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Résumé

Résumé

Le but de cette étude est de mettre en valeur la composition biochimique et d'évaluer I'activité
antibactérienne et antifongoque des extraits hydro-méthanoliques de différentes parties de grain
d'orge (Hordeum vulgare L.) de la variété Saida.

L'étude phétochimique qualitatif indique la presence de differents composés phénoliques comme
I'acide phénolique, les quinones libres, les alcaloides, les glucosides, les tanins et les térpenoides
avec l'absence des Antraquinones et des saponines.

Pour I'activité antibactérienne des trois extraits (Graine nue, Péricarpes et Graine avec péricarpes)
effectué par la méthode de diffusion en disques et en puits en milieu Mueller Hinton, la méthode
des disques, montre que I'extrait hydro- methanolique des Péricarpes a exercer la meilleur activité
inhibitrice sur les deux souches pathogenes testées, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et
Bacillus spizizini (ATCC 6633) avec des diameétres d'inhibitions de 11lmm et 14mm
successivement. Pour les deux autres souches, Escherichia coli (ATCC 11303) et Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603), I’effet inhibiteur des trois extraits demeure faible.

Concernant la méthode des puits et d’aprés les resultats obtenues, la meilleure activité inhibitrice
est exercée par l'extrait hydro-méthanolique des Péricarpes sur la souche Staphelococus aureus
(ATCC 25923) et la souche Sallmonella typhimurium (ATCC 14028) dont les diameétres
d’inhibitions sont de 23mm.

Quant a l'activité antifongique, nos résultats indiquent que les extraits testés ont un effet faible sur
les souches fongiques testées (Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus et
Penicillium sp.). Tandis que les trois extrais testés exercent un effet inhibiteur sur la croissance de
la levure Candida albicans dont I’activité la plus forte a été enregistrée avec des graines avec

péricarpes avec un diamétre d’inhibition de 20mm

Mots clés : orge, composés biochimiques, activité antibactérienne, activité antifongique.
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Résumé

Abstract

The aim of this study is to highlight the biochemical composition and to evaluate the antibacterial
and antifungal activity of hydro-methanolic extracts of different parts of barley grain (Hordeum
vulgare L.) of the Saida variety.

The qualitative phetochemical study indicates the presence of different phenolic compounds such
as phenolic acid, free quinones, alkaloids, glucosides, tannins and térpenoids with the absence of
Antraquinones and saponins.

For the antibacterial activity of the three extracts (Bare seed, Pericarp and Seed with pericarp)
carried out by the diffusion method in discs and well in medium Mueller Hinton, the method of
the discs, shows that the hydro- methanolic Pericarpus to exert the best inhibitory activity on the
two tested pathogenic strains, Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Bacillus spizizini (ATCC
6633) with inhibition diameters of 11mm and 14mm successively. For the other two strains,
Escherichia coli (ATCC 11303) and Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), the inhibitory effect
of the three extracts remains low.

Regarding the well method and the results obtained, the best inhibitory activity is exerted by the
hydro-methanolic extract of Pericarpus on the strain Staphelococus aureus (ATCC 25923) and the
strain Sallmonella typhimurium (ATCC 14028) with inhibition diameters of 23mm.

As for antifungal activity, our results indicate that the tested extracts have a weak effect on the
tested fungal strains (Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus and

Penicillium sp.). While the three extrais tested exert an inhibitory effect on the growth of the yeast
Candida albicans whose strongest activity was recorded with seeds with pericarps with an
inhibition diameter of 20mm

Keywords: barley, biochemical compounds, antibacterial activity, antifungal activity.
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Petite quantité :(+)

Moyenne quantité : (++)
Grande quantité : (+++)
Pourcentage : %

Ans : Années

C : Carbone.

Cm : Centimeétre.

H2 O2 : Peroxydes d’hydrogéne
DMOS : Diméthyl sulfoxyde.
E. coli : Escherichia coli.
FeCls : Chlorure ferrique.

g : Gramme.

g/l : Gramme par litre.

G- : Gram négatif.

HCI : Acide chlorhydrique.

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae.

B. spizizini : Bacillus spizizini.

S. aureus : Staphylococcus aureus
L. : Classification de Linné.

M : million.

mg /g : Milligramme par gramme.

mg/ 100g : Milligramme par 100 gramme.

mg /ml : Milligramme par millilitre.
min : Minutes.

ml : Millilitre.
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Liste des abréviations

mm : Milli métre.

N° : Numéro.

NaCl : Chlorure de sodium.

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NaOH : Hydroxyde de sodium.

NH40H : Hydroxyde d’ammonium.

pH : Potentiel Hydrogéne.

S. typhimurium : Salmonella typhimurium.
MH : milieu Muller Hinton

pl : Microlitre.

GN : Gélose nutritive.
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FUS: Fusarium oxysporum

FAM : Aspergillus flavus

PN : Penicillium sp
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Introduction

Introduction

Les céréales jouent un réle crucial dans la santé humaine en fournissant des glucides complexes,
des fibres, des protéines, des vitamines et des minéraux essentiels. Elles sont une source d'énergie
durable et contribuent a la régulation du taux de glucose dans le sang, ce qui est vital pour le
fonctionnement optimal du cerveau et des muscles. De plus, les fibres présentes dans les ceréales

favorisent la santé digestive, réduisent le risque de maladies cardiovasculaires.

L’orge (Hordeum vulgare L.) se situe a coté du blé, du mais et du riz, étant I’une des céréales les
plus importantes dans le monde, se classant au quatrieme rang des céréales pour la production des
grains avec 38% mais, 29% blé, 20% riz et 6% d’orge (Usda, 2010/2011).

Elle est probablement la plus ancienne espece cultivée par I'hnomme, dont la culture remonte aux
périodes de 5000 a 7000 ans avant J.C. (Poehlman,1985). Initialement destinée a I'alimentation
humaine, elle a évolué principalement vers I'alimentation pour bétail, le maltage et le brassage, en

partie & cause de l'accentuation de I'importance du blé et du riz (SHarma et Gujral,2010).

L'importance de I'orge découle de sa capacité a croitre et & produire dans des environnements
marginaux, caractérisés par la sécheresse, des températures élevées et la salinité (Hopkins,2003).
Historiquement, l'orge constituait une source importante de nourriture dans plusieurs régions du
monde, incluant le Moyen-Orient, I'Afrique du Nord, I'Europe du Nord et de I'Est, ainsi que I'Asie
(Grando et MacphEerson, 2005). Dans d'autres régions, le grain d'orge est intégré au processus

de production du mal (Poehlman,1985).

En Algérie, I'orge a toujours occupé une place importante parmi les autres céréales. Elle dominait
les cultures et était destinée a I'autoconsommation humaine. Son réle dans I'alimentation animale
a toujours été et reste fondamental. La rusticité de I'espéce, sa capacité a s'adapter aux irrégularités
du climat algérien, ses qualités nutritionnelles et méme ses bienfaits pour la santé humaine en font

une culture qui mérite une attention particuliére (Rahal-Bouziane, 2015).

Ces derniéres années, l'intérét pour I'étude des activités biologiques des grains d'orge a
considérablement augmenté en raison de leur potentiel pharmacologique, notamment leurs
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques et anticancéreuses.

Ainsi, notre étude s'est focalisée sur l'identification des principaux composés biochimiques et
I'évaluation des activités antibactérienne et antifongique de I'extrait méthanolique d’une variété
d'orge (Hordeum vulgare L.) nommées Saida.

Notre travaile est basé sur deux parties :




Introduction

La premiére partie :
Concerne une synthése bibliographique sur la plante étudiée (Hordeum vulgare L.), les composés
biochimique et les activités antioxydante antibactérienne et antifongique.

La deuxiéme partie :

Comprend le matériel biologique, la méthode, les résultats obtenues, puis les discussions. Enfin
une coclusion et perspectives sur notre travaile.
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Partie 01 Synthése Bibliographique

I-Généralités sur I’orge

L’orge (Hordeum vulgare L.), plante modéle d’intérét agronomique est I'une des céréales les plus
importantes du monde. Elle fut lI'une des premiéres cultures domestiquées et servit pendant des
siecles pour l'alimentation humaine (Badr et al., 2000). Actuellement, cette plante se classe au
quatrieme rang dans la production céréaliéere mondiale. Elle est employée pour I'alimentation
animale, les malts de brassage et I'alimentation humaine (Akar et al., 2004). L'orge s'adapte
également bien a des environnements différents, il est cultive a partir de 330 métres en dessous du
niveau de la mer pres de la Mer Morte et a 4200 m sur les Andes Boliviennes (FAO, 2009). De
plus, I'orge est une plante bien connue et utilisée pour développer des méthodologies de sélection
végétale, génétique, cytogénétique (Heneen, 2010).

Figure 01 : Orge commune (Hordeum vulgare L.). (Anonyme, 2009)

I-1- Origine géographique

La domestication des orges précédait celle du blé, car les études archéologiques en Syrie et en Iraq
ont révélé la présence de caryopses d'orge datant d'environ 10 000 ans avant Jésus-Christ. Ainsi,
durant I'Antiquité et jusqu'au deuxieme siecle avant Jésus-Christ, I'orge dominait comme céréale
principale dans l'alimentation humaine des régions du croissant fertile, d'Europe et du bassin
méditerranéen. Quant au Maghreb, elle fut introduite depuis le croissant fertile en passant par
I'Egypte (Boulal et al., 2007). Hordeum spontaneum L., ou l'orge sauvage a deux rangs, largement
répandue de la Grece et la Libye jusqu'au Nord-Est de I'Inde, est généralement reconnue comme
I'ancétre de l'orge cultivée Hordeum vulgare L (Jestin,1992). Les variétés d'orge a six rangs, a
rachis fragile, présentes en Asie centrale et auparavant désignées sous le nom de Hordeum

agriocrithon L, sont désormais les descendants subspontanés d'hybrides entre les types cultivés a
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six rangs et Hordeum spontaneum sont maintenant considérés comme tels (Von Bothmer et al.,
1990 in Jestin, 1992).

