsson et al., 2017). Les grains d'orge renferment également de cellulose et de
lignine (Oscarsson et al., 2017).

Le dosage des micronutriments dans les grains d'orge fait ressortir également
I'existence de la vitamine E, d'un complexe de vitamines B, des composés phytochimiques
tels que les stérols, les flavanols et les composés phénoliques (Das et Kaur, 2016).

Cette composition est influencée par les facteurs environnementaux, comme les
précipitations, la température, les conditions du sol, la fertilisation et les facteurs
génétiques (Wozniak et al., 2014 ; Abeshu et Abrha, 2017).

2.6.2. Composition biochimique de I'herbe de I’orge

L’herbe de l'orge est riche en métabolites primaires essentiellement les fibres
alimentaires (29.5%), les protéines (27.3%). Tandis que les matiéres grasses ne
représentent que 4.57%. Concernant les minéraux, on peut trouver le calcium, le soufre, le
chrome, le fer, le magnésium et le potassium avec les quantités 479.4 mg, 305.5 mg, 0.14

mg, 23.3 mg, 183.2 mg, 3384 g respectivement pour 100 g de matiere seche.

Cette herbe renferme également de la vitamine A (20.5 mg / 100 g), de la vitamine
C (251.6 mg / 100 g), de chlorophylle (528.5 mg / 100 g), de Superoxyde dismutase écrit
en lette complets (440.0 U / g), la catalase (839 U / g), la lutonarine (342.9 mg / 100 g),
saponarine (726.2 mg / 100 g), les flavonoides total (0.53%), polyphénols totaux (1.06%)
(Zeng et al., 2018).

De nombreux flavonoides sont identifiés dans I’herbe de ’orge incluent lutonarine,
le O-glycosyl-C-C-sosyl, la quercétine et 1’isorhamnétine, le isoorientine, le isoscoparine,
le C-glycosyl flavones, 1'O-diglycosyl flavones, les dérivés de O-glucoside, le 7-O- [6-
acyl] -glucoside et le 7-O- [6-acyl] -glc-4'-glucoside d'isovitexine. Les principaux
flavonoides de cette herbe sont l'isovitexine-7-O-glucoside et isoorientin-7-O-glucoside

(Zeng et al., 2018), et parmi les métabolites secondaires identifiés aussi dans les feuilles de
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I’orge sont l’acide férulique, I’acide sinapique, I’acide p-coumarique-glucoside, le
glucoside d'acide caféique, I’acide férulique-glucoside, I’acide sinapique-glucoside, dérivé
de sinapoyl glucoside, glucoside dacide caféoylquinique, glucoside d'acide
feruloylquinique, dérivé d'acide caféique, isovitexin, lutéoline, tricine, isorhamnetine O-

diarabinoside, apigénine 7-O-arabinosylglucoside, Chrysoeriol (Piasecka et al., 2015).

En régle générale, la teneur en composes nutritifs et fonctionnels est trés
différente selon le stade de croissance de I'herbe d'orge, la technologie de transformation
ou les divers cultivars (Zeng et al., 2018).
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Chapitre 1. Activités biologiques de I’herbe de blé et de I'orge
1. Activité antioxydante
1.1. Notion des Radicaux libre

La chaine respiratoire mitochondriale joue un réle important dans la cellule, celle-ci
permet de transformer 1’oxygéne en deux molécules d’eau. Les conséquences de I’activité
mitochondriale seront doubles et paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournira a la
cellule une source d’énergie importante, d’autre part, environ 0.4 a 4 % de 1’oxygéne
donnera naissance a des especes oxygénées activées (EOA) comme les radicaux libres
(Pincemail et al., 2001).

Un radical libre est un atome ou une molécule dont la structure chimique est
caractérisée par la présence d’un électron libre dans sa couche extérieure, rendant cette
espece chimique beaucoup plus réactive et de courte durée que I’atome ou la molécule dont
elle est issue. A cause de leur haute réactivité, ils peuvent extraire les électrons des autres
composes pour atteindre la stabilité (Pincemail et al., 2001 ; Defraigne et al., 2008 ;
Phaniendra et al., 2015 ; Kabel et al., 2014).

Les especes oxygenees réactives (ROS) peuvent étre classées en radicaux centrés
ou non sur l'oxygéne. Les radicaux centrés sur l'oxygéne sont le radical superoxyde (0?),
le radical hydroxyle (OH), le radical alcoxyle (RO) et le radical peroxyle (ROO-). Les non-
radicaux oxygénés (ne possédant pas d’électron célibataire) sont le peroxyde d'hydrogene

(H20) et I'oxygene singulet (*O.), I'acide hypochloreux (HOCI) et I'ozone (Os).

Les autres especes réactives dérivant d’autres espéces que 1’oxygéne sont les
especes réactives d'azote (RNS) telles que lI'oxyde nitrique (NO), le dioxyde nitrique (NO3)
et le peroxynitrite (OONO) (Sisein et al., 2014).

1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est 1’incapacité de ’organisme a se défendre contre I’agression
des espéces oxygénées activées, suite a un désequilibre lié, soit a une production accrue
des especes oxygénées activées, soit a une diminution de la capacité de défense des

antioxydants (Defraigne et al., 2008 ; Ramonatxo, 2006).
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Le stress oxydatif est une condition ou I'noméostasie entre les oxydants et les
antioxydants sont perturbés par 1’inclinaison d’espéces oxydantes plus importante que la

quantité d’espéces anti-oxydantes produite en défense (Durairaj et al., 2014).

1.3. Activité antioxydante de I'herbe de blé et de I’orge
Plusieurs éléments contenus dans les herbes de blé et de I'orge leurs conférent un
pouvoir contre le stress oxydatif. Ces éléments sont représentés essentiellement par:

1.3.1. Composés phénoliques

L’herbe de I'orge, est trés riche en métabolites antioxydants, principalement les
flavones C-glycosides, la saponarine et la lutonarine (Markham et Mitchell, 2002), le
flavonoide principal a activité antioxydante trouvé précédemment dans les feuilles d’orge
verte a été provisoirement identifié comme étant la 2"-O-glycosyl isovitexine. Plus tard, ce
flavonoide est qualifié de saponarine (John et al., 2007).

La lutonarine et la saponarine sont connus par leurs effet protecteur des cellules
contre les dommages des radicaux libres (Lahouar et al., 2016). Markham et Mitchell,
(2003) ont montré que la teneur en lutonarine et en saponarine des feuilles de 1’orge
augmentent avec I'exposition aux rayons ultraviolets. Cela indique qu'ils peuvent fournir
une protection anti-oxydante contre les stress environnementaux (Lahouar et al., 2016).
Piasecka et al. (2015) ont signalé également I'effet antioxydatif de I'acide caféique et la

tricine contenu dans I’herbe de 1’orge.

L'activité antioxydante de l'extrait de I’herbe de blé est exercee a divers niveaux tels
que le piégeage des radicaux primaires et secondaires et linhibition des dommages
membranaires induits par les radicaux libres. Ceci grace a la richesse en composés
phénoliques, notamment des flavonoides (Chouhan et Mogra., 2014). Comme les
bioflavonoides incluant I'apigénine, la quercétine, la lutéoline (Mondal et Saxena., 2016),
catéchine. Les acides phénoliques participe également dans cette activité en particulier
I’acide gallique, l’acide caféique, I’acide sinapique, 1’acide férulique, 1’acide p-
coumarique, ’acide protocatéchique, le resvératrol, I’acide chlorogénique, 1’acide
vanillique (Ghumman et al., 2017). Suriyavathana et al. (2016) ont signalé également

I'effet antioxydant des tanins et des terpénoides.
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1.3.2. Enzymes

Plusieurs études ont montrés que I’herbe de I’orge contient une multitude
d'enzymes. Ces derniéres sont essentielles pour les milliers de réactions chimiques qui se
produisent dans tout le corps, y compris la production d’énergie au niveau cellulaire, la
facilitation de la digestion, I'absorption des nutriments digérés, la reconstitution de tout ce
dont l'organisme a besoin pour que le métabolisme se produise et parmi ces réactions celles
qui luttent contre le stress oxydant (Lahouar et al., 2015).

Parmi ces enzymes se trouve principalement la superoxyde dismutase (SOD) et la
catalas. Mais également la cytochrome oxydase et la peroxydase (Ehrenbergerova et al.,
2009), la peroxydase de guaiacol (POD), la peroxydase d’ascorbate (APX) (zeng et al.,
2018). La superoxyde dismutase est un puissant anti-oxydant qui peut ralentir la vitesse de
destruction des cellules en fournissant une défense contre les radicaux libres, en particulier
le radical le plus prolifique, la superoxyde (Lahouar et al., 2015). La catalase a son tour est
une enzyme antioxydante pouvant offrir une resistance a de nombreuses maladies, telles

que le cancer (zeng et al., 2018).

L’herbe de blé contient aussi des enzymes antioxydantes tels que la superoxyde
dismutase et la cytochrome oxydase qui ont le potentiel de convertir les especes réactives
de l'oxygene (ROS) en peroxyde d'hydrogéne et en molécule d'oxygene (Tandon et al.,
2011 ; Rajagopalan et al., 2015). D'apres Sharma et al., (2013), I'nerbe de blé renferme

également I'enzyme antioxydant, I'adénosine désaminase (ADA).

1.3.3. Vitamines

De nombreuses expériences menées sur 1’herbe de 1’orge et de blé ont montré que
ces dernieres sont riche en vitamines antioxydante, tels que les vitamines E et C (Mondal et
Saxena, 2016). Ces deux vitamines ont des roles cruciales dans le bon fonctionnement de
l'organisme. La vitamine C est une puissante antioxydante, essentielle pour la guérison et
traitement des plaies, du rhume, des maladies infectieuses comme elle prévient le scorbut.
Compte a la vitamine E, cette molécule dilate les capillaires, permet la libre circulation du

sang et protége le cceur (Mujoriya et Bodla, 2011).

1.3.4. Minéraux
L’herbe de blé et de l'orge contiennent des teneurs élevés en minéraux a activite

antioxydante tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et
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le fer (Fe) (Padalia et al., 2010 ; Mogra et Rathie., 2013 ; Khan et al., 2015 ; Zeng et al.,
2018). Toutes les enzymes antioxydantes requiérent un cofacteur pour maintenir leur
activité catalytique. Ainsi, la superoxyde dismutase mitochondriale a besoin de manganese,
la superoxyde dismutase cytosolique utilise le cuivre et le zinc, la catalase utilise le fer et la
GPx renferme du sélénium (Garait, 2006).

1.3.5. Chlorophylle
Selon Niroula et al., (2019), I’herbe de blé et de ’orge sont riches en chlorophylle
qui est suggéré pour corréler avec les composants de promotion de la santé comme les

composés phénoliques et le potentiel antioxydant de la plante.

2. Activité antimicrobienne

La résistance aux antibiotiques est devenue une préoccupation mondiale (Westh et
al., 2004) et I'efficacité clinique de nombreux antibiotiques existants est menacée par la
prolifération d'agents pathogenes multiresistants (Bandow et al., 2003), 1l est donc urgent
de développer de nouveaux composés antimicrobiens suscite un intérét croissant chez
différentes cultures et céréales et plus actifs contre les maladies infectieuses nouvelles et
réémergentes (Saha et al., 2018).

Les plantes contiennent de nombreux constituants et constituent une source
précieuse de molécules nouvelles et biologiquement actives aux propriétés
antimicrobiennes importantes pour la conception de medicaments contre les maladies
infectieuses (Saha et al., 2018).

