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RESUME

L’objectif de cette é¢tude porte sur la caractérisation et les propriétés pharmacologiques

des grains de 1’orge ((hordeum vulgare I.) sur quelques paramétres biochimiques.

Actuellement, la recherche scientifique, en particulier, pharmaceutique s’est penchée
beaucoup plus sur la phytothérapie afin, d’enrichir ce domaine par la découverte des substances
bioactives a caractére préventif et voir méme curatif, pour diverses maladies. Ces principes actifs
auront pour destinée la synthese ou fabrication de nouveaux produits médicamenteux ou
phytomédicaments pour lutter et guérir certaines maladies aigues ou méme chroniques.

Les troubles d’origine endocriniennes (diabéte surtout), les maladies cardio-vasculaires, le
cancer, les inflammations...sont des atteintes de premier degré, peuvent étre soulagées et méme
guéries par les grains et I’herbe de 1’Orge sont trés riches en molécules bioactives.

A cet effet, ’analyse par CG-SM a montré que ces graines possédent toutes les qualités
thérapeutiques pour étre utilisées comme phytomédicaments, afin de prévenir ou traiter ces
maladies qui prennent de I’ampleur a travers le monde. Le dosage a montré qu’ils contiennent de
I’acide linoléique, seul acide gras essentiel de la famille des omégas 6, grace auquel, le corps
peut produire tous les autres lipides de la famille des omégas 6, riche en oméga-3 a activité
neuropharmacologique, I’acide palmitique, 2,5-Hexanedione, 3,4-dihydroxy-3,4 dimethyl-.....l1ls
jouent un roéle d'antinéoplasique, d'inhibiteur de I'apoptose, d'agent neuroprotecteur, d'agent
vasodilatateur, d'inhibiteur de I'agrégation plaquettaire et de métabolite bactérien antidiabetique,
les cancers et les lésions du foie.

Ainsi, I’étude phyto-chimique des différents extraits (aqueux, éthanolique, éthérique et
méthanolique) des graines d’Orge ainsi que son herbe, employés comme traitement pour les
maladies suscitées ont donné des résultats satisfaisants. Signalons enfin, que les substances
actives testees, s’averent avoir des effets significatifs car elles entrainent une diminution d’autres

parameétres biochimiques.

Mots clés : Orge, cardio-vasculaire, diabete, inflammation, inhibiteur, foie



ABSTRACT

The objective of this study is the characterization and pharmacological properties of
barley grains (hordeum vulgare L.) on some biochemical parameters.

Currently, scientific research, in particular, pharmaceutical has focused much more on herbal
medicine to enrich this area by the discovery of bioactive substances preventive and even
curative, for various diseases. These active ingredients will be intended for the synthesis or
manufacture of new medicinal products or phytomedicines to fight and cure certain acute or even
chronic diseases.

Disorders of endocrine origin (especially diabetes), cardiovascular diseases, cancer,
inflammation ... are first degree, can be relieved and even cured by grains and barley grass are
very rich in bioactive molecules.

For this purpose, GC-MS analysis has shown that these seeds have all the therapeutic
qualities to be used as phytomedicines in order to prevent or treat these diseases that are gaining
momentum around the world. The dosage showed that they contain linoleic acid, the only
essential fatty acid in the omega 6 family, which allows the body to produce all the other lipids
in the omega-3 family, which is rich in omega-3 activity. neuropharmacological, palmitic acid,
2,5-Hexanedione, 3,4-dihydroxy-3,4-dimethyl- ... ..

They act as antineoplastics, apoptosis inhibitors, neuroprotective agents, vasodilators,
platelet aggregation inhibitors and antidiabetic bacterial metabolites, cancers and liver damage.

Thus, the phyto-chemical study of the various extracts (aqueous, ethanolic, etheric and
methanolic) of barley seeds as well as its herb, used as a treatment for the diseases raised gave
satisfactory results. Finally, let us point out that the active substances tested, prove to have
significant effects because they cause a decrease in other biochemical parameters.