Une diversification morphologique et une adaptation tres étendue accompagnent la distribution
tres large des orges cultivées. Des types a deux rangs, remontant au Néolithique (7000 avant Jésus-
Christ), découverts dans le croissant fertile du Moyen-Orient, semblent étre les plus anciens restes
de I'orge cultivée, bien antérieurs aux orges a deux et a six rangs trouvés en Extréme-Orient et en
Egypte (Zohary, 1973 ; Jestin, 1992 ; Boulal et al., 2007).

I-2-Origine génétique

L'orge cultivée (H. vulgare L.), de constitution génomique diploide (2n=14), représente une espece
trés ancienne et son exploitation par I’homme en tant qu'aliment remonte, selon (Harlan, 1975),
au néolithique, soit il y a 12000 ans. Les découvertes de graines lors des fouilles menées dans le
croissant fertile fournissent des preuves de son origine géographique. Des débats scientifiques ont
récemment éclaté cncernant I'origine géographique de la domestication de I'orge.

I-3- Classification taxonomique

Depuis plus d’un siécle, certains botanistes se confrontent au probleme de la variabilité du genre
Hordeum. Plus de quarante taxons ont été identifiés. La délimitation taxonomique du genre
demeure encore a résoudre de maniere satisfaisante. La section Hordeum se compose d'espéces
vivaces et annuelles, avec une distribution eurasienne s'étendant de la Méditerranée a I'Ouest et a
I'Asie centrale. Cette section comprend principalement trois espéces : Hordeum vulgare L.,
Hordeum bulbosum L. et Hordeum murinum L. (Bothmer et Jacobsen, 1985 ; Bothmer, 1992 ;
Kochieva et al., 2001).

Tableau 01 : Classification taxonomique de 1’orge cultivé (Egbert, 2008).

Régne Plantae (Régne végétale)
Embranchement Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Liliopsida ( Monocotylédones)
Sous-classe Commelinidae

Ordre Poales (cyperales)

Famille Poaceae (Graminées)

Genre Hordeum

Espece Hordeum vulgare L.
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I-4- Description botanique

L'orge pousse en tant que plante annuelle répertoriée parmi les monocotylédones, faisant partie de
la famille des Poacées (Graminées) et du genre Hordeum (tableau 01), comprenant 32 especes
(Baik et Ulrich, 2008). Ces plantes herbacées ont un cycle vegétatif court denviron 130 a 150
jours, voire moins (Soultner, 1979), se fragmentant en trois phases principales (période végétative,
période de reproduction et période de maturation) (Slafer et al., 2002). Elles croissent en touffes
formées par les racines, les feuilles, la tige et I'épi contenant les graines. En raison de sa précocité
et de son potentiel de productivité dans les zones arides et tropicales, I'orge est la céréale avec la

distribution géographique la plus étendue (Bonjean et Picard, 1990 ; Ceccarelli et al., 1995).

(o
/,"
i\
|
Limbe a nervures ‘\\\ |

paralleles

Gaine entourant
un entre- nocud

/

Tige creuse ou

"rl\aumf"N

Noued

Plateau de tallage b

Graine et rhizome /

disparus

Figure 02 : Description morphologique d’orge (Soltner, 2005).
I-4.1. Appareil vegétatif
Les graminées deviennent des plantes herbacées de petite taille, la plante se développe en générant
un certain nombre d’unités : Les talles.
I-4.1.1. Systeme racinaire
Le systeme racinaire accomplit deux fonctions : il assure I’ancrage de la plante au sol et assure son

approvisionnement en eau et en elements minéraux (Boulal et al., 2007)

Les céréales sont dotées de deux systémes radiculaires successifs:
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e Le systéme racinaire primaire ou seminal, opérationnel des la germination. On observe 5 a
8 racines sémnales ches le blé tender, 7 chez I’orge et 6 chez le blé¢ dur (Monneveux, 1992 ;
Hamadache, 2001 ; Boulal et al., 2007).
e Le systeme racinaire secondaire ou racine adventive, de type fascicule, emerge lors du
tallage. Le nombre de raciness augmenté d’autant plus que le tallage est plus développé et
que la phase de tallage est plus prolongée (Belaid, 1996 ; Boulal et al., 2007).
1-4.1.2. Systeme aérien
Tige : Sur la partie aérienne des ceréales, on identifie une tige principale connue sous le nom de
maitre brin et des tiges secondaires appelées talles qui émergent a la base de la plante (Gondé et
Jussiaux, 1980 ; Boulal et al., 2007). Les nceuds représentent des zones méristématiques d'ou se
développent les entre-nceuds. Chaque nceud constitue le point d'attache d'une feuille (Belaid,
1996 ; Hamadache, 2001). Les entre-nceuds désignent les parties de la tige situées entre les
neeuds ; généralement, ils sont creux chez les blés tendres, I'orge et I'avoine, tandis qu'ils sont
pleins chez les blés durs (Belaid, 1996).
Feuilles : Concernant les feuilles, comme chez toutes les graminées, la présence et la forme des
oreillettes ou stipules ainsi que de la ligule, au point d'insertion de la feuille autour de la graine,
permettent de déterminer I'espéce de la plante examinée, avant I'apparition de I'épi (Soltner, 1999).
Les feuilles sont caractérisées par des nervures paralléles et se composent de deux parties : la partie
inférieure entourant la jeune pousse ou la tige (la gaine), et la partie supérieure en forme de lame
(le limbe) (Belaid, 1996). La gaine de chaque feuille prend naissance a partir du nceud. Les stipules
ou oreillettes se situent a l'intersection entre le limbe et la gaine. Chez le blé, les oreillettes sont
longues, non embarrassantes et généralement ciliées, mais parfois glabres. En revanche, l'orge
présente des oreillettes longues, embarrassantes et toujours glabres (Boulal et al., 2007)
1-4.1.3. Systeme reproducteur
Chez le blé et I'orge, l'inflorescence prend la forme d'un épi, composé d'un ensemble d'unités
nommées épillets. Chaque épillet contient une petite grappe d’une a cing fleurs, qui sont
enveloppées individuellement par deux glumelles (inférieure et supérieure). Les fleurs sont fixées
sur le rachillet (branche issue de I'axe principal de I'inflorescence) (Boulal et al., 2007). Le blé se
reproduit de maniére autogame ou par autofécondation, ce qui signifie que la fécondation se
produit a l'intérieur des glumelles avant que les étamines n'apparaissent a I'extérieur (Soltner,
1999).
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La graine
Fruit sec (caryopse) : D'aprés Soltner (1999), le caryopse des céréales se présente nu ou vétu, en
fonction de I'adhérence des glumelles au caryopse : Le blé et le seigle sont des céréales a caryopse
nu, tandis que l'orge est une céréale a caryopse vétu par des glumelles adhérentes. Selon
Maciejewski (1991), le caryopse nu, dépourvu de glumelle, comprend :

- L’enveloppe du fruit, fusionnée avec le tégument de la graine ;

- L’albumen, riche en amidon, constituant la source de farine ;

- L’embryon comprenant la coléoptile (gaine protectrice de la tige de la plantule), les
prémisses des feuilles, la radicule et la coléorhize (gaine protectrice des racines) ;

- Le scutellum ou cotylédon, en contact avec l'albumen, absorbant les éléments nutritifs

lors de la germination.
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Figure 03 : Coupe longitudinale d’un grain d’orge a gauche et les grains a droite (FAO, 2017).
I-5- Cycle de développement

I-5-1-Période vegetative

La germination : correspond a l'activation de la semence et au début de la croissance de
I'embryon.

La levée : cette phase se caractérise par le nombre de feuilles de la jeune plante et leur stade de
développement (Giban et al., 2003).

Le tallage : le début du tallage se manifeste par I'apparition de I'extrémité de la premiére feuille
de la talle latérale, suivie de I'émergence de nouvelles talles successives, formant un plateau de
tallage au niveau du sol. La fin du tallage marque la fin de la période végétative et le début de la

phase reproductive (Hadria, 2006).
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I-5-2-Période reproductive
La période reproductive commence par la montaison, qui est identifiable lorsque I'ébauche de I'épi
du brin maitre atteint 1 cm de hauteur. Ce stade se termine lorsque I'épi prend sa forme définitive
a l'intérieur de la gaine de la feuille étendard, qui se dilate (stade de gonflement) (Giban et al.,
2003).
L’épiaison : marque la période depuis I'émergence des premiers épis jusqu’a la compléte sortie de
tous les épis hors de la gaine de la derniere feuille (Giban et al., 2003).
La floraison : se caractérise par I'émergence des premiéres étamines hors des épillets au milieu
de I'épi. Sur 50% des épis, la formation du grain se réalise lorsque les grains du tiers médian de
I'épi atteignent la moitié de leur croissance. Ces grains passent par deux stades de développement.
e Le stade laiteux ou le grain vert -clair, contenant un contenu laiteux, atteint sa dimension
finale ; (le grain retient encore 50% d'humidité et la formation des protéines se termine)
e Le stade pateux ou le grain,- devenu jaune, se comprime facilement. (L'humidité du grain
.(s'est évaporée et 'amidon s'est formé
La maturité complete : I'hnumidité atteint environ 20% ; le grain est mQr et prét a étre récolté, c'est

alors la période des moissons.

automne hiver

Figure 04 : Le cycle de développement de I’orge. (INRAE, 2015).