Une grande variété de métabolites secondaires, tels que les tanins, les terpénoides,
les alcaloides et les flavonoides ont des propriétés antimicrobiennes in vitro (Saha et al.,
2018). Ces produits naturels sont une source de préoccupation en tant que source de
solutions de remplacement plus slres et plus efficaces que les agents antimicrobiens
produits par synthése (Smullen et al., 2012). Padalia et al., (2010) ont signalé que l'extrait
de blé contient beaucoup de bioflavonoides, caractérisés par leur effet antimicrobien (Saha
et al., 2018). L'analyse phytochimique des extraits de ’herbe de blé et de I'orge ont révéle
la présence de composants bioactifs tels que les terpénoides, les flavonoides, les
glycosides, les alcaloides, les tanins et les saponines contribuant a leur activité

antimicrobienne (Rajagopalan et al., 2014 ; Nepal et al., 2018).
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Nombreuses études ont témoigné que 1’herbe de blé a une activité antimicrobienne
contre certaines germes comme Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium et Kleibsella pneumoneae (Wakeham, 2013), Candida albicans (Sundaresan
et al., 2015) et I’herbe de I’orge contre Staphylococcus aureus, salmonella typhi,
Escherichia coli (Nepal et al., 2018).

3. Activité anticancéreuse
L’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses se fait par 1'effet synergique
de substances fortement alcalines et fortement antioxydantes, de composés

phytochimiques, de flavonoides et de la chlorophylle (Zeng et al., 2018).

Bien que de nombreux composés alimentaires aient été suggérés pour contribuer a
la prévention du cancer, il existe une forte probabilité que l'extrait d'herbe de blé a
prévenir le cancer grace a leur richesse en lactrile, en chlorophylle et en sélénium. Ce
dernier élément construit un systeme immunitaire fort et donc diminue le risque de cancer
(Rana et al., 2011). D'autre molécules préventive contre les cancers sont contenu dans
I'nerbe de blé a savoir la vitamine Biz, I'acide abscissique, la superoxyde dismutase (SOD),

la cytochrome oxydase, le mucopolysaccharide...etc. (Ernst, 2001 ; Rana et al., 2011).

4. Activité antianémique

L'herbe de blé est riche en chlorophylle. Elle contient plus de 70% de chlorophylle.
Cette molécule est presque identique a I'némoglobine dans le sang humain. Le noyau tétra-
pyrrolique de la chlorophylle renferme du magnésium, remplacé par le fer dans celle de
I'hnémoglobine (Rana et al., 2011) (Figure 09).

L'effet thérapeutique de I'herbe de blé a été appliqué dans le traitement de lI'anémie
ferriprives et de la thalassémie, du fait que I'herbe de blé contient des proportions
importantes et variées en éléments nutritifs, comme la chlorophylle, les acides aminés, les
minéraux, les composés phytochimiques, les vitamines et les enzymes (Chauhan, 2014).
Ogutu et al., (2017) ont signalé que la consommation des aliments riches en chlorophylle,
augmentait les taux d’hémoglobine. En plus, Les vitamines Bs et Bi2 jouent également un

réle important dans la formation de I'némoglobine et leurs carences induisent lI'anémie.
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Grace a cette efficacité dans la guérison de 1’anémie, le jus d'herbe de blé a regu le

nom de «sang vert» (Ogutu et al., 2017).
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Figure 09 : Structure de la chlorophylle (a) et de I'hnémoglobine (b) (Lahouar et al., 2015).

5. Activité antidiabétique

La réduction de la quantité d’aliments fibreux dans le régime alimentaire de
I’homme moderne est une cause majeure de nombreuses maladies. Un supplément en
poudre d’herbe de blé et de l'orge ont montré une nette amélioration de la résoudre les
problemes du systéeme digestif et de diabéte par I'optimisation de la glycémie et ceci grace
aux fibres naturelles existant dans ces herbes. Ashok (2011) montre que chlorophylle
identifié dans les herbes de blé et de l'orge et le composant pharmacologiquement actif
agissant en tant qu'agent antidiabétique.

Selon Rana et al., (2011) ; Onyango Ogutu, (2017), les herbes de blé et de I'orge ont
également de nombreuses activités biologiques a savoir l'effet hépatoprotecteur,

cardioprotecteur, anti-inflammatoire...etc.
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Partie I1. Etude expérimentale

Notre étude a été éffectué dans le laboratoire de 1’université Kasdi Merbah Ouargla
(ex. L.T.A.S.) pour le dosage des polyphénols, flavonoides et I’activité antioxydante et dans
le laboratoire interne de 1’hopital Mohammed Boudiaf-Ouargla pour le dosage des

minéraux et ’activité antimicrobienne. La duré de notre pratique est deux mois et demi.

Chapitre 1. Matériels et methodes
1. Matériels
1.1. Matériel végétal

Notre étude consiste a la valorisation phytochimique de I'nerbe et des bourgeons de
blé et de I'orge. Ces deux parties représentent les premiers stades de germination de ces
deux especes.
1.1.1. Obtention des grains

Les grains de blé et de l'orge utilisés pour la culture ont été achetés de différents
herboristes de la région de Ouargla puisque I'étude est menée en triplicata. On a réveillé
pendant l'achat sur la bonne qualité de ces grains (couleur, taille et fraicheur). Ces grains
sont ensuite bien nettoyés pour étre prétent a semer.
1.1.2. Obtention des bourgeons

Pour obtenir les bourgeons de blé et de l'orge et pour faciliter leur séparation, on a
semé les grains de ces deux especes dans le coton. Apreés trois a quatre jours d’arrosage

régulier avec de I'eau de robinet, les bourgeons ont atteint 1 & 1.5 cm de longueur (Photo

01), ces bourgeons sont ainsi isolés a l'aide d'un ciseau.

Photo 01 : Aspect des bourgeons de l'orge (a) et de blé (b).
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1.1.3. Obtention de I'herbe de blé et de I'orge

Le semé des grains de l'orge et de blé afin d'obtenir leurs herbes a été effectuée
dans des bacs en plastique, contenants de sol fertiles et humidifié avec une épaisseur de
cing centimétres. Sur ses sols, les grains sont mis puis enfoncés I1égerement (Photo 02).

La culture est effectuée a la température ambiante avec exposition au soleil.
L’arrosage est entrepris régulicrement a raison de deux fois par jours jusqu’a ce que les
plantes atteignent une hauteur de 5 cm (Photo 03) et de 10 a 15 cm (Photo 04). Ces herbes
sont ensuite procédées a la récolte qui consiste a couper toute la partie aérienne.

z7

Photo 04 : Aspect des herbes de dix a quinze centimétre de l'orge (a) et de blé (b).
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2. Méthodes
2.1. Extraction des composés bioactifs
2.1.1. Principe et méthode d’extraction

Les extraits bruts sont obtenus par macération. L herbe de I’orge et de blé ainsi que
les bourgeons de ces especes sont mises a macérer pendant 24 heures a la température
ambiante dans un mélange méthanol-eau (80:20 V/V). L’extraction est refaite trois fois
avec renouvellement du solvant, a chaque fois les macéras sont séparés de la matrice
veégétales par filtration sur papier filtre. Ensuite les filtrats sont réunis et séchés a I’aide

d’une étuve a ventilateur a 37°C.

Les extraits bruts obtenus sont de couleur vert foncé pour ’herbe de blé de 5 cm
et de 10-15 c¢m, vert moins foncé pour I’herbe de 1’orge de 5cm et de 10-15 cm, brun

orangé pour les bourgeons de blé, et jaune tres claire pour les bourgeons de I’orge.

Ces extraits sont solubilisés dans le méthanol pour avoir une solution mere
destinée aux analyses biochimiques et dans le diméthyle sulfoxide (DMSO) pour

I'évaluation de l'activité antibactérienne et le dosage des minéraux.

2.1.2. Rendement de I’extrait brut

Le rendement (R) d’extraction définis comme étant le rapport entre la masse
obtenue de I’extrait sec et la masse du matériel végétal traité (Kanfon et al., 2018). Le
pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé selon Deguenon et al., (2017)

par la formule suivante:

____________________

pY)
S
>
I
<
@D
~
<
<
x
H
o
S

(%) : Rendement exprimé en %.
Me : Masse en gramme de I'extrait sec resultant.

Mv : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

2.2. Dosage biochimique
2.2.1. Dosage quantitatif des polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux de nos extraits a été effectué selon la méthode

de Singleton et Rossi (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.
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2.2.1.1. Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d'un melange
d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique, qui peut étre réduit par les
phénols en oxyde de tungstene et de molybdéne de coloration bleue. La coloration bleue
produite a une absorption maximal a 765 nm, et elle est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

2.2.1.2. Mode opératoire

Pour réaliser ce dosage, on a adopté le protocole décrit par Li et al., (2007). Dans le
quel, 200 ul de chaque extrait est introduite dans un tube a hémolyse et 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 1/10 est ajouté, les solutions sont mélangées puis
incubées pendant 4 minutes. Apres I’incubation, 800 pul de la solution de carbonate de
sodium Na>;COs (75g /1) est ajoutée. Le mélange obtenu est incubé a 1’abri de la
lumiere et a la température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance du mélange
est lue a 765 nm au spectrophotometre UV (SHIMADZU, UVmini-1240) contre un
blanc.

Les concentrations sont calculées par la formule de la courbe d’étalonnage
réalisée préalablement avec 1’acide gallique a différentes concentrations (0.1 mg/ml,
0.05 mg/ml, 0.025 mg/ml, 0.0125/ml, 0.00625 mg/ml, 0.003 mg/ml) dans les mémes
conditions que les échantillons a analyser.

Les résultats sont exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par

gramme d’extrait sec (mg EAG / g ES) (Merzouk et al., 2018 ; Aryal et al., 2019).

2.2.2. Dosage quantitatif des flavonoides
Le dosage des flavonoides dans nos extraits est effectué par la méthode de

trichlorure d’aluminium (AICIz) citée par Djeridane et al., (2006).

2.2.2.1. Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la formation d’un complexe jaune
trés stable, entre le chlorure d’aluminium (AICI3) et les groupements hydroxydes OH
des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde 430

nm.
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2.2.2.2. Mode opératoire

La réalisation de test est effectuée par ’ajout de 1 ml d’extrait a un volume
¢gal d’une solution d’AICI3 (2% dans le méthanol), ensuite le mélange est agité, aprés
10 minutes d’incubation a température ambiante, 1'absorbance a 430 nm est lue dans
un spectrophotométre (SHIMADZU, UVmini-1240). Une courbe d’étalonnage est
effectuée avec des solutions standard de rutine préparées a différentes concentrations
(0.1 mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.025 mg/ml, 0.0125/ml, 0.00625 mg/ml, 0.003 mg/ml,
0.0001 mg/ml, 0.00007 mg/ml).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la rutine par

gramme d’extrait sec (mg ER / g ES) (Fanta Yadang et al., 2019).

2.2.3. Dosage des minéraux

Le dosage des minéraux dans les extraits herboriques est effectué au niveau de
I’hopital Mohamed Boudiaf Ouargla. Sept minéraux ont été dosés, le Magnésium (Mg™*™),
le Fer (Fe*™), Calcium (Ca*™), phosphore (P?), Sodium (Na**), chlore (CI), Potassium
(K").

Le dosage de Mg, Fe, Ca, P est réalisé par la méthode colorimétrique en utilisant les

kits de 1I’hopital, alors que le Na, Cl, K sont dosés directement par I’ionogramme.