Keywords: Barley, cardiovascular, diabetes, inflammation, inhibitor
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Introduction

Introduction

Depuis la nuit des temps, I’homme se sert de plantes et d’herbes pour se soigner ou soulager
ses douleurs. Ainsi, la phytothérapie est considérée comme une thérapeutique alternative ou
parallele dans beaucoup de maladies aigués et chroniques. A cet effet, ces plantes dites
médicinales constituent une premiére source de médicaments jusqu’a présent et fournissent a
I’humanité des remedes thérapeutiques nouveaux et originaux. De ce fait, ’homme a longtemps
eu recours a des remedes traditionnels a base de plantes (tisanes, poudres, décoctions),

administrés par inhalation, cataplasme, massage ou encore par voie orale.

L’intérét de 1’utilisation des plantes médicinales a aboutit a la caractérisation et a
I’identification de molécules majeures et a 1’isolement de composés chimiques actifs d’une
importance thérapeutique incontestable. Depuis, I’intérét de la phytothérapie ne cesse de croitre

et gagner un regain d’attention particulier a travers le monde.

Cependant, I’Algérie ne fait pas exception, du fait qu’elle posséde un couvert végétal
important de plantes, qui sont utilisées en médecine traditionnelle basée sur leur bienfait pour le
traitement de nombreuses maladies, aussi aigues que chroniques. De ce fait, leur popularité ne
fait qu’augmenter ce qui argumente, ainsi, la continuation de la pratique de la phytothérapie,
surtout lorsque certaines d’entre elles, leur activité pharmacologique est confirmée sur des

modeles d’animaux, et ont également fait 1’objet de plusieurs études clinique.

Cependant, il faut signaler que les pratiques varient énormément d’une région a 1’autre et
méme d’un pays a 1’autre, suite a I’influence de certains facteurs connus comme la culture,

I’histoire et les philosophies personnelles.

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et en voie de développement, le recours a
la médecine traditionnelle est largement répandu et plusieurs traitements a base de plantes
utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandes pour soigner le diabete sucré, les

inflammations, la toxicité, la cholestérolémie, la triglycéridémie, le goitre....

L’Orge, plante herbacée annuelle, est utilisée tant par ’homme pour prévenir ou guérir
certaines maladies que par I’animal pour I’engraissement. En effet, il est recommandé de prendre
les grains, la farine et 1’herbe verte de cette plante sous différentes formes soit infusion,

décoction, huiles essentielles, macération, poudre, sirop, pommade.

Les travaux bibliographiques effectués sur cette plante ont montré que 1’Orge est I’'une des
plantes meédicinales qui a donné ses fruits préventifs que curatifs. A cet effet, I’'Orge est

conseillée dans le traitement des maladies cardiovasculaires, cancer, diabéte, reins, nerfs, yeux



Introduction

La sélection de cette espéce fait suite a une enquéte ethnobotanique réalisée par une équipe
spécialisée dans la recherche des substances naturelles bioactives. Par ailleurs, les recherches de

I’espéce restent insuffisamment étudiées, ainsi des questions restent posées comme:

v Est ce que 1’'usage de 1’0Orge comme reméde dans le traitement des maladies cardio-

vasculaires, diabéte, cancer est-il justifié ?

v Possede-t-elle des propriétés préventives ou curatives ?

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre modeste travail intitulé :

v Caractérisation et propriétés pharmacologiques de 1’Orge (Hordeumv ulgare L.)
Ainsi, I’objectif fixé est de:

v Réaliser un screening phytochimique des différents extraits des grains de la graminée.

v Dosage des extraits par CG-SM afin d’identifier les molécules bioactives a caractére
curatif.

v Caractériser 1’effet des principes actifs des extraits.
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Chapitre | Diabéte

I. Diabéte sucré

1.1. Définition

Le diabete est un désordre métabolique chronique caractérisé par une hyperglycémie a jeun >
1.26 g.L-1, qui résulte d’un défaut de sécrétion et/ou d’action d’insuline (Chaudhary et al.,
2017). L’hyperglycémie chronique est associée a terme avec des complications organiques
spécifiques touchant particulierement les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux

(Drouin et al., 1999).

1.2. Classification du diabéte sucré

Comme un exemple de classification adaptée par ’OMS et I’ADA, est basée sur deux
critéres, les stades cliniques et 1’étiologie du diabéte sucré, nous distinguons ainsi le diabete de

typel, le diabéte de type 2 et le diabéte gestationnel (ADA, 2014).