I-6. Zones de production de I'orge

1-6.1. Dans le monde

L'orge pousse dans les régions tempérées du globe, ou elle est cultivée sur des sols calcaires avec
des labours profonds. Elle trouve sa place dans diverses parties du monde comme I'Afrique du
Nord, le Sud de I'Europe et I'Asie (Clerget, 2011). Dans les zones de hautes latitudes et les régions

montagneuses, les agriculteurs choisissent de semer lI'orge au printemps pour eviter les gelées. Par
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conséquent, ces régions requiérent des variétés de printemps pour leur croissance. En revanche,
dans les régions de basses latitudes, les variétes d'orge d'hiver sont privilégiées. Dans les régions
de latitudes moyennes, notamment en Afrique du Nord, en Europe du Sud, au Népal, en Chine et
au Japon, on cultive généralement les variétés d'orge de printemps et d'hiver en automne (VON
BOTHMER et al., 2003).

1-6.2. En Algérie

L'orge s'étend sur les zones marginales des plaines intérieures et des hauts plateaux. (Hakimi,1993)
localise la culture de l'orge en Algérie et son mode d'exploitation sur plusieurs régions
bioclimatiques, a savoir la région subhumide, la région semi-aride, la région aride et la région du
Sahara supérieur. Selon Malki et Hamadache (2002), les régions agro-pastorales telles que Batna,
Khenchela, Tebessa et M'Sila dominent la production d'orge en Algérie.

Production céréales 2017
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Figure 05 : Zones de production des céréales en Algérie, (MADR, 2017).
I-7. Importance thérapeutique de I'orge
Des études effectuées sur les jeunes feuilles d'orge a révélé la présence d'un niveau élevé de
composés antioxydants : la saponarine et la lutonarine, qui sont des flavonoides (Holtekjflen et
al, 2006). Ces flavonoides (Polyphénoles) possedent une propriété préventive de certaines
maladies, et diverses études sur des animaux ont mis en évidence que les feuilles d'orge
présentent des propriétés chimiques bioactives trés bénéfiques pour la santé : elles agissent

comme antiulcéreuses, antioxydantes, hypolipidémiques, antidépressives et antidiabétique.

10
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Comme elles constituent une source alimentaire riche en different molecules bénéfiques pour les
gens anémiques et ceux qui soufrent d'une déficience immunitaire (Besangon, 2000).

Anémie : L’herbe d’orge posséde une richesse en chlorophylle, une fibre alimentaire trés
importante. La chlorophylle exerce la propriété de détruire les germes, constitue une source
essentielle de magnésium et agit sur I’anémie aussi rapidement que le fer. De plus, la formation
du sang est tributaire de la chlorophylle et requiert également des vitamines K, C, B12, de I'acide
folique et de la pyridoxine, toutes présentes dans I’herbe d’orge. (De Vogel J et al, 2005).
Diabéte : La consommation réguliere de compléments alimentaires normalise le niveau de sucre
dans le sang, en particulier grace au mangangése, au zinc, et surtout au chrome qu’ils renferment.
En outre, les enzymes de I’herbe d’orge encouragent I'activité du pancreas (Barbara, 1999).
Immunité : A travers ses enzymes et ses vitamines, I’herbe d’orge renforce le systéme
immunitaire. Ses enzymes anti-oxydantes combattent les radicaux libres tandis que le Béta
caroténe, également abondant, active le lysozyme qui élimine de nombreuses bactéries. D’autres
vitamines, telles que la B1, la B2 et la B6, stimulent respectivement le systeme lymphatique, les
anticorps et le systeme immunitaire dans son ensemble. La choline renforce la production
d’hormones. Enfin, la vitamine C améliore l'efficacité de la phagocytose (Barbara, 1999).
Stress : La forte concentration de nutriments dont bénéficie 1’herbe d’orge diminue les névroses
et autres réactions psychologiques excessives. En conséquence, les vitamines B qu’elle renferme
favorisent un regain de calme relatif et préviennent les décharges d’adrénaline (Paradis, 2017).
I1. Métabolisme secondaire

11-1- Définition de metabolism

Le mtabolisme, issu du grec "métabole" signifiant changement, représente un processus trés
dynamique. Les molécules subissent un renouvellement continu, et la composition d'une cellule a
un instant donné se trouve en équilibre entre synthese et dégradation. La majorité des syntheses
vise & produire des molécules essentielles pour la structure et le fonctionnement de la cellule. Le
métabolisme des plantes vertes émerge avec l'autotrophie. Contrairement a la plupart des autres
organismes, les plantes vertes, sous l'effet de la lumiére, fabriquent leurs propres substrats
organiques nécessaires a leur métabolisme : elles métabolisent le dioxyde de carbone, I'eau et les
sels minéraux, tandis qu'elles rejettent de I'oxygene (Reymond, 1993).

11-2 -Types de métabolisme

Deux types de métabolisme peuvent étre distingués, a savoir le métabolisme primaire et le

métabolisme secondaire.

11
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11-2.1. Métabolisme primaire
e Définition
Les métabolismes primaires consistent en des molécules présentes dans toutes les cellules
végétales et nécessaires a la survie de la plante. Ils forment la base de la machinerie moléculaire
de la cellule. Les glucides, les lipides et les acides aminés constituent d'importants exemples de
métabolismes primaires (Hopkins, 2003).
11-2.2. Métabolisme secondaire
e Définition
Le terme "métabolite secondaire™ est employé pour décrire les composés chimiques présents dans
les plantes, qui sont responsables de fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie des
plantes, telles que la communication intercellulaire et la défense (Guillaume, 2008).
e Classification des métabolites secondaires
Les métabolismes secondaires se répartissent en deux classes chimiques : les composés azotes,
comprenant les alcaloides et les glycosides, qui sont synthétisés a partir d'acides aminés, et les
composés phénoliques, qui possedent un groupe hydroxyle sur un cycle aromatique. Parmi ces
derniers, on trouve la lignine, les flavonoides et les tanins, ainsi que les terpenoides et les huiles
essentielles. En général, on distingue trois groupes essentiels:
e les terpenoides
e les alcaloides
e les composés phénoligues (Nultsch, 1995).
11-2.2.1. Composés phénoliques
» Acide phénolique
Les acides phénoliques se retrouvent en abondance dans les aliments et sont divisés en deux
classes : les dérivés de l'acide benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique. Les acides
hydroxycinnamiques sont plus courants que les acides hydroxybenzoiques, notamment 1’acide p-
coumarique, caféique, férulique et sinapique (2009).
% Acides phénols dérivés de I'acide benzoique (Brianceau 2015) :
Dérivent de I'acide benzoique.

Présentent généralement une structure de base de type (C6-C1).

YV V V

Sont souvent présents sous forme d'esters ou de glycosides.

7/
*

Acides phénols dérivés de I'acide cinnamique (Brianceau 2015) :
Dérivent de I'acide cinnamique.

Présentent généralement une structure de base de type (C6-C3).

AN NEEAN

Sont souvent présents sous forme combinée avec des molécules organiques.

12
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» Flavonoides
Produits quasi universels des végétaux, souvent a l'origine de la coloration des feuilles et des fruits,
ils sont responsables de la coloration de nombreux végétaux (Vania et al., 2014). Tous les
flavonoides partagent la méme structure de base (fig.04) : le noyau flavane composé de 15 atomes
de carbone (C6C3C6) assemblés en 3 cycles A, B et C (A et B étant des noyaux aromatiques et C
un hétérocycle oxygéné central), et comprenant 3 familles : les flavanols, les anthocyanes et les
flavanones (Kim et al.,2004).

Figure 06 : Structure de base des flavonoides (Vania et al., 2014).

» Tanins
Composés phénoliques solubles dans I'eau, avec un poids moléculaire compris entre 500 et 3000
Da, ils ont un pouvoir tannant. Les tanins hydrolysables, caractérisés par I'absence de sucre, sont
des molécules hydrolysables dont la structure est proche de celle des flavonoides (Frutos et al.,
2004).

» Coumarines
Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », le nom vernaculaire de la féve tonka (Dipterix
ordorota Wild., Fabaceae), qui contient 1 a 3 % de coumarine, isolée pour la premiere fois en 1982
(Bruneton, 1993).
Présentes dans de nombreuses espéces vegétales et dotées de diverses propriétés, elles préviennent
la peroxydation lipidique et captent les radicaux. Capables de prévenir la peroxydation lipidique
et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes, les coumarines possédent un

squelette de base constitué de deux cycles accolés avec neuf atomes de carbone (Frod et al., 2001).

13
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Figure 07 : Squelette de base des coumarines (Venugopala, 2013)

11-2.2.2. Alcaloides

Composes organiques naturels, le plus souvent d'origine végétale, ils sont hétérocycliques avec
I'azote comme hétéroatome, et leur structure moléculaire est complexe, plus ou moins basique,
dotée de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Bruneton, 1999; Zenk et
Juenger, 2007).Constituant un groupe fascinant de produits naturels, ils représentent I'un des plus
grands groupes de meétabolites secondaires, avec prés de 10 000 & 12 000 structures différentes
(Roberts et Wink, 1999 ; Stockigt et al., 2002). La figure 03 illustre les molécules d'alcaloides

les plus courantes.
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Figure 08 : Exemples de structures des alcaloides (Badiaga, 2011).

11-2.2.3. Terpénoides

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite a partir d'un monomere a 5 carbones appelé hydrocarbures naturels. Leur structure peut
étre cyclique ou a chaine ouverte : leur formule brute est (C5HX) n, ou x varie en fonction du

degré d'instauration de la molécule et ou n peut prendre des valeurs de 1 a 8 (Sun et al., 2016).
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I11-Activities biologiques

I11-1. Activitée antioxydante

I11-1.1. Stress oxydatif

111-1.1.1. Definition

Le stress oxydant résulte de I'asymétrie entre la génération des espéces réactives d'oxygeéne et
I'aptitude des organes a contrecarrer et a restaurer le préjudice oxydatif.

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont constamment générés en
faible quantité comme les meédiateurs tissulaires ou les résidus des réactions énergétiques ou de
défense, et cette production physiologique est parfaitement régulée par des systémes de défense,
adaptés au niveau de radicaux présents. Dans ces circonstances normales, on indique que la
balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, lI'exces de ces radicaux est
nomme « stress oxydant » (Pincemail et al., 2009).