2.2.3.1. Dosage de fer
Le dosage de fer dans les différents extraits est effectué suivant le kit Biomaghreb

et les résultats sont exprimés par mg/I.

En milieu acide (pH 4.8), l'acide ascorbique réduit le fer ferrique (Fe*™) en fer
ferreux (Fe?"), ce dernier forme avec la ferrozine un complexe coloré soluble, mesuré a
562 nm (Persijn et al., 1971 ; Stoockey, 1970 ; Williams et al., 1977).

Quatre réactifs sont utilisés pour ce dosage, le premier est composé de Guanidine,
d'HCI et d'un tampon d'acétate pH 5 (4.5 mmol/l), le deuxiéme c'est I'acide ascorbique, le
troisieme est le ferrozine (40 mmol/l) et un Standard (17.9 pmol/l) représente le

quatriéme réactif.

La réalisation de se dosage commence par la solubilisation de 250 mg d'acide

ascorbique dans 50 ml de réactif 1 (Guanidine, HCI, Tampon acétate). Ce mélange
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représente le réactif A. ce dernier sert pour la préparation de réactif B par I'ajout de 40 ul

de ferrozine dans 1 ml de réactif A. Les différentes etapes de ce dosage sont présentées
dans le tableau 02.

Tableau 02 : Etapes de dosage colorimétrique de fer selon le kit Biomaghreb.

Blanc réactif | Standard Blanc échantillon | Echantillon
Eau distillée 200 ul - - -
Standard (réactif 4) - 200 pl - -
Echantillon - - 200 pl 200 pl
Reéactif A - - iml -
Réactif B 1ml 1ml - 1ml

Les teneurs en fer dans les extraits sont calculées via la formule :

Teneur en Fer = (DO échantillon - DO blanc échantillon)/ DO Standard x n
n =1, si la concentration est en mg/I

n=17.9, si la concentration en pmol/I

2.2.3.2. Dosage de magnésium

On a utilisé le protocole de Kit Biomegreb pour le dosage de magnésium.

En milieu alcalin le magnésium forme un complexe coloré avec la calmagite
mésuré¢ a 520 nm, la présence d’EGTA rend la réaction spécifique. L’intensité de la

coloration produite est proportionnelle a la concentration en magnésium (Gindier, 1971).

Trois réactifs sont utilisés pour ce dosage, le premier est composé de Tompon
Amino-Méthyl propanol (1 mmol/l) et d’EGTA (0.20 mmol/l), le deuxiéme c’est le

calmagite (0.30 mmol/l), et le troisieme un Standard formé de magnésium (0.824 mmol/l).

La réalisation de se dosage se fait par le mélange d’un volume de réactif 1 avec un

volume de réactif 2. Les différentes étapes de ce dosage sont présentées dans le tableau 03.
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Tableau 03 : Etapes de dosage colorimétrique de magnésium selon le kit Biomaghreb.

Blanc Standard Echantillon
Standard - 10 pl -
Echantillon - - 10 ul
Réactif de travail 1ml 1ml 1mi

Les teneurs en magnésium dans les extraits sont calculées via la formule :

Teneur en magnésium = (DO échantillon - DO blanc échantillon)/ DO Standard x n
n = 20, si la concentration est en mg/I
n = 0.824, si la concentration en mmol/I

n =2, si la concentration en mg/dl

2.2.3.3. Dosage de calcium

Ce dosage est fait par le kit Biolabo, et les résultats sont exprimés par mg/I.

A pH légérement acide et en présence d’ions calcium, le métallochromogene
Arsenazo Il forme un complexe coloré, dont I’absorbance mesurée a 650 nm est

proportionnelle a la concentration en calcium (Bauer, 1981).

Deux réactifs sont utilisés pour ce dosage, le premier c’est le réactif Arsenazo IlI,
ce dernier est composé d’un tampon imidazol pH 6.8 (> 90 mmol/l), d’Arsenzo III (> 0.18
mmol), d’un agent tensio-actif (0.1 %) et d’un conservateur, le deuxiéme c’est un étalon

composeé de calcium (2.5 mmol/l).
Les différentes étapes de ce dosage sont présentées dans le tableau 04.

Tableau 04 : Etapes de dosage colorimétrique de calcium selon le kit Biolabo.

Blanc Etalon Dosage
Réactif 1 ml 1ml 1ml
Eau distillée 20 pl - -
Etalon - 20 ul -
Spécimen - - 20 pl
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Les teneurs en calcium dans les extraits sont calculées via la formule :
Teneur en calcium = Abs (essai)/ Abs (étalon) x Concentration de 1’étalon

2.2.3.4. Dosage de phosphore

Le dosage de phosphore est réalisé en utilisant le kit Spinreact, et les résultats sont
exprimés en mg/l.

Le principe de ce dosage réside sur la réaction de phosphore inorganique avec le
molybdate d’ammonium (0.40 mM) dans un milieu acide, en formant un complexe

phosphomolybdique de couleur jaune dont I’absorbance est mesurée a 340 nm.

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de phosphore

inorganique présent dans 1’extrait (Farrell et al., 1984 ; Daly et al., 1972).

Ce dosage utilise un réactif molybdique composé de molybdate d’ammonium (0.40
mM), d’acide sulfurique (210 mM) et d’un détergent, mais aussi il utilise un patron
primaire de détection de phosphore (5 mg/dl). Les différentes étapes de ce dosage sont

présentées dans le tableau 05.

Tableau 05 : Etapes de dosage colorimétrique de phosphore selon le kit Spinreact.

Blanc Etalon Echantillon
Réactif 1ml 1 ml 1ml
Etalon - 10 ul -
Echantillon - - 10 wl

Les teneurs en phosphore dans les extraits sont calculées via la formule :

Teneur en phosphore (mg/dl) = (A) échantillon — (A) blanc/ (A) étalon — (A) blanc x 5

(étalon concentration)

2.2.3.5. Dosage de sodium, potassium et chlore

Le dosage de sodium, potassium et Chlore ont été effectuées par I’ionogramme
(EX-D Jokoh ELECTROLYTE ANALYZER, Japon), un appareil automatisé utilisant le
principe d’Electrodes Spécifiques d’Tons (ISE) (Figure 10).
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Ces électrodes possédent une membrane sensible et sélective pour un ion en
particulier. Lorsque ’¢lectrode spécifique est immergée dans 1’échantillon, sa membrane
développe un potentiel di a une réaction sélective et spontanée. Pour mesurer ce potentiel,
il faut un électrode de référence qui fournit un potentiel constant permettant de mesurer les
variations dues a 1’électrode indicatrice ou spécifique. Le potentiel est enregistré par un
voltmétre, puis la concentration de I’échantillon est déterminée a partir de ce potentiel

grace a I’étalonnage effectué par I’appareil (Bounab, 2016).

Pour manipuler, on appuie sur le bouton d'initiation, un petit aspirateur absorbe
environ 75 pl de I’extrait, puis immédiatement les concentrations des ions cités en mmol/I

s’affichent sur I’écran de I’appareil et s’imprime automatiquement sur un papier intégré.

Figure 10 : lonogramme (EX-D Jokoh ELECTROLYTE ANALYZER) pour le dosage de
Na, K, CI.

2.3. Evaluation des activites biologiques de I’herbe de blé et de ’orge

2.3.1. Evaluation de P’activité antioxydante

Pour I'évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits, on a utilisé deux test a
savoir le test de réduction de phosphomolybdate, et le test de piégeage des radicaux
diphenyl-picrylhydrazyle (DPPHe).
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2.3.1.1. Evaluation de ’activité antioxydante par la méthode du DPPH
2.3.1.1.1. Principe

Cet essai est base sur le principe que le DPPH qui est un radical stable de couleur
pourpre, accepte un atome d’hydrogéne (H) de la molécule piégeur, c’est-a-dire un
antioxydant, ayant pour résultat la réduction de DPPH en DPPH, (Figure 11). La couleur
pourpre devient jaune, le changement de la couleur est surveillé par spectrophotométrie a
515 nm et utilisé pour la détermination des propriétés antioxydantes d'un extrait (Mishra et
al., 2012).

Figure 11 : Mécanisme réactionnel entre I‘espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant

(AH) (Michel, 2011),

2.3.1.1.2. Mode opératoire
On a suivi dans la réalisation de ce test, le protocole décrit par Sanchez-Moreno
(1998).

Un volume de 50 pl d'extrait a différentes concentrations est ajouté a 1950 ul de la
solution méthanolique du DPPH (0.024 g¢/l). En paralléle, le contrdle négatif est préparé
par le mélange de 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH avec 50 ul du méthanol.
Ainsi que I’acide ascorbique est utilis¢ comme témoin positif. Apreés 30 min d’incubation a

température ambiante et a I’obscurité, I’absorbance est lue par le spectrophotometre a 515
nm (SHIMADZU, UVmini-1240).

2.3.1.1.3. Calcul des pourcentages d’inhibitions
Les résultats sont exprimés par des pourcentages d’inhibition qui sont calculés par

la formule suivante :
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1% : ((Ac-At)/Ac) X 100
Ac : absorbance du contrble négatif.
At : absorbance de I’extrait testé (Shekhar et Anju, 2014).

2.3.1.1.4. Calcul des concentrations efficaces ECso

Cette activité est exprimée en ECso, appelée aussi I1Cso, ce paramétre permet de
calculer la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux
DPPH (Bertoncelj et al., 2007 ; Amorati et Valgimigli, 2015 ; Loganayaki et al., 2013).
Les ECso sont calculées graphiquement grace a des régressions linéaires des graphes des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits étudiées.

Elle est exprimée en milligramme par millilitre (Sanchez-Moreno et al., 1999).

2.3.1.2. Evaluation de Pactivité antioxydante par le test phosphomolybdate (Test de
PPM)

2.3.1.2.1. Principe
Le test de phosphomolybdate d’ammonium est aussi utilis¢ pour déterminer la
capacité antioxydante totale. Le test est basé sur la réduction du phosphomolybdate par les

antioxydants contenus dans I’extrait traduit par la formation d’un complexe verdatre a un

pH acide (Muanda et al., 2009).

2.3.1.2.2. Mode opeératoire

Le test est réalisé par I’ajout de 400 pl de chaque extrait a déférentes concentrations
avec 4ml du réactif composé de I’acide sulfurique (H2SO4) a 0.6M, du phosphate de
sodium (NasPOs) a 28 mM et de molybdate d’ammonium a 4 mM. Les tubes sont agités
avant les placés au bain Marie (MEMMERT GMbh) pendant 1h a température de 95°C. La
lecture de I’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a une longueur d’onde de
695 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-Vis (SHIMADZU, UVmini-1240), contre un
blanc préparé de la méme maniére (sans extrait) (Prieto et al., 1999).

L’acide ascorbique et I’acide gallique sont utilisés comme contrdle positif dans les
mémes conditions opératoires.

Pour explorer les résultats obtenus, les courbes des absorbances obtenues en
fonctions des différentes concentrations sont tracées. L’augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.
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2.3.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne est déterminée par des aromatogrammes dont le principe
est basé sur la diffusion en milieu gélosé. Notre manipulation a été réalisée au niveau de
laboratoire de bactériologie médicale de laboratoire interne de 1’hdpital "Mohamed

Boudiaf" Ouargla.

2.3.2.1. Présentation des souches microbiennes testées

Cinque souches de référence ATCC (American Type Culture Collection), ont été
testées : Salmonella typhi, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia
et Candida albicans.