111-1.1.2. Radicaux libres

111-1.1.2.1. Définition

Un radical libre devient un atome ou une molécule dont la structure chimique s'identifie par la
présence d'un électron libre dans sa couche extérieure, ce qui le rend beaucoup plus réactif et de
courte durée que I'atome ou la molécule d'origine. En raison de leur grande réactivité, ils peuvent
extraire les électrons d'autres composés pour atteindre la stabilité (Pincemail et al., 2001 ;
Defraigne et al., 2008 ; Kabel et al., 2014 ; Phaniendra et al., 2015).

Les especes oxygénées réactives peuvent se classifier en radicaux centrés ou non sur I'oxygeéne.
Les radicaux centrés sur I'oxygene comprennent le radical superoxyde, le radical hydroxyle, le
radical alcoxyle et le radical peroxyle. Les non-radicaux oxygénés (qui ne possédent pas d’électron
célibataire) incluent le peroxyde d'hydrogéne et I'oxygene singulet, I'acide hypochloreux et I'0zone
(Sisein et al., 2014).

Les autres espéces réactives qui dérivent d'autres éléments que l'oxygene incluent les especes

réactives d'azote, comme I'oxyde nitrique, le dioxyde nitrique et le peroxynitrite (Sisein, 2014).
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Figure 09 : Schéma des différentes formes de radicaux libres (Garait, 2006).

111-1.1.2.2. Production des radicaux libres
Deux types de production des radicaux libres sont distingués :

% Production endogene
La production des especes antioxydantes découle inévitablement du métabolisme aérobie. En effet,
I'organisme utilise de I'02 pour générer de I'énergie lors des reactions de respiration oxydative.
Toutefois, une fraction réduite de l'oxygene n'est pas convertie en eau au niveau de la
mitochondrie, ce qui peut entrainer la production de radicaux libres oxygénés (RLO) (Chu et al.,
2010).

% Production exogéne
Les autres sources de production de radicaux libres se divisent en deux catégories : les sources
endogenes, ou les RL sont des produits des réactions de lI'organisme, et les sources exogénes telles
que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactifs chimiques, les solvants
industriels et la pollution (Pastre, 2005).
111-1.1.3. Conséquences du stress oxydatif
La surproduction des radicaux libres entraine des dommages directs aux molécules biologiques :
oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides, ainsi que des dommages
secondaires causes par la cytotoxicité et le caractere mutagene des metabolites libérés, notamment

lors de I'oxydation des lipides.
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Une augmentation du stress oxydant pourrait occasionner des dégradations tissulaires et induire
des Iésions au niveau des structures cellulaires. Ce déséquilibre peut étre causé par divers facteurs,
comme l'exposition aux radiations ionisantes (exposition prolongée au soleil, radioactivité
naturelle ou artificielle), la pollution, le contact avec certains pesticides et solvants, La
consommation de tabac et d'alcool, une alimentation déséquilibrée, des processus inflammatoires
chroniques ou aigus, la prise de contraceptifs oraux et de certains médicaments, ainsi que la
pratique d'un sport intense ou mal régulé, peuvent contribuer au stress oxydatif. Ce dernier est
potentiellement lié au vieillissement et au développement de pathologies associées telles que les

maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et le cancer (Haleng et al., 2007).

I11-1.2. Systemes antioxydants

111-1.2.1. Définition

Les antioxydants agissent en toute sécurité avec les radicaux libres pour stopper la réaction en
chaine avant que les molécules vitales ne subissent des dommages. Chaque molécule antioxydante
interagit uniquement avec un radical libre, donc il est nécessaire de renouveler constamment les
ressources antioxydantes (Kristina P. et Marika., 2003).

111-1.2.1.1. Systémes de défenses antioxydants

En fonction du mode daction des systemes de défense antioxydants, deux catégories

d'antioxydants, enzymatiques et non enzymatiques, sont distinguées (Scheibmeir, 2005).

Systémes
antioxydants enzymatique

Catalase
Glutathion peroxydase

Effet protecteur Systémes antioxydants

/ Caroténoides, vitamine \
""""""""""""" y / E, Flavonoldes, vitamines A et C \

Petites prtienes (métallothionéine)

N
Oligoéléments (Zinc, Sélinium, ect..) \

Figure 10 : Pyramide des systémes de défenses antioxydants (Droge W., 2002)

17




Partie 01 Synthése Bibliographique

% Systeme antioxydant enzymatique
Trois enzymes sont principalement impliquées : le superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Elles agissent de maniére complémentaire sur la cascade
radicalaire impliquant O2 et H202, aboutissant ultimement a la production d'eau et d'oxygene
moléculaire (Lehucher et al., 2001).

% Systeme antioxydant non enzymatique
Ce groupe d'antioxydants se compose de plusieurs composés capables de réagir directement ou
indirectement avec les ERO. Le mécanisme indirect implique la chélation des métaux de transition,
ce qui prévient la production du radical hydroxyle, hautement toxique. Les meilleurs antioxydants
exogeénes sont la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et les polyphénols (N'Guessan et al.,
2009).
111-1.3. Méthodes d’études de ’activité antioxydante
Pour évaluer I'activité antioxydante in vitro, diverses méthodes ont été élaborées. Ces méthodes
consistent a mélanger des espéces oxydantes, telles que des radicaux libres ou des complexes
métalliques oxydés, avec un échantillon contenant des antioxydants capables d'inhiber la
génération de radicaux. Parmi celles-ci figurent le test du DPPHe (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle), le test de I'activité chélatrice des ions de Fe2+, le test ABTS (Acide 2,29-azinobis
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), le test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power),
l'activité réductrice sur le ferricyanure de potassium, le test de piégeage du radical hydroxylesOH,
le test de la capacité d'inhibition du radical anion superoxyde K2+— et le test du phosphomolybdate
(PPM) en utilisant une technique d'analyse spectrale (notamment la spectroscopie d'absorption
UV-Vis)(Boubakeur, 2019).
I11-2. Activité Antibactérienne
L'activité antibactérienne implique l'action d'une molécule présente dans un végétal avec une
concentration trés faible, qui inhibe ou élimine complétement le développement d'une bactérie. La
sensibilité d'une bactérie a un agent antibactérien varie en fonction de la nature de cet agent (Nicola
et Daniel., 1998).
111-2.1. Principe
Le principe de la méthode consiste a diffuser le composé antimicrobien dans un milieu solide dans
une boite de Pétri, créant ainsi un gradient de concentration apres un certain temps de contact entre
le produit et le microorganisme cible. L'effet du produit antimicrobien sur la cible est évalué en
mesurant une zone d'inhibition, et en fonction du diamétre d'inhibition. La souche est classée

comme sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante (Saidi, 2019).
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111-2.2. Eléments nécessaires pour réaliser ’activité
a. Antibiotiques
L’¢limination des microorganismes pathogeénes est réalisée au moyen de substances appelées
antibiotiques. Ces dernieres sont produites par des microorganismes, géneralement des
champignons. Elles sont capables soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), soit d'entraver
leur croissance (effet bactériostatique) (Elghozi et Duval., 1992).
L'utilisation des antibiotiques entraine généralement la sélection de populations microbiennes
résistantes. Cette résistance résulte de mutations chromosomiques ou de I'acquisition de génes de
résistance transportés par des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons,
intégrons). Ces résistances ont incité a rechercher de nouveaux agents antimicrobiens possédant
une efficacité supérieure a celle des médicaments synthétiques et bien tolérés par I'organisme, sans
causer d'effets néfastes sur la santé humaine (Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni,
2009).
b. Bactéries
Les bactéries, des organismes vivants unicellulaires procaryotes, se distinguent par I'absence de
noyau et d'organites. La majorité des bactéries présentent une paroi glucidique, appelée
peptidoglycane. Néanmoins, de nombreuses especes pathogenes causent de nombreuses maladies
infectieuses telles que le choléra, la syphilis et la tuberculose. Ces microorganismes se divisent en
deux groupes (gram positif et gram négatif) selon la différence dans la structure de la composition
chimique de la paroi cellulaire (Nauciel, 2000).

% Bactéries a Gram positif
Se compose de trois couches : membrane plasmatique, 1’espace periplasmique et peptidoglycane
considéré comme une paroi cellulaire, cette paroi contient un feutrage pour les acides teichoiques.
Les bactéries positives n'abritent pas beaucoup de protéines (Russell, 1997 ; Hancock, 1998).

% Bactéries a Gram négatif
Les bactéries a gram négatif présentent une épaisseur de paroi de 15 a 20 nm (Russell, 1997 ;
Hancock, 1998), comprenant une couche de peptidoglycane située entre la membrane
cytoplasmique, elle-méme composée d'une double couche de phospholipides qui subissent des
modifications par des molécules croissantes appelées polysaccharides, constituant un antigéne

pour les bactéries gram négatives.
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111-3. Activéte antifongique
111-3.1. Définition des antifongiques

Les antifongiques possedent la capacité de soigner les infections fongiques, en traitant les
infections causées par des champignons et des levures microscopiques. Lorsque l'infection est
systémique ou muqueuse, ces médicaments se présentent sous forme de comprimés, de gélules ou
d'ovules vaginaux. En cas d'administration intraveineuse, les antifongiques sont injectés, tandis
que sous forme topique, ils sont appliqués sous forme de pomades (Mesbah, 2018).
111-3.2. Définition des champignons

Les champignons forment un groupe diversifi¢ d’organismes, étant eucaryotes, leur
métabolisme interagit avec celui des cellules humaines (Hawksworth, 2001). lls présentent
plusieurs caractéristiques structurelles qui peuvent servir de cible aux agents antifongiques,
notamment (Redecker, 2002) :

v La membrane cellulaire contenant I’ergostérol.
v Une paroi trés rigide, principalement constituée de chitine.

111-3.3. Caracteres généraux

Les champignons microscopiques, filamenteux et ubiquitaires sont les moisissures (Pitt et
al., 2000). Un appareil végétatif constitué par un thalle filamenteux, le mycélium, est possédé par
eux, dont les filaments s’appellent des hyphes. Leur classification repose sur les caractéres
morphologiques et le mode de reproduction. Des organes de reproduction, appelés de facon
générale spores et pouvant avoir une origine sexuelle ou végétative, sont produits par les
moisissures (Dendouga, 2006). Le nombre d’espéces varie de 60 000 a 100 000 (Reboux et al.,
2010). Naturellement omniprésentes, ces moisissures comprennent les Peniciiium et les
Aspergillus comme les plus répandues. Elles sont aérobies strictes, capables de se développer sur
toutes sortes de nourriture : céréales, viande, lait, fruits, Ilégumes, ..., peu exigeantes et possedent
un potentiel élevé de sécrétion d'enzymes exo-cellulaires (Belyagoubi, 2005).
111-3.4. Facteur de développement

Les moisissures interagissent entre elles pour occuper I'environnement intérieur
(compétition, cohabitation, symbiose). Leur développement dépend de la nature des substrats
disponibles (cellulose, lignine) et des conditions physiques (température, activité de I'eau Aw :
disponibilité en eau, pH, oxygene) (Reboux et al., 2010).
111-3.4.1 Activité de I’eau (Aw)

L'activité de I'eau, définie comme le rapport de la pression de vapeur d'eau d'un produit (p)
sur la pression de vapeur d'eau pure (p0) a une température donnée (Alban, 2016), est un indicateur

crucial. Aucun microorganisme ne peut proliférer lorsque I'Aw est inferieur a 0,6, donc les produits
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alimentaires avec une Aw inférieure ou égale a 0,6 restent généralement non altéres (EI Khoury,
2007).
111-3.4.2. Température

La croissance et la physiologie des moisissures sont grandement influencées par la
température, ainsi que la compétition entre les espéces. La plupart des champignons préferent les
conditions mésophiles, avec des plages de température optimales allant de 25 °C a 35°C. D'autres,
en revanche, sont adaptés au froid, capables de se développer a des températures relativement
basses, comme les champignons du genre Penicillium, dont la plage de température va de 4°C a
31°C, avec un optimum autour de 12°C (El Khoury, 2007).
111-3.4.3. PH

Le potentiel hydrogéne ou PH manifeste I’activité chimique des ions hydrogénes (protons)
en solution. Les moisissures peuvent se développer dans une gamme de PH allant de 3 a 8, leur
PH optimal de développement se trouvant plutdt entre 5 a 6 (Alban, 2016). Cependant, la
croissance maximale des moisissures sur les céréales se produit entre les pH allant de 6 a 8
(Reboux, 2006).
111-3.4.4. Composition gazeuse (Oxygénation)

La plupart des moisissures fonctionnent en aérobiose. Diminuer la pression partielle en
0xygene, et surtout augmenter la teneur en CO2, inhibe significativement la production de toxines.
Une augmentation de la teneur en CO2 (20 %), en particulier lorsqu'elle est combinée a une
diminution de I'oxygéne, entraine une forte baisse de la production d'aflatoxines. Apres avoir été
conservées dans un environnement confiné qui permet le développement plus ou moins des
moisissures, leur exposition a l'air libre ou leur ventilation entraine rapidement une intense

production de toxines (Nguyen Minh Tri, 2007).
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I. Matériel et méthodes
I.1. Objectifs de I’expérimentation
Notre étude est basée sur les tests phytochimiques qualitatifs et I'évaluation de quelques activités
biologiques (activité antibactérienne et antifongique) des graines d'orge. Nos tests ont été mené au
sein des laboratoires pédagogiques du centre universitaire Abdelhafid Boussouf Mila et au
laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et de I'activité Microbienne (La My BAM) de
la facultée des sciences de la nature et de la vie -université des freres Mentouri-Constantine 1.
1.2. Matériel
1.2.1. Matériel végétal
Le matériel végétal employé dans notre étude comprend une variété d'orge (Saida) récolté a
Chigara wilaya de Mila.

» Description de variété Saida
Saidal83 se distingue en tant qu'orge a 6 rangs, de type printemps, a paille haute, présentant une
sensibilité a I’helminthosporiose. Elle trouve sa culture dans une variété d’environnements et
représente 74% de la superficie allouée a la production de semences a I'échelle nationale
(Boufenar et Zaghoune, 2004).
1.2.2. Matériel biologique
Tableau 02 : Les souches bactériennes testées.

La souche Gram Référence
Bacillus spizizini Positif ATCC 6633
Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923
Escherichia coli Négatif ATCC 11303
Salmonella typhimurium Négatif ATCC 14028
Klebsiella pneumoniae Négatif ATCC 700603

v" Les souches fongiques: Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium sp et une levure (Candida albicans).
1.3. Méthodes
> Préparation de matériel végétal
La préparation des échantillons revét une importance cruciale pour toute analyse fiable. Dans notre
étude, les graines d’orge sont rincées a I’eau de robinet pour éliminer la poussiére et toute matiere
collée sur ces derniers. Ensuite, elles sont étalées sur un morceau de tissue propre dans une

chambre aérée a ’ombre a température ambiante pendant trois a quatre jours jusqu’au sechage
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complet. A 1’aide d’un moulin on a effectué un concassage qui nous a permit la separation les
pericarpes de la poudre. Enfin on obtenue trois types de broyats :

N°1- Poudre de graine nue N°2-Péricarpes N°3-Le mélange (graine avec péricarpes).

A o Rl

échantilli

| Broyage et séparation |

Photo 01 : Protocole de preparation de materiel vegetal.
> Préparation des I’extraits hydro-méthanoliques
Pour I'extraction, 10 g de chaque partie de matériel végétal sec sont macérés dans des Erlenmeyers
contenant un mélange de 100 ml de méthanol et d'eau (80/20 %) a l'obscurité, a température
ambiante, et agités pendant 2 jours. Ensuite, le mélange est filtré a travers du papier filtre de type
Whatman pour éviter toute dégradation des polyphénols et autres biomolécules sensibles a la
lumiére. Le filtrat est conservé dans un flacon opaque jusqu'a utilization on a obtenu 3 extraits,

(Extrait 1 : graine nue, Extrait 2 : péricarpes, Extrait 3 : graine avec péricarpes)

Poudre de Hordeum Macération dans 100ml
sulgare L. (10 g)

dans le solvant hydro-

(80/20 %)

Extrait hydro-methanoliques | Filtration de macérit |

Photo 02 : Protocole de preparation des extraits hydro-méthanoliques.
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1.3.1. Analyses qualitatives
L'analyse qualitative a été effectué au niveau des laboratoires pédagogiques du centre universitaire
Abdelhafid Boussouf Mila.
1.3.1.1. Screening phytochimique
Le screening phytochimique consiste a utiliser diverses techniques qualitatives pour repérer les
différents groupes de substances chimiques présentes dans les organes végétaux. Ces méthodes
déterminent la présence de substances chimiques par des réactions physico-chimiques. Plusieurs
groupes de composés phytochimiques existent, mais le groupe principal inclut les polyphénols
totaux, comme les flavonoides, les anthocyanes, les tanins, les coumarines, les alcaloides, les
saponosides, les stéroides, les stérols, les terpenes, etc. (Lendvaiet al., 2002).

» Recherche des polyphénoliques
La caracteérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure Ferrique (FeCl3), a 2 ml
de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est ajoutée. L apparition
d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe de la présence des
polyphénols (Benmakhlouf et al., 2022).

» Recherche des tanins
La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant 1 ml de I’extrait méthanolique, 1ml d’eau
distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée. L’apparition d’une coloration vert foncé ou
bleu-vert indique la présence des tanins (Trease et Evans, 1987).

» Recherche des flavonoides
On dissout 0.5g de NaOH dans 5ml d’eau (NaOH diluée), puis on dissout 1ml d'Hcl dans 2ml
d’eau (Hcl diluee).
Le test d'hydroxyde de sodium pour les flavonoides : 2ml de I'extrait+0.5ml de NaOH diluée suivi
par l'addition de0.5 d'Hcl diluée. La formation d'une solution jaune avec le NaOH diluée qui se
décolore avec I'Hcl diluée et une indication de la présence de flavonoids (Usman et al., 2009)

> Recherche des alcaloides
Test de précipitation du réactif de Wagner. On met 1 ml de I'extrait dans un tube a essai, puis on
ajoute quelques gouttes de réactif de Wagner. La présence d'un précipité rouge orangé ou brun
rougeatre indique un test positif (Vijay et al., 2013).

» Recherche des terpenoides
Dans un tube a essai, 2,5 ml d'extrait de méthanol dans 0,4 ml de chloroforme et 0,6 ml d'acide
sulfurique concentré ont été ajoutés. La formation d'un anneau brun rougeéatre en interphase

indique la présence de terpénoides (Trease et Evans, 1987).
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» Recherche des anthraguinones
Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH4OH a (10%).
Aprés agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’anthraquinones (Oloyede,
2005).

» Recherche des glycosides
Pour détecter ces molécules, un mélange constitué de 1 ml d’extrait, 2 ml d’eau distillée et 20
gouttes de liqueur de Fehling est chauffe a 90°C dans un bain marie, un test positif est révélé par
la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

» Recherche des quinones libres
Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%. L’apparition
d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones libres (Oloyde,
2005).

> Recherche des saponines
La présence des saponines est mise en évidence par I’addition a Iml de ’extrait plus 2ml d’eau
distillé chaude et agité pendant 15 secondes le mélange est laissé au repos pendant 15 min. Une
hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence de saponines (N’Guessan et
al., 2009).