2.3.2.2. Milieux de cultures utilisés

Trois milieux de cultures ont éte utilisés pour tester 1’action de nos extraits contre
les souches décrites, il s'agit de milieu "Mueller Hinton™ pour la réalisation des
aromatogrammes des bactéries, milieu de "Saboureaud™ pour les aromatogrammes de la
levure, et la gélose nutritive pour I’isolement des bactéries et de la levure Candida

albicans.

2.3.2.3. Réalisation des aromatogrammes

Pour la manipulation, les extraits méthanolique secs ont été dissouts dans le DMSO
pour avoir une concentration de 0.1g/ml. A partir de cette concentration, cing dilutions ont
été prépares pour les tester : 50 mg/ml, 25 mg/ml et 12.5 mg/ml, 6.25 mg/ml, 3.125 mg/ml.
La réalisation des aromatogrammes passe par plusieurs étapes.

Premierement des suspensions microbiennes ayant une turbidité ont été préparées a
partir des cultures jeunes agées 24 heures. Ces suspensions sont préparées par
I'homogeénéisation des colonies bien isolées dans des tubes contenant de 1’eau
physiologique stérile.

L'inoculum est ensemencé par inondation sur le milieu de Sabearaud et Mueller-
Hinton coulés préalablement dans des boites de Pétri avec une épaisseur de 4 mm.

L’étape finale de la réalisation des aromatogrammes c’est la déposition a la surface
de la gélose a I’aide d’une pince, des disques stériles de 6 mm de diamétre (du papier

Wathman N° 04) imbibés d’environ 10ul de différentes concentrations de chaque extraits.
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Les boites sont incubées ensuite dans I’étuve a 25°C durant 48 heures pour les
levures et a 37°C durant 24 heures pour les bactéries. Aprés I’incubation, 1’absence de
croissance microbienne entrainant un halo autour du disque a été défini comme une activité
antimicrobienne.

Pour quantifier l'activité antimicrobienne, le diametre de l'inhibition a été mesuré

avec une regle et exprimé en millimetre (Baser et Buchbauer, 2010 ; Oinaala et al., 2015).

Tableau 06 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition

(Mouas et al., 2017).

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) diamétre < 8mm
Sensible (+) diametre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) diamétre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) diametre > 20 mm

2.3.2.4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible
concentration d'antimicrobiens qui inhibera la croissance visible des microorganismes
apres l'incubation (Andrews, 2001). Elle permet de classer une souche bactérienne dans les
catégories: sensible, résistante, ou intermédiaire (Genne et Siegrist, 2003).

La méthode par dilution successive en milieu solide qui est la méthode de référence

pour déterminer la sensibilité microbienne aux extraits.

3. Analyses statistiques
Les résultats des analyses biochimiques sont illustrés comme étant les valeurs
moyennes de trois mesures indépendantes accompagnées de I'écart type. Les données des

expériences ont été analysées en utilisant Excel (Microsoft 2007) et XLSTAT 2009.
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Chapitre Il. Résultats et discussions

1. Rendement
L'extraction est la principale étape de la récupération et de Il'isolation de composés
phytochimiques a partir de matiéres végétales. Les rendements en extraits méthanolique de

blé et de I’orge a différents stade de croissance sont calculés et illustrés dans la figure 12.
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Figure 12 : Rendements d’extraction du blé et de 1’orge a différents stade de croissance.

L’examen de la figure 12 laisse constater que les rendements d’extractions
obtenus varient selon le stade de croissance et selon I’espéce. Les rendements d'extraction
de blé sont plus importants a ceux de I’orge a travers les différents stades de croissance
étudiés. Les meilleurs rendements pour les deux especes sont remarqués au stade de 5 cm
avec des taux de 6.51+£1.03% pour le blé et 2.46+1.71% pour I’orge. Alors que les plus
faibles sont ceux de stade de 10-15cm avec des valeurs de 2.84+0.98% et 0.70+0.57% pour

le blé et ’orge respectivement (figure 12).

Discussion

Au vu des résultats obtenus, il apparait que les rendements d’extractions varient
entre les especes vegétales et ainsi que entre les stades de croissance étudieés.

Un écart trés important apparait entre nos résultats sur le rendement d'extraction des
bourgeons et ceux de Jeong et al., (2010) signalant des taux atteints 60.06%, 53.61%, et
35.25% respectivement pour les extraits aqueux, méthanolique et éthanolique, mais il faut
tenir en compte que nous avons utilisé de la matiére fraiche pour l'extraction. Jeong et al.

(2010) ont montré ¢galement que 1’eau est le solvant le plus efficace pour I’extraction des
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bourgeons de blé, ce qu'il indique la richesse des bourgeons de blé en métabolites
hydrosolubles.

L'efficacité extractible de I'eau par rapport au méthanol est également signalée dans
I'études de Rana et al., (2011) et aussi dans celle de Shukla et al., (2009) faite sur la poudre
authentifiée de I'herbe de blé disponible dans le commerce, qu'ils ont trouvé des taux de
12.6% et 4.8% respectivement pour les extraits aqueux et méthanolique.

Les études qualitatives et quantitatives de composés bioactifs a partir de matieres
végétales reposent principalement sur le choix d’une méthode d’extraction appropri¢e
(Stalikas, 2007 ; Azmir et al., 2013 ; Do et al., 2014). L’efficacité de I’extraction dépend
de la nature chimique des composés phytochimiques, la méthode d'extraction utilisée, la
taille des particules de I'échantillon, le solvant utilisé, ainsi que la présence de substances
interférentes, avec variation de la polarité, du pH, de la température, de la durée
d'extraction, la composition de I'échantillon (Do et al., 2014) et le nombre d'extractions

répetées de I'échantillon (Brglez Mojzer et al., 2016).

2. Dosage biochimique
2.1. Teneurs en polyphénols totaux

Le dosage quantitatif des polyphénols des extraits bruts de 1’herbe du blé et de
I’orge et de leurs bourgeons est réalisé. Les concentrations de ces métabolites sont
déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage établi

avec le standard acide gallique (Annexe 03).

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 13 :
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Figure 13 : Teneur en polyphénols totaux des extraits secs d’orge et du blé a différents

stade de croissance.

La figure 13 montre une variation proportionnelle des teneurs en polyphénols avec
développement de I'herbe de blé. Ces teneurs passent de 21.84+10.27 a 27.99 +16.79 puis a
54.75+11.66 mg EAG / g ES respectivement pour les bourgeons, I'herbe de 5 cm et I'herbe
de 10-15 cm. En revanche, le contenu polyphénolique reste presque stable chez l'orge a

travers les différents stades de croissance (figure 13).

On peut relever de la figure également la richesse de l'orge en polyphénols par
rapport au blé dans les premiers stades et I'inversion de la situation pour I'herbe de 10-15
cm notant 34 +24.64 mg EAG / g ES pour l'orge et 54.75+£11.66 mg EAG / g ES pour le
blé (figure 13).

Discussion
Les composés phénoliques totaux sont un groupe de divers composeés
phytochimiques d’importance primordial (Jangle et Padmanabhan, 2016).

Les teneurs phénoliques sont clairement différentes entre les deux variétés étudiees.

Selon Qamar et al., (2018), la composition biochimique des grains qui varie en
fonction de 1’origine botanique, du sol, des engrais et les conditions de I'environnement
influe le contenu de I’herbe issu en polyphénols.

L'augmentation des taux phénolique au cours de la croissance constaté dans notre
étude est signalée également par kulkarni et al., (2006), Saini et al., (2017), Kaushal,
(2017). En revanche, Les résultats de Lee et al., (2016) sur les cultivar de l'orge coréens,
ont montré des valeurs décroissantes en polyphénols totaux dans les herbes selon le stade
de développement de la plante, la récolte est effectuée au stade de tallage (13 jours), au
stade de tallage avancé (23 jours), au stade de levée compléte de la feuille étendard (41
jours) et au stade d'émergence (56 jours). Les teneurs phénolique correspondantes sont
2457.1, 2671.8, 2137.1 et 1400.8 mg / 100 g d'herbe.

Alors que, Ravikumar et al., (2015) ont constaté chez les extraits méthanoliques des
herbes de 3 jours, de 5 jours et 7 jours des teneurs phénoliques estimeées respectivement de
8.46%0.07, 10.62+0.09 et 6.19+0.05 mg/g d'extrait. Ces constatations convergeaient vers

I'existence d'un stade pic pour I'accumulation des polyphénols suivie d'un déclin.
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Padalia et al., (2010) rajout que les niveaux de nutriments et des composés
phénoliques dans les herbes atteignent un pic jusqu'au stade de jonction (phase de
reproduction). A ce dernier stade, les composees décrits témoignent une diminution
associée au développement de composants structuraux non phénoliques comme la cellulose
et I'némicellulose dans les feuilles, les nervures des feuilles, les tiges et les nceuds (Kohler,
1944 ; Niroula et al., 2019).

Selon la littérature les plantes au stade jeune produisent une grande quantité de
substances phytochimiques parmi lesquels les composés polyphénoliques pour protéger
elles-mémes de différents agressions environnementaux, en revanche, ces composés

exercent divers avantages biologiques pour la santé humaine (Chomchan et al., 2016).

L’étude de Wangcharoen et Phimphilai, (2016), a montré que l'herbe d'orge
contenait d'avantage en composés phénoliques que celle de blé, ce ci reflet nos résultats au
stade bourgeons et herbe de 5cm mais ce n'est pas le cas pour I'herbe de 10-15 cm. La
richesse de cette derniére en composés phenoliques par rapport a l'orge a été mentionnée
par Qamar et al. (2018). Mais aussi les résultats de Kulkarni et al. (2006) ; Akcan Kardas
et Durucasu (2014) ; Lee et al. (2016) ; Niroula et al. (2019) affirment par une étude sur
les graminées, que I'herbe de l'orge atteignait un niveau maximal en polyphénol par
rapport a celle de blé.

Le contenu de blé et de l'orge en polyphénols varié d'une étude a l'autre. Ceci
dépend des variétés étudiées, stade de développement (Triki et al., 2018), temps de récolte
(Lee et al., 2016), origine botanique, conditions de I'environnement (qualité de sol, engrais,
climats...etc.) (Qamar et al., 2018), mais également, la méthode adoptée pour I’extraction
et la conservation de I’herbe (Paulickova et al., 2007).

La richesse de I’herbe de blé en protéines (120 mg/g) et en glucides (164.0 mg/g)
(Suriyavathana et al., 2016). mais également celle de l'orge, renfermant 27.3% de glucides
et 57.9% de protéines (Zeng et al., 2018), pourrait interférer le dosage des polyphénols
totaux. Car le réactif de Folin-Ciocalteu est extrémement sensible a la réduction de tous
les groupes hydroxyles, non seulement ceux des composés phénoliques mais également

ceux de certains sucres et protéines...etc. (Tawaha et al., 2007).
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2.2. Teneurs en flavonoides
Le contenu des extraits bruts de I’herbe de 1’orge et du blé, ainsi que leurs
bourgeons en flavonoides est calculé a partir de la courbe d’étalonnage établi avec la

standard rutine (Annexe 03).

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 14 :
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Figure 14 : Teneur en flavonoides des extraits secs de I’orge et du blé a différents stade de

croissance.

L'observation de la figure 14 fait ressortir que la teneur en flavonoides de I’herbe de
blé¢ est constamment supérieure a celle de 'orge a travers les différents stades de
croissance étudiés. Au stade bourgeon, il apparait que le blé renferme de faible quantité en
flavonoides, appréciée de 1.61+0.82 mg ER / g ES. Cette derniere est légérement
supéricure a celle de I'orge qui renferme 0.3=0 mg ER / g ES. Une augmentation
remarquable dans ces teneurs au stade de 5cm, allant a 24.23+12.93 mg ER / g ES pour le
blé et a 23.42+9.32 mg ER / g ES pour l'orge (figure 14). Cette augmentation se poursuit
au stade de 10 a 15cm pour atteindre 45.5+21.92 mg ER / g ES et 25.77+15.39 mg ER / g

ES respectivement pour le blé et l'orge.
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Discussion

Les flavonoides sont des composés naturels appartiennent a la famille des
polyphénols, trouvé notamment dans les plantes (Kumar et Pandey, 2013 ; Arora et al.,
2010).

L'analyse quantitative des flavonoides avait renseigné la richesse de I’herbe du
blé et de I’orge en ces métabolites. Les flavonoides communs entre les deux herbes sont la
quercétine, la lutéoline, la tricine, le chrysoériol, 1’apigénine. La catéchine caractérise
I’herbe de blé, et la saponarine, les flavones C-glycosides, I'isovitexine, I'isorhamnetine,
I'isoorientine, I'isoscoparine et I'O-diglycosyl flavones sont identifiés dans 1’herbe de 1’orge
(Corradini et al., 2011). Ces flavonoides présentent des activités biologiques comprenant
des actions antiallergéniques, antivirales, anti-inflammatoires, vasodilatatrice, et

antioxydante (David et al., 2016) refletant ainsi I'effet bénéfique des herbes étudiés.

Jangle et al., (2016) ont signalé apres le dosage des flavonoides chez I'herbe de blé
de dix jours, une concentration de 10.29+4.57 mgER/QES. Ainsi, les teneurs de I'nerbe de
l'orge en flavonoides, estimees de 5.695+0.145 mg/gES et de 28.54+0.05 mg EQ/100g de
matiére fraiche enregistrées dans les études de Meng et al. (2017) et Salanta et al., (2016)
respectivement appariaient inférieurs a nos concentrations.

Nos résultats trouvent leur concordance avec ceux de Qamar et al. (2018), sur la
richesse de I'herbe de blé en flavonoides en comparant avec celle de l'orge.

Comme pour les polyphénols, les écarts constatés dans le contenu des herbes de blé
et de l'orge en favorites d'une étude a l'autre est le résultat d'une différence dans la méthode
d’extraction, I’état de la matiére premiere, le stade de développement, ainsi les variétés des

especes étudiés.

2.3. Teneurs en minéraux

Le dosage des minéraux dans les extraits bruts des herbes de blé et de 1’orge et
leurs bourgeons est réalisé a l'aide d'un ionogramme pour le sodium (Na*™*), le chlore (CI),
le potassium (K™) les résultats sont exprimés en mmol/l et colorimétriquement pour le fer
(Fe*™), le phosphore (P?®), le magnésium (Mg**), le calcium (Ca**) et les résultats sont

exprimés en mg/l, sachant que les extraits utilisées ont une concentration de 100g/I.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau 07 : Teneurs en minéraux chez le blé et ’orge a différents stades de croissance.

Na*™ | 349.23+296 Na** |417.23+251 | _ |Na™ | 319.55+68
w | CI 224.16%52 g CIr 590.16+317 L% Cr 656.45+152
o) —
e |K 49.4+19 © K* 131.96+59 3 K* 180.5+36
g | Fe™ 491425 % Fe™ 3.38+0.60 2 Fe 1.32+0.44
;"’ P 70.84+36 g P 221.05+90 | « |P? 246.87+3.9
@ [Mg™ | 240805 | & | Mg™ | 8974 é Mg™ | 13.365+0.61
Ca™ | 24.26x1.5 Ca™ | 1954409 | T |[Ca*™ | 5.325+0.88
Na™ | 268.45+7.84 Na** | 210.93+52.8 | _ [Na™ | 219.85¢50
g% Cl | 344.35+10.11 g Cl | 530.4+121.5 E cr 625.2+4.5
< |K* 19245885 | = [K* | 115.94%58.7 3 K* 158.95+19
é Fe** | 0.72+0.32 En Fe*™* | 0.93+1.06 ‘%-’v Fe*" | 1.62+0.71
%,3 p3 179.88+60 § P3| 291.95+100 % P 239.14+54
E Mg™| 2.97+0.5 é: Mg™| 7.34+0.54 % Mg™|  2.25+0.49
Ca™ | 30.35+6.8 Ca™ | 43.01%3.39 T [Ca™ | 42.09+2.13

Il apparait de I'examen de tableau 07 que les ions de sodium Na** et chlore CI
sont les plus répondus chez les deux espéces depuis le stade bourgeons jusqu'a I'herbe de
10-15 cm. Pour le Chlore CI', on observe une eévolution croissante de leurs concentrations a
travers les trois stades et ceci pour les deux espéces, dont on passe pour le blé de 221.16+
52 4 590.15+317 puis a 656.45+152 mmol/l et pour l'orge de 344.35+£10.11 a 530.4+121.5
puis a 625.2+4.5 mmol/l. Alors que les teneurs en ion de Na"™ montrent des légeres
fluctuations (tableau 07).

En deuxiéme rangé se situent les ions de phosphore et de potassium. Ces ions
apparaissent avec des concentrations plus importantes chez l'orge que chez le blé. Au
niveau des bourgeons, on enregistre 179.88 + 60 et 70.84 £ 36 mmol/l de phosphore et 192
+ 85 et 49 £ 19 mmol/I de potassium (tableau 07).

Chez le blé les teneurs potassique et phosphoriques montrent une augmentation
réguliére au cours de leur croissance allant chez I'herbe de 5 cm puis celle de 10-15 cm a
131.96 + 59 et 180.5 £ 36 mmol/l pour le potassium et a 221.05 £ 90 et a 246.87 + 3.9 mg/|

42



Chapitre 11 Résultats et discussions

pour le phosphore. Alors que l'orge témoigne une diminution pour le potassium et
augmentation pour le phosphore.

Le contenu calcique (Ca™) des espéces étudiées avére avec une concentration
moins importante que les ions précédant, mais proches entre les deux espéces. Le calcium
chez le blé marque une diminution au cours de leur croissance, il est de 24.26+1.5 mg/l au
niveau des bourgeons, de 19.54+0.9 mg/l au niveau de I'herbe de 5cm et de 5.325+0.88
mg/l chez I'nerbe de 10-15 cm. Cependant pour l'orge il témoigne une augmentation
(tableau 07).

L'examen du tableau 08 fait ressortir que les teneurs en fer (Fe™) et en
magnésium (Mg*™) sont nettement les plus faibles. Les concentrations ferriques évoluent
inversement chez les deux espéces. Pour le blé, on constate une diminution de 4.91+2.5 a
3.38+0.60 puis a 1.32+0.44 mg/l alors que pour l'orge ces concentrations passent de
0.72+0.32 a 0.93+1.06 puis a 1.62+0.71mg/l. Comme on remarque que, le contenu en
magnésium se change inversement avec celui de fer chez les extraits de blé, il passe a
travers les différents stades de 2.40+0.5 a 8.97+4 puis a 13.365+0.61 mg/l. cet ion

témoigne un changement non régulier au cours de la croissance de I'orge (tableau 07).

Discussion

Certains minéraux, tels que le Calcium, le fer, le phosphore, le magnésium, le
potassium et le chlore, sont considérés comme des macroéléments et sont nécessaires en
plus grande quantité pour la plante ainsi que pour I'homme. De plus, les microéléments
sont nécessaires en tres petites quantités, mais d'égale importance, le fer, le manganese, le
cuivre et le zinc en sont des bons exemples (Skalnaya et Skalny, 2018).

Le K™ est I'un des macronutriments les plus importants pour la croissance de la
plante. L’augmentation de leur teneur par enrichissement indique leur transport facile vers
I’herbe (Kulkarni et al., 2006). Le Fe est I'un des éléments les plus essentiels et nécessaires
aux plantes comme aux étres humains. Chez les plantes, le fer est impliqué dans la
synthese de la chlorophylle et est essentiel au maintien de la structure et de la fonction des
chloroplastes. La carence en fer est un trouble nutritionnel fréquent chez de nombreuses
plantes cultivées, entrainant des rendements médiocres et une qualité nutritionnelle réduite
(Rout et Sahoo, 2015). Chez I’étres humains le Fe*™" est essentiel pour la synthése des
protéines transportant I'oxygéne, en particulier I'némoglobine et la myoglobine, ainsi que
pour la formation des enzymes hémiques et d'autres enzymes contenant du fer impliquées

dans le transfert d'électrons et les réactions d’oxydoréduction (Abbaspour et al., 2014).
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Plusieurs étude sur I'impact de l'intervention du jus d'herbe de blé sur le taux
d'hémoglobine dans le sang ont révélé que tous les sujets du groupe testés avaient constaté
une augmentation de leur taux d’hémoglobine dans le sang grace sa composition chimique
incluant sa teneur en fer et magnésium (Mathur et al., 2017 ; Bhikaji et al., 2015).

Concernant le sodium, le r6le de ce élément n’est pas encore clairement compris
dans la physiologie des plantes, mais quelques preuves suggérent que le Na™ est un
macroélément bénéfique (Kulkarni et al., 2006).

Nos résultats montrent des faibles concentrations en minéraux en comparant
avec la littérature. Agrawal et al., (2015) ont trouvé avec I'herbe de blé 17-20 cm de
longueur, des teneurs évaluées a 130.37 et 37 et 17 mg/100 ml respectivement en Ca*™,

Mg*™ et en Fe*™.

Eissa et al., (2018) ont montré que I’herbe de blé contient 5.93 mg/100ml de Fe*" et
206.29 mg/100 ml de Ca*™*. Egalement, Fortuna et al., (2018) ont enregistré apres le dosage
de calcium, de fer, de potassium et de magnésium dans le jus de I’herbe de blé, des teneurs
de 208.15+0.126, 0.28+0.001, 92.90+0.016, 14.59+0.158 mg/100 ml respectivement.

La différence en minéraux remarquée dans notre travail entre I'herbe de blé et celle
de I'orge est rapportée egalement par différents chercheurs (Premakumari et Haripriya,
2007 ; Hagiwara et Cichoke, 2009 ; Aguiar et al., 2011 ; Chaturvedi et al., 2013 ; Chouhan
et Mogra, 2014 ; Qamar et al., 2018 ; Devi et al., 2019).

Plusieurs facteurs peuvent affecter directement ou indirectement la qualité
nutritionnelle des cultures y compris les teneurs en minéraux. Parmi ceux-ci figurent les
facteurs de sol (pH, éléments nutritifs disponibles, texture, teneur en matiere organique et
relations sol-eau), les facteurs météorologiques et climatiques (la température, les
précipitations, I’intensité lumineuse et les conditions de la récolte), la qualité de cultivar
joue également son role (Hornick, 1992).

Pour déterminer I'influence des conditions de culture sur I'évolution du contenu
en potassium, sodium, calcium, magnésium, fer et chlore chez I'nerbe de blé, Kulkarni et
al., (2006) ont plantés cette espéce dans trois conditions différentes. Le premier lot est
sem¢ dans un support inerte et irrigué par 1’eau du robinet, le deuxieme est semé dans un
support inerte et irrigué par I'eau de robinet enrichie par des composés nutritionnels. Alors
que le troisiéme lot est semé dans le sol et irrigué par I'eau de robinet. Cette étude a montré

que les éléments dosés augmentent linéairement avec la croissance de I'herbe pour les trois
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lots & I'exception de chlore qui montre des fluctuations pour le troisieme lot. Pour
I’évaluation du contenu en potassium, fer et sodium, Kulkarni et al., (2007) ont plantés
cette espéce dans deux conditions différentes. Le premier lot dans un support inerte et
irrigué par ’eau du robinet et le deuxiéme est semé dans le sol et irrigué par l'eau de
robinet. Cette étude a révélé que le deuxieme lot est le plus riche en éléments dosés et que

leurs teneurs augmentent linéairement avec la croissance de I'herbe pour les deux lots.