» Recherche des anthocyanes
La présence des anthocyanes dans un décocté ou un infusé est indiquée par une coloration rouge
qui s’accentue par I’addition de HCl dilué et vire au bleu-violacé-verdatre par 1’ajout
d’ammoniaque (Wagner et Bladt, 1984).
1.3.2. Analyses quantitatives

> Préparation des I’extraits hydro-méthanoliques secs
Pour préparer I'extrait méthanolique, 30g de chaque partie de matiére végétale est placée dans des
erlenmeyers contenant un volume de 300ml de méthanol/eau (80/20%). Le mélange est macéré et
agité continuellement a température ambiante pendant 2 jours. Ensuite, le produit obtenu est filtré
a l'aide d'un papier filtre. L'extrait ainsi obtenu est évaporé a l'aide d'un rotavap, permettant ainsi
I'élimination du solvant sous vide. Enfin, I'extrait est récupéré dans des boites de Petri en verre,
puis séché dans 1’étuve et conservé au réfrigérateur jusqu'a son utilisation, on a obtenu 3 extraitss

(Extrait 1 : graine nue, Extrait 2 : péricarpes, Extrait 3 : graine avec péricarpes)
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Poudre (30 g) Macération Agitation pendant 2 jour

Séchage Filtration

> Extraits secs

Photo 03 : Protocole de préparation des 1’extraits hydro- méthanoliques secs.

1.3.2.1. Rendement en extrait sec
Le rendement de I'extrait sec se calcule en divisant la masse de I'extrait sec obtenue par la masse

du matériel végétal séché utilisé. Selon I'équation suivante, on peut effectuer le calcul :

R(%) = [(P1 — P0O) /Pm] 100

R% : Rendement en %.
PO : poids de la boite petri vide (Q).

P1 : poidsde la boite petri aprés évaporation du solvant (g ).

Pm : poids de materiel végétale seché utilisé pour I'extraction (g).

1.4. Etudes des activités biologiques

Cette partie l'experimentale est effectuée au niveau de laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologies et de I'activité Microbienne (La My BAM) de la facultée des sciences de la nature
et de la vie -université des freres Mentouri-Constantine 1.
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1.4.1. Activité antibacterienne
L’étude de I’activité antibactérienne est réalisée sur des souches de références, (Bacillus spizizini)
(ATCC 6633) ; Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 11303) ;
Salmonella typhimurium (ATCC14028) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603).
Pour évaluer cette activité on a appliqué deux Téchniques :

v" Technique des disques.

v Technique des puits.

e Préparation des Bactéries testées
Les souches sélectionnées ont été revivifiées dans des tubes contenant 9 ml de bouillon nutritif «
Nutrient broth » a 1’aide d’une pipette Pasteur flambée et incubées a 37°C avant d’étre utilisées
dans les tests de 1’activité.
A partir de chaque tube de BN mentionnant un trouble, nous avons ensemencé par stries une boite
de Pétri contenant la gélose nutritive (GN) puis incubées a 37°C pendant 18 heures.

e Préparation des suspensions bactériennes
Apres incubation nous avons raclé a 1’aide d’une pipette pasteur quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques, puis nous avons déchargé la pipette dans des tubes a essai contenant 10ml
d’eau physiologique stérile (0.9 % NaCl). La turbidité est ajustée a 0.5 Mac Farland.

e Ensemencement
La suspension bactérienne a ét¢ ensemencée a I’aide d’un écouvillon stérile sur des boites de Pétri
contenant le milieu Muller Hinton (MH). L’écouvillon a ét¢ trempé dans la suspension
bactérienne, puis il est essoré on le faire tournant sur la paroi interne de tube afin de le décharger
au maximum. Le milieu MH a été frotté sur la totalité de leur surface gélosée de haut en bas, en
stries serrés.

e Technique des disques
Avant de commencer la technique, des disques de 6 mm de diameétre sont préparés a partir du
papier Wattman N°1, et stérilisés. Les boites contenant le milieu Muller-Hinton ont été
ensemencées par les bactéries a 1’aide d’un écouvillon a partir d’une suspension bactérienne
équivalente a 0.5 Mac Farland. Ensuite, les disques en papier sont chargés par 10ul des différents
extraits et séchés devant le bec, puis déposés sur la gélose. Les boites sont ensuite mises au
réfrigérateur pendant 4h pour permettre la pré-diffusion des substances bioactives Tortorano et al.,
1979) ; puis incubées a 37°C pendant 24 heures, les zones d’inhibions sont mesurées, méme s’ils

sont de faible diameétre sont considéré comme resultat positif.
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e Technique des puits
Cette technique consiste a perforer la gélose Muller-Hinton ensemencée avec la bactérie test de
facon a obtenir des puits.
Des boites de pétri contenant une couche de gélose Mueller-Hinton sont préparées avec les
bactéries tests. Aprés un sechage de 5 min, la gélose est perforée avec un cylindre en verre de 6
mm de diameétre stérile. Les puits prépares sont préts pour recevoir un volume de 40ul du filtrat.
Les boites sont ensuite laissees a température ambiante pendant 30 minutes, puis incubées a 37 °C
(Tortorano et al., 1979). La mesure des zones d’inhibition autours des puits est effectuée apres
18 h a 24 h d’incubation.
Tableau 03 : Sensibilit¢ des souches bactériennes en fonction des zones d’inhibition
(Benmakhlouf et al., 2022).

Sensibilité Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-) Diametre< 8 mm

Sensible (+) Diameétre compris entre 9 a 14mm
Tres sensible (++) Diametre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diameétre > 20 mm

1.4.2. Activité antifongique

Ce test est effectué¢ pour vérifier I’existence d’une éventuelle action inhibitrice des différents
extraits de la plante (Hordeum vulgare L.) vis-a-vis de quatre champignons : Fusariumoxysporum,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium sp (Cattelan et al., 1999 ; Hariprasad et al.,
2009 ; Sgroy et al., 2009) et une levure (Candida albicans).

L’activité antifongique des trois extraits testés a I’égard des souches fongiques citées ci-dessus a
été réalisée in vitro par la technique des puits et par applications de différentes concentrations des
extraits qui consiste a une diffusion des extraits dans le milieu de culture inoculé par les

champignons étudiés a travers des puits.

L'inoculum est ajusté par numération des spores fongiques sur cellule de Malassez pour avoir une
concentration cellulaire de 0.4 & 5 x 108 spore/ml. Aprés ensemencement des boites de pétri
contenant de la gélose Sabouraud par écouvillonnage, les boites sont ensuite séchees a proximité
du bec bunsen. Des puits de 6 mm de diametre sont créés a 1’aide d’une pipette pasteur sur la
gélose préalablement ensemencée avec le champignon a tester. Ces derniers, sont ensuite remplis

de 40ul des différentes concentrations de différents extraits. Ensuite, les boites sont laissées
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pendant 15 & 20 minutes sous la haute a la température ambiante avant d'étre mises a incuber dans
une étuve a 27°C pendant cing jours.

La lecture des résultats est assurée par la mesure de la zone d’inhibition (halo clair) au tour des
puits de différentes concentrations (Hayes et Ward, 1986). Un control négatif a été lancé en

parall¢le a I’eau distillée. Dans la présente étude, tous les biotestes ont été répétés deux fois.
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I1. Résultats et discussion

11.1. Analyses qualitatives (Screening phytochimique)

e Résultats
L'analyse phytochimique a réveélé la présence de métabolites secondaires dans les trois échantillons
étudiés. La detection de ces composés repose sur des tests de solubilité, des réactions de
précipitation et de turbidité, ainsi que sur un changement de couleur specifique.
Les résultats des tests phytochimiques sont mentionés dans le tableau 03 et les photos 4, 5, 6, 7, 8,

9,10, 11,12 et 13.

Tableau04 : Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits hydro-

méthanolique.

Extrait Graine nue Péricarpes Mélange (Graine

Test avec péricarpes)
Tannins + ++ +
Alcaloides + + +
Polyphénols ++ ++ +
Quinones libres + ++ +

Anthraguinone - - -

Saponines - - -
Terpenoides ++ + ++
Glucosides e+ +++ +++
flavonoides ++ ++ ++
anthocyanes - - -

(+++) : Grande quantité ;(++) : Moyenne quantité ; (+) : Petite quantité ; (-) : Absence
» Tannins

Les testes phétochimiques montrent que I'éxtrait 02 est plus riche en tanins que les deux autres

éxtraits (01 et 03).
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Photo 04 : Résultats des tests des tanins chez les trois extraits
a : témoin; b: Extrait
Extrait 1 : graine nue, Extrait 2 : péricarpes, Extrait 3 : mélange (graine avec péricarpes)

> Alcaloides

Concernant les tests phytochimiques des alcaloides realisés pour les trois extraits, une
coloration rouge orangé indique la présence des alcaloides.

Photo 05 : Résultats des tests des alcaloides chez les trois extraits

> Polyphénols
Les tests phytochimiques de polyphénole effectués pour les trois extraits d’orge, montrent une

coloration verte qui indique la présence des polyphénoles.
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Photo 06 : Résulats des tests des Polyphénoles chez les trois extraits.
» Quinones libres
Les tests phytochimiques des quinones libres montrent que I'extrait 2 (pericarpes) est plus riche en
quinones libres que les deux autres éxtraits 01 (graine nue) et 03 (mélange).

Photo 07 : Résulats des tests des quinones libres chez les trois éxtraits.
» Anthraquinone
En ce qui concerne les tests phytochimiques d’anthraquinones 1'absence d'un anneau rouge indique

I'absence d'anthraquinons.

Photo 08 : Résultats des tests d’anthraquinones chez les trois extraits.
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» Saponines

Pour les saponines on remarque I'absence des saponines dans les trois extraits.

R T

Photo 09 : Résultats des tests des saponines chez les trois extraits.
» Terpenoides
Concernant les tests des terpenoides on remarque que les éxtraits 03 (mélange) et 01 (graine nue)
sont plus riche en terpenoides que l'autre éxtrait 02 (pericarpes).

Photo 10 : Résultats des tests des terpenoides shez les trois extraits.
» Glucosides
Concernant les tests des glucosides la formation d'un précipité rouge brique indique la présence

des glucosides.
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Extrait 2 Extrait 3

Photo 11 : Résultats des tests des glucosides chez les trois extraits.
» Flavonoids
Les tests phytochimiques des flavonoides montrent que les trois extraits sont riches en
flavonoides.

@ Extrait 2 @

a : tube témoin ; b: tube avant I’ajout (Hcl) ; c: tube apres ’ajout (Hcl)
Photo 12 : Résulats des tests des flavonoides chez les trois extraits.
» Anthocyanes
Les résultats phétochimiques de ces tests montrent 1’absence des anthocyanes pour les trois

extraits.
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Photo 13 : Résulats des tests d’anthocyanes chez les trois extraits.

e Discussion
Les graines de Hordeum vulgare L possedent une grande valeur nutritive gréace a leur richesse en
composés bioactifs tels que les béta-glucanes, les composés phénoliques, les antioxydants, les
vitamines du complexe B, ainsi que les tocotriénols et les tocophérols (Ulfat et al., 2015).
les résultats d'analyses phétochimiques realisés dans notre étude montrent la présence des
polyphénols, les quinones libres, les flavonoides, les glucosides, les alcaloides, les tanins, et les
terpenoides, et I'absence des saponines, des anthraquinons et des anthocyanes dans les différents
extraits étudiés.
Les anthocyanes, des molécules instables, voient leur présence déterminée par I'acidité du milieu
et les stades phénologiques de la plante. Ces composés sont rarement observés dans les tissus des
végétaux a pleine maturité (Kyungmi et al., 2008).
Selon Kossar et al., (2022), les résultats de I'analyse phytochimique qualitative de la poudre brute
de graines de H. vulgare L. ont ét¢ montré la présence d'alcaloides, de glycosides, de flavonoides,

de stéroides, et de glucides, et I'absence des saponines.

11-2. Rendement
Les résultats du rendement d'extraction des trois extraits d'orge obtenus aprés évaporation ont été

déterminés par rapport au matériel végétal sec par le diagrame ci-dessous :
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4.8
4.7
4.6
4.5
4.4
4.3
4.2

4.1

graine nue pericarpes mélange

Figure 11 : Rendement des trois extraits.
Nos resultas montrent que le meilleur rendement d’extraction est enregistré chez la graine avec
pericarpes (extrait 3) dont le pourcentage atteind 4.71% tandis que le pourcentage le plus faible
est note chez la graine nue (extrait 1) avec un pourcentage de 4.25%.
Les études quantitatives et qualitatives sur les composés bioactifs d’extraits végétaux se basent
essentiellement sur le choix d'une méthode d'extraction adéquate (Stalikas, 2007 ; Azmir et al.,
2013 ; Do et al., 2014). L'efficacité de I'extraction est influencée par la nature chimique des
composes phytochimiques, la méthode d'extraction employée, la taille des particules de
I'échantillon, le solvant utilisé, ainsi que la présence de substances interférentes, avec des
variations de polarité, de pH, de température, de durée d'extraction, la composition de I'échantillon
(Do et al., 2014) et le nombre d'extractions répétées de I'échantillon (Brglez Mojzer et al., 2016).
11-3. Activitées biologiques
11-3.1. Activité antibactérienne
11-3.1.1. Méthode des disques

e Résultats

L’effet inhibiteur des extraits étudiés sur les différentes souches testées est determiné par les zones
d'inhibition. Les diamétres de ces zones sont enregistrés dans le tableau 04 et les figures 12, 13,
14.
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Tableau 05 : Diamétres des zones d'inhibitions des trois éxtraits étudiés avec des différentes

dilutions (methode des disques).

La souche Zones d’inhibitions en mm
100mg/ml | 50mg/ml 25mg/ml | 12,5mg/ml | 6.25mg/ml La
sensibilité
E. coli 8+0 8+ 0.35 6+ 0 6+ O 6+ 0 -
o K. 6+ 0 6+ 0 6+0 6+ 0 6+ 0 -
2 pneumonia
(3}
§ B.spizizini | 6 + O 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 -
O]
S. aureus 11+ 0.70 6+ 0 6.5 + 65+ 014 | 8 + 0.7 -
0.28
E. coli 9+ 091 | 65+035 | 7 +£0.7 6+ 0 6+ O -
8 K. 7+0.7 65+ 035 6 + 0 6+ 0 6+ 0 -
o
< | pneumonia
B
E B. spizizini 12+ 0 14+ 155 | 10+ 0.07 | 14+ 0.70 | 12+ 0.35 +
S. aureus 10+ 0.07 | 11+0.7 9+ 0.14 8+ 0 6+ 0 +
o E. coli 6.5 £0.35 6+ 0 6.6 +028| 63+ 0.21 6+ 0 -
c
s K. 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 -
e pneumonia
>
& | B.spizizini 6+ 0 6+0 6+ 0 6+ 0 6+ O -
D
2 S. aureus 10+ 141 9+ 0 7+ 014 | 64 £ 028 | 8 £ 141 +

Les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que B. spizizini est la souche la plus sensible

a I’extrait 2 (Péricarpes) avec les concentrations 50 mg /ml, 12.5 mg/ml, 100 mg/ml, 6.25 mg/ml

et 25 mg/ml dont les valeurs du diamétre d’inhibition atteints (14, 14, 12, 12, 12 et 10) mm

respectivement. S. aureus montre aussi une sensibilité au méme extrait avec la concentration

50mg/ml et 100 mg/ml dont le diamétre d’inhibition est de (11 et 10) mm respectivement. Tandis

ue les trois extraits n’exercent aucun effet inhibiteur sur les autres souches testées.
q
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Echerichia coli Staphylococcus aureus

Figure 12 : Aromatogrammes de 1’extrait 01 (graine nue) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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Echerichia coli Staphylococcus aureus

Figure 13 : Aromatogrammes de 1’extrait 02 (péricarpes)a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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Echerichia coli Staphylococcus aureus

Figure 14 : Aromatogrammes de 1’extrait 03 (mélange) a défférentes concentration :

A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.

11-3.1.2. Méthode des puits

e Résultats

En mesurant le périmétre de la zone d'inhibition la technique des puits nous permet d’enregistrer

les résultats présentés dans le tableau (05) et les Figures 15, 16, 17.
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Tableau 06 : Diamétres des zones d'inhibitions des trois éxtraits étudiés avec des différentes

dilutions (méthode des puits)

La souche Zone d’inhibition en mm

100mg/ml | 50mg/ml 25mg/ml | 12,5mg/ml | 6,25mg/ml La

sensibilité
E. coli 7 £0.70 6+0 6+0 6+ 0 610 -
S| B. spizizini 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 :
-% S. aureus 6+ 0 6+0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 -
S. typhimurium | 19 + 0.49 6+ 0 6 £ 0 6+ 0 6+ 0 +
E. coli 6+ 0 7+ 063 | 8+ 091 |84+ 148 | 7 + 0.28 -
Ei B. spizizini 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 -
:% S. aureus 23+1.76 |16+ 098 |16+ 056 | 24+141 | 12+1.62 +
- S. typhimurium | 21+ 0.63 | 23+2.12 |19+ 056 | 19+ 0.42 6+ 0 +
E. coli 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6+ 0 6 +0 -
‘é.’, B. spizizini 6+ 0 6 £ 0 6+ 0 6+ 0 6 £0 -
é S. aureus 154+ 07 | 11+ 2.12 8+ 0 10+ 0.7 6+ 0 +
S. typhimurium | 23 + 0.7 | 13+ 049 |18+ 091 | 17+ 1.13| 13+ 1.48 i

Avec la methode des puits, on a constaté que la souche S. aureus montre une sensibilitée extreme

a D’extrait 2 (Péricarpes) dont les diamétres d’inhibitions atteints 24 mm et 23 mm pour les

concentrations 12.5 mg/ml et 100 mg/ml respectivement. La meme souche avec le meme extrait

enregistre une trés grande sensibilitée avec des zones d’inhibitions de 16 mm pour les deux

concentrations 50 et 25 mg/ml d’extrait. Cette dernniere montre aussi une trés grande senssibilitee
a I’extrait 3 (graine + péricarpes) dont les diamétres sont de 15 mm avec la concentration 100
mg/ml d’extrait et elle demeure sensible avec la concentration 50 mg/ml ou le diametre est de 11
mm. Pour I’extrait 1 (graine nue) la sensibilitée de cette souche est nule. Pour les deux souches, E.
coli et B. spizizini les trois extraits avec leur differentes concentrations ne montrent aucun effet

inhibiteur.

Pour la souche, S. typhimurium I’effet inhibiteur est exercé par les trois extraits avec des
proportions differentes. La sensibilitée extreme de cette bactérie est marquée pour I’extrait 2 avec

les concentrations (100, 50, 25 et 12.5) mg/ml dont les diametres atteints (21, 23, 19, 19) mm

42




Partie 02 Partie Expérimentale

respectivement. Alors que la sensibilitée extreme est notée pour la concentration 100 mg/ ml des
deux I’extraits 3 et 1 dont les diametres d’inhibitions sont (23 et 19) mm respectivement. Cette
dernni¢re demeure trés sensible a 1’extrait 3 avec les concentrations (25 et 12.5) mg/ml d’extrait
avec des diametres de (18 et 17) mm respectivement et elle reste sensible au meme extrait avec les
concentrations (50 et 6.25) mg/ml avec des dimetres de 13 mm.

B |
o £

Echerichia coli Staphylococcus aureus

Figure 15 : Aromatogrammes de 1’extrait 01 (graine nue) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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Echerichia coli Staphylococcus aureus

Figure 16 : Aromatogrammes de 1’extrait 02 (Péricarpes) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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Echerichia coli Staphylococcus aureus

Figure 17 : Aromatogrammes de 1’extrait 03 (mélange) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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e Discussion

A partir de nos résultats, il semble que les extraits des différentes parties de graines d'orge ont une
certaine efficacité antibactérienne, mais cette efficacité varie en fonction de la partie de graine, de

la concentration de I'extrait et de la souche bactérienne testée.