La principale différence entre la culture du sol et la culture hydroponique en ce qui
concerne la nutrition minérale réside sur linfluence de la matrice sol, car la
capacité d'échange cationique (CEC) et les parametres de sol liés a la surface tel que le
potentiel matriciel, peuvent altérer la disponibilité des minéraux (Tavakkoli et al., 2010).

L'existence des oligoéléments dans I'nerbe de blé et de l'orge pourrait contribuer a

la lutte contre la déficience en ces éléments surtout le fer et le calcium, trés recherchés.

3. Activités biologiques étudiées
3.1. Activiteé antioxydante
3.1.1. Activité antioxydante par la méthode du DPPH

Pour évaluer I’activité antioxydante, les valeurs des ECso des extraits de blé et de
I’orge au cours de différents stades, et celle de l'acide ascorbique utilisé comme témoin
positif sont calculées et consignées dans la figure 15.

Sachant qu'une faible ECso indique une capacité tres puissante a piéger le radicale

libre DPPH- et donc une activité antioxydante plus élevée.
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Figure 15 : ECso0btenues avec les extraits bruts de 1’orge et du blé a différentes stades de

croissance.

L’examen de la figure 15 laisse constater une différence dans la capacité de blé et
de l'orge a piéger le radicale DPPHe et ceci au cours de différents stades de
développement.

Ce pouvoir témoigne une augmentation chez le blé, indiquée par la diminution des
valeurs des ECso. Ce paramétre est évalué de 39.39+2.75 mg/ml au stade bourgeons puis il
diminue, comme indique la figure 15, & 18.1949.12 mg/ml puis & 8.25+0.35 mg/ml
respectivement pour les herbes de 5 et 10-15 cm. En revanche, les concentrations efficaces
qui inhibent 50% des radicaux libre de l'orge exhibent une fluctuation et sont plus
importantes a celle de blé a travers les différents stades de croissance. Les concentrations
enregistrées pour les bourgeons, I'nerbe de 5 cm et I'herbe de 10-15 cm sont estimées
respectivement de 43.47, 22+4.24 et 50 mg/ml.

Les ECso enregistrees avec les différents extraits sont nettement trés inférieur a celle

de l'acide ascorbique, utilisé comme témoin positif, évaluée de 0.15 mg/ml.

3.1.2. Activité antioxydante par le test phosphomolybdate

Pour tous les extraits ainsi que les témoins positif (acide ascorbique et acide
gallique), une série de dilution allant de 12.5 a 0.78 mg/ml est préparée.

Les valeurs de I'absorbance mesurées ont permis de tracer des courbes de tendance
logarithmique qui mettent ainsi en évidence une relation proportionnelle entre
I’augmentation de la concentration de l'extrait et la réduction de phosphomolybdate dans

les échantillons étudiés (Figure 16).
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Figure 16 : Profils des courbes obtenus dans le teste de phosphomolybdate pour les
différents stades de croissance de blé (A) et de l'orge (B).

La disposition des courbes illustrées dans la figure 16, A et B indique que
l'activité antioxydante de différents extraits des especes étudiées averent nettement plus
faible que les témoins positifs, qui atteignent a la concentration 12.5 mg/ml, une densité

optique de 2.34 et 3.11 respectivement pour l'acide gallique et lI'acide ascorbique.

L’examen de la figure 16 révele aussi une différence dans la variation de
I’activité antioxydante totale chez le blé et ’orge. Cette variation apparait proportionnelle
avec l'avancement de la croissance pour le blé et inverse pour l'orge. En effet, a la
concentration 12.5 mg/ml des extraits de blé, les densités optiques mesurées sont de 0.38,
0.61 et 1.07 respectivement pour les bourgeons, I’herbe de 5 cm et I’herbe de 10-15 cm. En
revanche, et a la méme concentration des extraits des bourgeons, 1’herbe de 5cm et I’herbe
de 10-15 cm de l'orge, on enregistre respectivement les densités optiques 1.54, 0.81 et 0.64
(figure 16).

Comparant l'activité antioxydante de deux espéces entre elles, on constate qu'au
stade bourgeons et herbe de Scm que Dactivité antioxydante totale chez 1’orge est
supérieure a celle de blé. Cependant, au stade 10-15 cm, la situation est renversée avec une

densité optique de 1.54 pour le blé contre 1.07 pour l'orge (figure 16).
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Discussion

Les herbes appartiennent a la famille des Poaceae (Gramineae) constituent le
groupe le plus important de plantes utiles. Il est prouvé que certaines espéces des herbes
ont un effet thérapeutique important et de fortes propriétés antioxydantes (Balcerek et al.,
2009), parmi lesquels 1’herbe de blé (Jaya et Gayathri, 2009 ; Lakshmi et al., 2014 ;
Zendehbad et al., 2014 ; Abed et al., 2017 ; Johri et Khan, 2017 ) et I’herbe de I’orge
(Kiewlicz, 2016 ; Kawka et al., 2019 ).

Les especes de cette famille contiennent des composants bioactifs & activité
antioxydante, notamment des flavonoides, les glycosides de 1’apigénine, de la lutéoline, de
la tricine et des acides phénoliques comme I’acide férulique, 1’acide caféique, l'acide p-
hydroxybenzoique. Cemme elle renferme des triterpénes, des saponines et des stérols
(Balcerek et al., 2009), les herbes de blé et de I’orge exhibent également une richesse en
vitamine C et E (Mondal et Saxena, 2016), en cuivre (Cu**), en zinc (Zn**), en
manganese (Mn**), en sélénium (Se™) et en fer (Fe™) (Mogra et Rathie, 2013; Zeng et al.
2018), en superoxyde dismutase (SOD), en cytochrome oxydase (Sareen et al., 2014 ; zeng
et al., 2018), et en chlorophylle (Niroula et al., 2019).

Il est établi que I’activité antioxydante est liée positivement avec la structure des
polyphénols. Généralement, les polyphénols ont une activité antioxydante la plus élevée
gréce au nombre élevé des groupements hydroxyles (Heim et al., 2002), qui peuvent donc
donner des hydrogénes pour stabiliser et neutraliser ’hydroxyle (OHe) et les radicaux
superoxydes (O2¢-), les peroxyles (ROOv¢), les alkoxyles (RO<) (Lii et al., 2010). Les
composes phenoligues contiennent des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique. Grace a
leur propriété de résonance, ils sont capables de donner des protons et / ou des électrons a
d'autres molécules instables (Chomchan et al., 2016). Les molécules phénoliques peuvent
également inhiber les enzymes générant des radicaux libres telles que, la xanthine oxydase,
la lipoxygénase, la protéine kinase C, la cyclooxygénase, la monooxygénase microsomale,

la succinoxydase mitochondriale et la NADPH oxydase (Banjarnahor et Artanti, 2014).

Les propriétés antioxydantes puissantes de I’herbe de blé ont mets en évidence par
Shyam et al., (2007) chez des sujets sains et a déclaré que la supplémentation en herbe de
blé fournit une meilleure protection contre la peroxydation lipidique et diminue ainsi le
stress oxydatif et augmente les niveaux d'antioxydants endogenes tels que le statut

antioxydant total du plasma et la vitamine C.
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L'herbe de blé contient une grande quantité d'antioxydants et presque pas d'effets
secondaires. Elle peut donc étre utilisée comme antioxydant phytomédicine contre le stress
oxydatif causé par les médicaments chimiothérapeutiques et peut également augmenter
I'activité antinéoplasique du médicament (Sachin et al., 2013), Meera et al., (2016) ont
montrés que cette activité anticancéreuse peut étre utile dans le traitement du cancer de la
bouche par voie orale.

Malla et al., (2014) ont trouvé que I'nerbe de blé a des effets curatifs sur les
dommages a la membrane des globules rouges causés par plusieurs facteurs dont les
dommages des radicaux libres jouent un r6le majeur.

Trés peu de publications sont disponibles dans la littérature sur les propriétés
nutritives et antioxydantes des extraits des bourgeons de blé ou il est rapporté que ces
extraits inhibent les dommages oxydatifs de 'ADN et sont efficaces en supprimant le
radical superoxyde qui peut conduire a diverses maladies (Falcioni et al., 2002).

Nos résultats révélent une activité antioxydante trés faible en comparant avec
certaines données littéraire. En effet, les résultats de Saini et al. (2017) sur trois variétés
de blé, signalent des ECso de 6.32, 9.2 et 11 pg/ml respectivement chez Triticum dicoccum,
Triticum durum et Triticum aestivum. Tandon et al. (2011) ont trouvés que la
concentration efficace des extraits éthanolique et aqueuse de blé de 15-17 c¢cm sont de
I’ordre de 177.701 pg/ml et 646.056 ug/ml respectivement. L’étude de Khanthapoka et al.
(2015) a montré que la valeur de ECso de I’extrait sec de blé était 0.81 mg/ml. D’aprés
Dhaliwal et al. (2015) les extraits méthanolique et aqueuse ont des ECso de 81.44 pg/ml et
131.3 pg/ml respectivement. Egalement, Nepal et al. (2018) ont trouvés que I’herbe de
I’orge a une ECsp de ’ordre de 135.625 pg/ml.

Cependant, Niroula et al. (2019) ont signalés chez les bourgeons et I’herbe de blé
agée 10 jours ainsi que 1’herbe de I’orge de 13 jours des concentrations efficaces allant a
289.26 mg/ml, 88.82 mg/ml et 103 mg/ml respectivement. Ces ECso averent nettement plus
importantes a celles trouvées dans notre résultats. Cette méme étude, concorde nos
résultats sur la forte activité antioxydante de I'herbe de blé par rapport a celle de I'orge. On
suggere que Cette différence est attribuée a la tenure différents en molécules bioactifs
rappelant que I'apigénine, la quercitine et la lutéoline caractérisent I'nerbe de blé (Padalia et
al., 2010), tandis que le O-glycosyl était signalé¢ dans I'herbe d'orge (Paulickova et al.,
2007).
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Falcioni et al., (2002) ont signalés que l'activité antioxydante totale des bourgeons
de blé est nettement supérieure a celle des germes et des jeunes plants de blé (15-20 cm).
Ces résultats affirment nos constatations mais sur le I'orge et non pas le blé. Ceci est
probablement di au potentiel antioxydant plus élevé de composés phénoliques hydrolysés
qui présentent fortement dans les bourgeons (Mattila et Kumpulainen, 2002 ; Dvotakova et
al., 2008 ; Simi¢ et al., 2017 ; Niroula et al., 2019).

Tandon et al., (2011) signalent que lutilisation de méthanol comme solvant
d'extraction restreindre les composés cellulaires responsables du piégeage du radical
DPPH, seules les substances solubles dans le méthanol (par exemple les caroténoides, les
acides gras) sont impliquées dans ce processus de piégeage. Selon Piluzza et Bullitta,
(2011) les différentes relations entre l'activité antioxydante et le contenu phénolique total
peuvent étre di a de nombreux facteurs, en fait, le contenu phénolique total ne comprend

pas tous les antioxydants.
3.2 Activité antimicrobienne

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de blé et de ’orge a différents stades de
croissance est réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé, traduite en diametres

des zones d’inhibition formées au tour des disques imbibés de ces extraits.