Nos resultats sont analogues a ceux menés par Nepal et ses collegues (2018) qui ont rapport que
I'effet antimicrobien de I'orge a enregistré, 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. Cet effet est attribué a la richesse de

I’orge en molecules bioactives.

Selon les résultats de Katarrzyna et ses collaborateurs (2007) ainsi que celles de Harikrishna
et al. (2004), I'activité antibactérienne d'un flavonoide glycoside (prunin 6'-O-p coumarate) a été
mise en évidence contre deux souches de bactéries Gram positif (Bacillus subtilis et
Staphylococcus albus) et deux bactéries Gram négatif (Escherichia coli).

11-3. 2. Activité antifongique
e Résultats
11-3.2.1. Champignons filamenteux

L'activite antifongique des 3 extraits de graines d 'Hordeum vulgare L a été évaluée par la méthode
de diffusion en puits en milieu gélose. Les souches fongiques testées incluaient Fusarium
oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus Penicillium sp. Une dose standardisée de 40
pl de chaque extrait a été appliquée.

Les résultats de notre étude indiquent que les extraits testés ont un effet faible sur les souches

fongiques testées (Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus et Penicillium

sp.).

La présence d'une zone inhibitrice autour des souches testées reflete la sensibilité du champignon

cible (Figures 18,19,20). Les diametres des zones d’inhibition sont présentés sur le tableau 06.
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Aspergillus flavus Fusarium oxysporuu

Figure 18 : Aromatogrammes de 1’extrait 01 (graine nue) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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Aspergillus flavus Fusarium oxysporuu

Figure 19 : Aromatogrammes de 1’extrait 02 (Péricarpes) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.
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Aspergillus flavus Fusarium oxysporuu

Figure 20 : Aromatogrammes de 1’extrait 03 (mélange) a défférentes concentration :
A=100mg/ml, B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.

D’apres ces résultats illustrés sur les figures 18,19,20, seul le champignon Fusarium oxysporum
était sensible et uniquement a I’extraitl. Ce dernier a montré une action anti-Fusarium moyenne,
avec une zone d'inhibition mesurant 12 mm de diamétre. Par ailleurs, aucune activité n'a été
observée contre les 3 champignons Aspergillus niger ; Aspergillus flavus et Penicillium sp.
L’absence d'une zone claire autour des puits révele la résistance de ces moisissures vis-a-vis les
extraits testés.

Un effet antifongique modéré de 1’extrait 2 est observé contre Fusarium oxysporum et Aspergillus
niger avec un diameétre de 12 et 1 5mm respectivement. Par ailleurs, aucune activité n'a ét€ observée

contre les 2 champignons ; Aspergillus flavus et Penicillium sp.
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Le test de I’effet antifongique a montré que I’extrait 3 a inhibé la croissance de Fusarium

oxysporum et Penicillium sp. L’activité de [’extrait 3 contre F. oxysporum a manifesté une zone

d’inhibition de 12mm de diamétre suivi par Penicillium sp avec un diametre de 13mm.

11-3.2.2. Levure Candida albicans

Les résultats obtenus au cours de cette ¢tude montrent que les trois extrais testés exercent un effet

inhibiteur sur la croissance de la levure Candida albicans (Figure 21) dont 1’activité la plus forte

a été enregistrée avec I’extrait 3 avec un diamétre d’inhibition de 20mm (tableau 06).

Tableau 07 : Diametres de la zone d'inhibition des trois extraits des graines d’Hordeum vulgare

L vis-a-vis les champignons testes.

Souche Zone d’inhibition en mm
100mg/ml | 50mg/ml | 25mg/ml | 12,5mg/ml | 6,25mg/ml La sensibilité
NIG 10+ 0.14 | 74+0.07 | 8 £0.14 940.28 6+0 +
@ PN 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 =
; FAM 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 6 +0 -
g FUS 10+ 0.21 | 104+ 0.28 | 124+0.35 | 1040.21 940.21 +
CD 1440 1540.21 | 11+0.35 | 1440.21 10+0 +
NIG 1540.35 | 12+0.42 | 15+0.14 1010 12+0.14 +
@ PN 6+0 6+0 6+0 6+0 6+0 -
5 FAM | 6£0 | 60 |65£0.35| 6%0 640 :
E FUS 1240 1040 9+0.21 10+0.14 | 1140.35 +
CD 1740.28 | 16+0.35 | 16+0.07 | 174+0.77 15+0.21 +
NIG 7+0.07 610 610 6+0 8+0.14 -
. PN 10+0 710.07 8+0.14 13+0.56 610 +
g FAM | 620 640 640 640 640 :
§ FUS 12+0.12 610 810 8+0.07 6.5+0.35 +
CD 20+0.35 | 16+0.21 1440 20+0.49 | 15+0.14 +
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Péricarpes

Candida albicans

Candida albicans

Candida albicans

Figure 21 : Ar : omatogrammes des trois extraits a défférentes concentration : A=100mg/ml,
B=50mg/ml, C=25mg/ml, D=12.5mg/ml, E=6.25mg/ml.

e Discusion

Selon les études de (Chaib et al., 2015) I'examen macroscopique des mycetes des genres

Aspergillus niger et Penicillium sp sur différents milieux de culture de PDA avec les extraits

polyphénoliques des deux céréales montre une croissance plus importante chez Aspergillus

niger que chez Penicillium sp. Les vitesses de croissance de Penicillium sp sur les extraits

phénoliques des six variétés de blé tendre et d'orge se rapprochent de celles de leur homologue

témoin. La différence n'est pas significative.
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Conclusion et perspectives

Les céréales ont été¢ essentielles dans l'alimentation humaine et animale depuis I'Antiquité,
fournissant des nutriments vitaux et soutenant I'économie agricole des anciennes civilisations. Plus
récemment, des céréales comme 1'orge et le blé ont révélé des propriétés médicinales grace a des
composés comme les vitamines et les minéraux, montrant des effets antibactériens et
antifongiques. Ces découvertes Ouvrent de nouvelles perspectives pour le développement de
traitements médicaux et d'antibiotiques natureles.
L’¢étude phytochimique réalisé sur les différentes parties de graines d'orge montrent une richesse
en molécules bioactives qui sont les composés phénoliques tels que l'acide phénolique, les
flavonoides, les quinones libres, les alcaloides, les glucosides, les tanins et les térpenoides, et
l'absence des antraquinones et des saponines et des anthocyanes.
Ces dernicres années, l'intérét pour 1'étude des activités biologiques comme l'activité
antibactérienne et antifongique des grains d'orge a considérablement augmenté en raison de leur
potentiel pharmacologique.
Pour notre travail, 1'évaluation qualitative de l'effet antibactérien montre que 1’extrait hydro-
méthanoique 2 (péricarpes) et I’extrait 3 (graine avec péricarpes) exercent une meilleure activité
inhibitrice sur les deux souches bactériennes testées (S. aureus et S. typhimurium) avec des zones
d'inhibition variables. Cependant, l'effet inhibiteur observé sur ces deux souches avec des
diamétres entre (12 et 23) mm des tois extraits serait d'un grand intérét car ces deux souches sont
naturellement résistantes aux antibiotiques et aux extraits végétaux.
Nos tests sur les souches fongiques montrent des variations intéressantes en fonction de la souche
fongique, de la nature et la concentration des extraits hydro-méthanoliques testés. Les résultats
indiquent que les extraits testés ont un effet faible sur les souches fongiques testées (Fusarium
oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus et Penicillium sp.). Alors que les trois extrais
exercent un effet inhibiteur sur la croissance de la levure Candida albicans dont ’activité la plus
forte a été enregistrée avec I’extrait 3 avec un diameétre d’inhibition de 20mm.
En fin de compte, on peut classer 1'orge non seulement comme une plante utilisée comme
alimentation, mais aussi comme une plante médicinale.
Les résultats de cette étude ne représentent qu'un point de départ pour des recherches plus poussées
a l'avenir, peut :

» Explorer d'autres activités biologiques.

» Comparer les conclusions de cette étude a celles d'autres céréales ainsi qu'a celles de

plantes médicinales.
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» Explorer des applications cliniques potentielles des extraits d'orge dans le domaine
médicinal.

» Optimiser des méthodes d'extractions.
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Annexes 01

Tableau : le matériel de laboratoire

Annexes

Les verreries

Les solvants

Réactifs

- Pipettes

-Micro pipette

- Boites de pétries
- Tubes & visse

- Flacons (250 ml)
- Erlenmayers

- Bécher

- Spatule

- Pipettes pasteure
-Entonnoir
-Papier filtre

- Fioles

- Eprouvette

-Méthanol

- L’eau distillée

-Acide chlorhydrique (HCI) -
Hydroxyde de sodium
(NaOH)

- Chlorure de fer (FeClI3)

- Hydroxyde I’ammonium
(NH4O0H)

- Acide sulfurique (H2S0O4)

- Réactif de Wagner




Annexes

Annexes 02

Pesage de poudre Macération dans 100 Extrait méthanolique sous
d’Ordeum Vulgare 109 ml de méthanol I’agitation pendant 02 jours

Filtration de P’extrait L’extrait méthanolique

Protocole de préparation de I’extrait méthanolique




Annexes

Pesage de poudre Macération dans Extrait méthanolique sous
d’Ordeum Vulgare 109 300 ml de méthanol I’agitation pendant 02 jours

‘///nm‘

Filtration de macérat Rotation d’extrait Séchage dans I’étuve

L’extrait sec

Protocole de préparation de I’extrait méthanolique sec




Appareillage

Annexes 03

Bain marie

Rota vapeur rotatif

Balance de précision

Etuve

Annexes

Autoclave
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Plaque chauffante Vortex

Frigidaire Micropipette




Aspergillus niger

Annexes 04

Penicillium Sp

Les souches fongiques
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