Les diamétres des zones d’inhibitions des extraits bruts contre les souches testées

sont présentés dans le tableau 08.

Tableau 08 : Diamétres des zones d'inhibition obtenus avec les différents extraits de blé et

de 'orge a différents stades de développement avec les souches testées.

La souche Zone d’inhibition en mm
100mg/ml | 50mg/ml | 25mg/ml | 12.5mg/ml | 6.25mg/ml | 3.125mg/ml - .
sensibilité
S. aureus 6.8£0.2 | 6.6+0.2 | 6.6+0.2 | 6.6£0.2 | 6.6£0.2 | 6.6+0.2 -
% K.pneumoniae 6+0 60 6+0 6+0 6+0 6+0 -
z E.coli 7.5£0.5 | 7.6+£0.2 | 7.3+0.5 | 7.1+0.2 | 7.6x0.5 | 7.6x0.5 -
:’% S.typhi 6.6£0.5 | 6.6+0.5 | 6.6+0.5 | 6.6+0.5 | 6.6£0.5 | 6.6+0.5 -
é C.albicans 6.6£0.2 | 6.5+0.5 | 6.5+0.5 | 6.6 £0.7 | 6.6 £0.7 | 6.5+0.5 -
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S. aureus 7+0 | 6.8%0.2 | 6.840.2 | 6.8+0.2 740 6.8+0.2

@ | K.pneumoniae |  6+0 6+0 6+0 7£0 7£0 7£0

o)

Z |Ecol 7540 | 7.3+0.2 | 7520 | 7.3x0.2 | 7.3+0.2 | 7.3%0.2

§ S.typhi 6.3+0.5 | 6.3+0.5 | 6.3+0.5 | 6.3x0.5 | 6.3+0.5 | 6.3%0.5

©

S [Calbicans 6.3+0.2 | 6.3+0.2 | 6.3+0.2 | 7.3+1.4 | 7.3+t1.4 | 7+0.8

T

= S. aureus 7+0 7+0 7+0 7+0 7+0 7+0

S

£ | <:pneumoniae | 7+0 6+0 6+0 6+0 6+0 6+0

(&]
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o

—

= | 's.typhi 6.5+0.7 | 6.5+0.7 | 6.520.7 | 6.520.7 | 6.5%0.7 | 6.50.7

S | caaibicans 6.5t0 | 6.740.3 | 6.520.3 | 6.5+0.3 | 6.5+0.3 | 6.5%0.3

T

o | S.aureus 7+0.7 | 6.7£0.3 | 6.50 6.5+0 6.5+0 6.5+0

=1}

R

= [Kpneumoniae | 720 | 740 | 7%0 70 810 60

=

@ |'E.coli 6.240.3 | 70 7+0 | 7.220.3 | 7.220.3 7+0

o
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>
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(5]

(@]
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£
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©
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[ -

2 | C. albicans ]| 6.8#0.2 | 6.840.2 | 6.620.2 | 6.50 | 6.6£0.2 | 6.6+0.2
S. aureus 7+0 | 6.74#0.3 | 6.720.3 | 6.740.3 | 6.74#0.3 | 6.740.3
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o
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Le tableau (08) montre que nos extraits dans cette étude ont des diamétres
d’inhibition < 8 mm donc les agents pathogenes sélectionnés sont résistants a nos extraits.

L'observation de tableau 08 ne révele aucun diamétre supérieur a 8 mm, ce dernier
est enregistré chez I'extrait des bourgeons de I'orge contre K.pneumoniae.

E. coli (G-) parait la souche le moins résistante aux extraits de blé et de l'orge pour

les différents stades de la croissance avec des zones d’inhibition Situés entre 7 et 7.7 mm.
Discussion

Les résultats obtenus ne reflétent pas I’efficacité antimicrobienne des extraits de blé
et de ’orge a différents stades de croissance.

Le résultat négative constaté dans notre étude concordent ceux de Wakeham.
(2013) signalant que 1’herbe de blé n’a aucune activité antibactérienne contre Escherichia
coli, Staphylococcus aureus et staphylococcus mutans, d'aprés Desai., (2005) les extraits
d'acétone et méthanoliques de I'herbe de blé n'‘ont aucune activité antibactérienne,
cependant le jus frais et non dilué a montré une légere activité antibactérienne contre
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium et Kleibsella
pneumoneae a la concentration 2.7 g / ml.

Rajoria et al., (2015) par une étude sur trois extrait de blé : chloroformique,
hexanique et méthanoliquee, contre E. coli (G-), S.aureus (G+) et S. typhi (G-) ont signalé
la résistance de ces souches contre les extraits étudiés.

En revanche, Pannu et Kapoor., (2015) ont trouvé des zones d'inhibition évaluées a
11 et 13 mm formées par les extraits aqueux et le jus de I'nerbe de blé en contacte de E.
coli. D'autres études ont montrés que I'nerbe de blé et celle de I'orge exercent un pouvoir
inhibiteur, citant I'étude de Sundaresan et al., (2015) sur S. typhi, S. aureus et E.coli par
les extraits méthanolique. Celle de Ashok. (2011) contre E. coli et S. aureus et Candida
albicans. Egalement les résultats de Millat et al., (2019) sur les souches testées sont 10 mm
contre S. aureus (G+), 12 mm contre Salmonella typhi (G-), 19 mm contre E. coli, 2.5 cm
pour C.albicans. On rajout 1’étude de Rana et al., (2018) sur I’extrait de I’herbe de blé de 5
a 6 jours sur E. coli et S. aureus.

Concernant 1’orge, 1’étude de Nepal et al., (2018) a montré des résultats tres
prometteurs sur l'effet antimicrobien de l'orge. Car des zones d'inhibition de 20.5 mm
contre S. typhi, de 24.45 mm contre S. aureus et de 22.5 mm contre E. coli ont été

marquees.
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Ces écarts remarqués d'une étude a l'autre pourrait étre la conséquence de la
différence de la qualité des grains semés, du sol, l'exposition au soleil, la méthode de
I'extraction et les concentrations testées.

Selon la littérature 1’herbe de blé et de I’orge contiennent une grande variété de
métabolites secondaires ayant des propriétés antimicrobiennes, tels que les flavonoides, les
terpénoides, les alcaloides, tanins, glycosides, les polyphénols comme 1’acide vanillique,
I’acide gallique, la quercétine.

Les antimicrobiens actuels couvrant un large éventail de cibles se rencontrent, I'un
sont bactériocide et I’autre sont bactériostatique. L’action antimicrobienne reléve
généralement de I'un des quatre mécanismes, dont trois impliquent l'inhibition ou la
régulation d'enzymes impliquées dans la biosynthéese de la paroi cellulaire, métabolisme et
réparation des acides nucléiques, ou synthese protéique, respectivement. Cependant, des
études d’interaction basées sur les cibles antimicrobiennes ont principalement confirmé
leur mode d'action via l'inhibition de la réplication de I'ADN et I'inhibition de I'intégrité de
la paroi cellulaire et l'inhibition de la protéine synthese (Walsh, 2003 ; Rajoria et al.,
2015).
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Conclusion et perspectives

Conclusion

L’objectif de notre travail vise a évaluer le contenu phénolique et minérale, ainsi
que les activités antioxydante et antimicrobienne des produits de la germination de blé et
de l'orge (bourgeons, herbes de stade 5 cm et 10-15 cm).

Les rendements d’extraction par le méthanol sont plus importants chez le blé que
l'orge et pour les deux, c'est I'herbe de 5 cm qui recoit le meilleur rendement, 6.51 £ 1.03%
pour le blé et 2.46 + 1.71% pour I’orge.

Le dosage quantitatif des polyphénols et des flavonoides témoigne que les
bourgeons et les herbes de blé sont les plus pourvus en ces métabolites et que les
polyphénols augmentent suivant lI'avancement de la croissance aussi bien chez le blé que
I’orge.

Concernant les minéraux, nos résultats ont constaté la richesse des bourgeons et
I'nerbe de blé et de I'orge en sodium, chlore et potassium, des teneurs moins importantes en

calcium et phosphore et relativement faibles en fer et magnésium.
L'activité antioxydante réalisée par le test de DPPH-et de PPM révele que nos

différents extraits exrecent une activité antioxydante mais nettement plus faible que celle
des témoins positifs. Cette activité augmente régulierement suivant les stades de la
croissance de blé. Mais chez l'orge elle montre des fluctuations.

Le test antimicrobien effectué par la méthode de diffusion en milieu gélosé révéle
la présence de quelque activité chez certaines souches comme C. albicans, et toujours les

diametres des zones d'inhibition ne dépassent pas 8 mm.

Perspectives

On souhaite pour des études ultérieur de :

Etudier d’autres périodes de croissance.

Evaluer d'autres activités biologiques, a savoir l'activité immuno-modulatrice,
anticancéreuse, anti-inflammatoire, anticoagulante et antidiabétique.

Doser d’autres composés biochimiques tels que les vitamines surtout la vitamine
C, les enzymes comme le superoxyde dismutase, les phytohormones, la chlorophylle et les
protéines et d’étudier in vivo I’effet du jus de I’herbe de blé et de I'orge sur I'état

physiologique de I’organisme surtout sur I’effet anti-anémique.
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Annexe 01 : Taxonomie et caractéristiques des souches microbiennes testées.

Aspect microscopique de
la souche

Taxonomie

Caractéristiques

Salmonella typhi

Phylum : Proteobacteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : salmonella

Espece : Salmonella enterica
Sous-espece : Salmonella
enterica subsp

Sérotype : Salmonella Typhi
(Scaria et al., 2008).

Salmonella typhi est une bacterie
flagellée (Parry et al., 2002) en
forme de batonnet, gram négatif,
mobile anaérobie facultative, il
appartient a la famille des
Enterobacteriaceae (Ong et al.,
2013), et qui provoque une
infection lorsque de la nourriture
ou de I'eau contaminées est ingerée
(Guirguis et al.,, 2017), il est
responsable de la fievre typhoide
(Barnett, 2016).

Escherichia coli
(ATCC 25622)

Régne : Bacteria
Embranchement: Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia

Espéce : Escherichia coli

(Kaper, 2004 ; Touhami, 2017).

Escherichia coli est classé comme
une bacterie Gram négatif en forme
de batonnet dans la famille des

Enterobacteriaceae. La bactérie
habite principalement dans le
tractus intestinal inférieur des

animaux a sang chaud, y compris
les humains (Jang et al., 2017).
Elles sont anaérobies facultatifs et
non sporulants. La plupart des

souches sont inoffensives, mais
certaines acquierent des
entérotoxines ou des facteurs

d'invasion de bactériophages ou
d'’ADN plasmidique et deviennent
pathogenes (Bhavsar et Krilov,
2015).




Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)
) =t r

Régne : Bacteria

Division : Firmicutes
Classe : Beilli

Ordre : Bacillales

Famille :Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus
Espece :Staphylococcus
aureus (Leclerc, 1995 ;
Seubert, 2016 ;
Vijayakumaran, 2010).).

Staphylococcus est classé dans le
groupe des bacilles Gram-positifs.
C'est un organisme sphérique non-
sporulé, non-motile qui se divise en
plus d'un plan en formant des
grappes irrégulieres. C'est
facultativement anaérobie

et posséde une coagulase (Foster et
Geoghegan, 2015), S. aureus forme
des colonies «dorées» de taille
moyenne, est un commensal et un
agent pathogéne (Plata et al.,
2009).

Klebsiella pneumonia

Régne : Bacteria
Embranchement:Proteobacteria
Classe : Gamma Proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella

Espéce : Klebsiella pneumoniae

(Aichatou, 2010 ; Sekhri-Arafa,
2011).

Klebsiella pneumoniae, un membre
de la famille des
Enterobacteriaceae, est un bacille
en forme de Dbatonnet, a Gram
negatif immobiles, non sporulés,
anaérobies facultatifs (EI Fertas-
Aissani et al., 2012 ; Srinivasan et
al., 2012), qui fermente le lactose
et possede une capsule
proéminente. K.  pneumoniae
typique est un agent pathogéne
opportuniste que l'on trouve
couramment dans la bouche, la
peau et les intestins, ainsi que dans
les hopitaux et les dispositifs
médicaux (Li et al., 2014).

Candida albicans

Empire : Eucaryote

Regne : Fungi
Division/phylum: Ascomycota
Sous-embranchement :
Saccharomycotina

Classe : Saccharomycetes
Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Candida

Espéce : Candida albicans
(Abu Baker, 2012).

Candida albicans est un agent
pathogene opportuniste diploide,
naturellement hétérozygote. C'est
une levure imparfaite capable

d'une transition levure-hyphale
(transition dimorphique) induite
par des facteurs environnementaux
(Pesti et al., 1998). Candida
albicans est couramment trouvé
comme un commensal inoffensif
dans le tractus gastro-intestinal de
I'hnomme (Sheth et al., 2005).




Annexe 02 : Etapes de I’extraction.

Broyage

Macération Filtration

Extrait sec Extrait brut



Annexe 03 : Dosage biochimique.

B

Dosage des polyphénols.

Absorbance (DO)a 765 nm
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Dosage de calcium (Kit Biolabo).



Dosage de fer (a gauche, kit Biomaghreb) et de phosphore (a droite, kit Spinereact).

Dosage de magnésium (Kit Biomaghreb).




Annexe 04 : Evaluation des activités biologiques.

Evaluation de I’activité antioxydante (DPPH).

Evaluation de I’activité antioxydante totale (Test de phosphomolybdate).
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Aromatogrammes des extraits bruts de blé et de I’orge a différents stades de développement a différentes
concentrations : A=50 mg/ml, B=25 mg/ml, C=12.5 mg/ml, D=6.25 mg/ml, E=3.125 mg/ml.



Annexe 05 : role des minéraux pour les plantes et chez 'homme

Plantes

Homme

Ca

Il est nécessaire pour des réles structurels
dans la paroi cellulaire et les membranes,
un contre-cation pour les ions inorganiques
et organiques dans la vacuole, un messager
intracellulaire dans le cytosol (White et
Broadley, 2003 ; White, 1998).

la contraction musculaire, l'activation des
ovocytes, la formation des os et des dents
solides, la coagulation du sang, l'influx
nerveux, la transmission, la régulation du
rythme cardiaque et I'équilibre des liquides
dans les cellules (Pravina et al., 2013).

Na

Il facilite le métabolisme, en particulier la
régénération du phosphoénolpyruvate, a
synthése de la chlorophylle (Kering, 2008),
il remplace le K dans plusieurs rdles, tels
que le maintien de la pression de la
turgescence et aide a l'ouverture et a la
fermeture des stomates (Subbarao et al.,
2003).

Il intervient dans le maintien de
I'noméostasie  cellulaire  normale, la
régulation de I'équilibre hydro-
électrolytique et de la pression artérielle, le
maintien du  volume de  fluide
extracellulaire, DI’excitabilité des cellules
musculaires et nerveuses et le transport
des nutriments et des substrats a travers les
membranes plasmiques (Strazzullo, 2014).

Mg

Il intervient dans la photophosphorylation,
la fixation du dioxyde de carbone
photosynthétique (CO2), la synthése des
protéines, la formation de chlorophylle, le
chargement du phloeme, le
partitionnement et  lutilisation  de
photoassimilates, la génération d'espéces
réactives de l'oxygene, et la
photooxydation dans les tissus des feuilles
(Cakmak et Yazici, 2010).

le deuxieme cation intracellulaire le plus
abondant, il joue un role important dans la
fonction cellulaire et il est impliqué dans
plus de 300 reactions enzymatiques dans
l'organisme, participant au métabolisme
des glucides, des lipides, des protéines et
des acides nucléiques, a la synthese des
transporteurs de dihydrogéne (Hz) et en
particulier a toutes les réactions impliquant
la formation et l'utilisation de l'adénosine
triphosphate (ATP) (Laires et al., 2004).

Cl

Ses fonctions dans la croissance et le
développement des plantes comprennent la
régulation osmotique et stomatique,
I'évolution de l'oxygéne dans la
photosynthése, la résistance et la tolérance
aux maladies (Chen et al., 2010).

Il est [lanion extracellulaire le plus
important, il sert a de nombreuses
fonctions du corps, notamment le maintien
de la pression osmotique, I'équilibre acido-
basique, lactivité musculaire et le
mouvement de leau entre les
compartiments de fluide (Berend et al.,
2012).

Il est nécessaire au cours du processus de
génération et de transfert de I’énergie, du
métabolisme du carbone, de la synthese
membranaire, de l'activation enzymatique
et de la fixation de l'azote. Il est un
constituant des biomolécules clés telles
que les acides  nucléiques, les
phospholipides et I’ATP (Aziz et al,
2014). Au niveau de la plante entiere, il
intervient dans la stimulation de Ila
germination des graines, et dans le
développement de la résistance des racines
et des tiges, également, il joue un role
dans la formation des fleurs et de graine,
et dans I’amélioration de rendement et de

Dans I’organisme le P est un nutriment
essentiel  nécessaire  aux  réactions
biologiques critiques qui maintiennent le
contrble homéostatique normal de la
cellule. Cet élément est un élément
important de  différentes  structures
cellulaires, y compris les acides nucléiques
et les membranes cellulaires (Razzaque,
2011).




qualité des cultures. Par conséquent, le P
est essentiel a tous les stades de
développement, de la germination a la
maturité (Malhotra et al., 2018).

Il joue un role primordial dans la
translocation des glucides, la
photosynthése, les relations hydriques, la
résistance aux insectes et aux maladies et
dans le maintien de I'équilibre des cations
monovalents et divalents et il est impliqué
dans plusieurs processus biochimiques et
physiologiques trés importants pour la
croissance et le rendement des plantes. De
plus, il joue également un rdle important
dans la photophosphorylation, le maintien
de la turgescence, les tolérances au stress
et l'activation enzymatique (Ashfaq et al.,
2015).

Dans l'organisme, le K est I'un des
principaux minéraux du sang essentiels a la
fonction cellulaire et électrique. Il est le
principal ion positif, présent dans les
cellules, ou plus de 90% des réserves
totales de potassium dans l'organisme sont
contenues. En plus du Na, le K régule
I’équilibre hydrique et 1’équilibre acido-
basique dans le sang et les tissus et joue un
role essentiel dans la transmission des
impulsions électriques dans le cceur. Le
transport actif du K dans et hors des
cellules est crucial pour les maladies
cardiovasculaires et nerveuses (Kowey,
2002).

Fe

Il est impliqgué dans la synthése de la
chlorophylle et il est essentiel au maintien
de la structure et de la fonction des
chloroplastes (Rout et Sahoo, 2015).

Il est essentiel pour la synthese de ses
protéines transportant l'oxygéne, en
particulier I'hémoglobine et la myoglobine,
ainsi que pour la formation des enzymes
hémiques et d'autres enzymes contenant du
fer impliquées dans le transfert d'électrons
et les réactions d’oxydoréduction
(Abbaspour et al., 2014).
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Composition biochimique et activités biologiques des extraits de ’herbe de blé et de ’orge
Résume

Ce travail a pour objectif de valoriser la composition biochimique et d’évaluer I’activité
antioxydante et antimicrobienne des herbes et des bourgeons de blé et de l'orge qui

représentent les premiers stades de germination de ces deux espéces.

Le rendement des extraits méthanolique révele, pour les deux espéces, que ’herbe de 5
cm a le meilleur rendement suivie de celui des bourgeons puis I’herbe de 10-15 c¢cm, avec des
pourcentages allant de 6.18+1.03 a 2.84+0.98% pour le blé et de 2.32+0.14 a 0.7+£0.57% pour
I’orge. Le dosage quantitatif des composés phénoliques montre 1’augmentation de la
concentration des polyphénols et des flavonoides avec la croissance. Les taux en polyphénols a
travers les différents stades sont de 21.84+10.27, 27.99416.79 et 54.75+11.66 mg EAG / g ES
pour le blé et de 33.16+21.22, 33.15+2.31 et 34+24.64 mg EAG /g ES pour ’orge. Alors que
ceux des flavonoides sont compris entre 1.6+0.8 et 45.5£21.92 mg ER / g ES pour le blé et
entre 0.3+0 et 25.77+0 mg ER / g ES pour I’orge. Le dosage des minéraux revéle la richesse de
nos extraits en Na**, CI, K*, P® et Ca™, mais sont moins pourvus en Mg** et en Fe**
L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de DPPH montre que les ECso diminuent
avec la croissance de blé passant de 39.93+2.75 a 18.9£19.12 puis 8.25+£0.35 ml/mg. Tandis
que les bourgeons et I'herbe de ble témoignent des activités plus faibles. Le test de
phosphomolybdate montre aussi que I’activité antioxydante totale augment avec la croissance
de bl¢, alors qu'elle se diminue avec la croissance de 1’orge. L’évaluation de Dactivité
antimicrobienne montre que les souches testées résistent a nos extraits avec des diametres

d’inhibitions tous inférieurs a 8 mm.

Mots clés : Herbe, blé, orge, polyphénols, flavonoides, antioxydante, antimicrobienne.
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Biochemical composition and biological activities of wheatgrass and barley grass extracts
Summary

This work aims to valorise the biochemical composition and evaluate the antioxidant and
antimicrobial activity of herbs and sprouts of wheat and barley which represent the first stages of
germination of these two species.

The yield of the methanolic extracts reveals for both species, that the grass of 5 cm has
the best yield followed by that of the sprouts then the grass of 10-15 cm, with percentages ranging
from 6.18 + 1.03 to 2.84 + 0.98 % for wheat and from 2.32 £ 0.14 to 0.7 £ 0. 57% for barley. The
quantitative determination of phenolic compounds shows the increase in the concentration of
polyphenols and flavonoids with growth. The levels of polyphenols across the different stages are
21.84 + 10.27, 27.99 + 16.79 and 54.75 + 11.66 mg GAE / g DE in wheat and 33.16 + 21.22,
33.15 £ 2.31 and 34 + 24.64 mg GAE / g DE in barley. While those of flavonoids are between 1.6
+ 0.8 and 45.5 + 21.92 mg RE /g DE in wheat and between 0.3 £ 0 and 25.77 £ 0 mg RE / g DE in
barley. The dosage of minerals reveals the richness of our extracts with Na™, CI, K*, P? and
Ca'™", but are less filled with Mg?* and Fe*™*. The antioxydante activity evaluation by the DPPH
method shows that the ECso decreases with the growth of wheat from 39.93 £2.75t0 18.19 + 9.12
then 8.25 + 0.35 mg /ml. While sprouts and wheatgrass show weaker activities. The PPM test also
shows that the total antioxidant activity increases with the growth of wheat, whereas it decreases
with the growth of barley. The antimicrobial activity evaluation shows that the strains tested are

resistant to our extracts with diameters of inhibitions all less than 8 mm.

Key words : Grass, wheat, barley, polyphenols, flavonoids, antioxidant, antimicrobial.