Dans ce qui en suit, nous allons décrire les deux formes de diabéte dites essentielles, le

diabéte de typel et le diabéte de type 2.

1.2.1. Diabete de type 1

Le diabéte de typel(DT1) est représenté par 5-10% des diabétiques (ADA, 2014). Il touche
les enfants et les adolescents. Le DT1 est une maladie issue d’une destruction autoimmune des
cellules B des ilots de Langerhans du pancréas (Verge et al., 1998; Burton et al., 2007 ;
Pietropaolo et al., 2012).

1.2.2. Diabete de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) est plus fréquent, et compte pour 90-95 % des diabétiques Il se
caractérise par une insulino résistance et souvent un déficit relative de la sécrétion de 1’insuline

par les cellules B pancréatique (ADA, 2014).

L’hyperglycémie détectée est la résultante de la diminution de 1’utilisation du glucose par les

tissus périphériques, notamment le muscle (Shulman, 2000; Shulman et al., 1990).

.



Chapitre | Diabéte

1.3. Physiopathologie
1.3.1. Le diabete de type 1

I1 provient d’une destruction des cellules B des ilots pancréatiques, productrices de 1’insuline
« I’administration d’insuline et le seul moyen de survivre a cette pathologies ». Cette destruction
d’origine auto-immune. En effet, il a été observé que les cas de DID augmentent de maniere
significative aprés les épidémies virales. Dans les affections auto-immunes, le systéeme
immunitaire qui normalement protége 1’individu en éliminant tout ce qui est « non soi », se
retourne contre 1’organisme lui méme ne reconnaissent plus certaines de ses composantes
comme appartenant au « soi ».ceci entraine 1’intervention de lymphocytes T qui détruisent les
cellules non tolérées. Dans le cas du DID, un corps étranger (bactérie ou virus..) que I’organisme
a reconnu comme « ennemi », peut posséder sur son enveloppe des protéines semblables a des
protéines membranaires présentes a la surface des cellules . Dans ces conditions, le systéme
immunitaire élimine a la fois 1’envahisseur et les cellules alors reconnues comme « infectées ».
Une autre possibilité est que I’infection virale modifie la structure des anti-antigenes portés par

les cellules pancréatiques : ces derniéres n’étant plus reconnues sont tuées.

1.3.2. Le diabete de type 2

Les patients de DNID produisent de 1’insuline mais en quantité insuffisante, et aboutissant
ainsi a une hyperglycémie rapide. A cette anomalie de I’insulino-secretion, est associée une
insulino-résistance des tissus périphériques dont la capacité a utiliser le glucose est amoindrie.
En effet, des taux élevés de glucose circulant sont toxiques (glucotoxicité) et entrainant a la fois,
une diminution de la fonction sécrétrice des cellules B et augmentation de la résistance a
I’insuline. L’expression du phénotype DNID résulte d’une combinaison d’une prédisposition

génétique et des facteurs environnementaux (Borel et al., 1999).

1.4. Complications du diabeéte sucré

Les complications sont liées a une multitude de facteurs (environnement, disponibilité des
moyens de traitement, profil des patients, parcours de soins, etc) (Belhadj et al., 2016). Ces
complications qui procédent de mécanismes complexes associant 1’hyperglycémie,
insulinorésistance, ...(Schlienger, 2013). On distingue deux types : Les complications
métaboliques aigues qui sont présentées par des accidents hypoglycémiques et trois
complications hyperglycémiques du diabéte : acidocétose diabétique, syndrome d’hyperglycémie
hyperosmolaire (anciennement coma hyperosmolaire) et acidose lactique (Orban et Ichai,

2008). Les complications chroniques consistent en une altération de la structure et des fonctions

-
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des micro-vaisseaux (microangiopathie), et des macro-vaisseaux (macroangiopathie). La
microangiopathie est en cause dans la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie diabétiques.
Tandis que la macroangiopathie est responsable d’accidents cardiovasculaires, vasculaires

cérébraux et d’ischémie des membres inférieurs (Baron, 2002).

1.5. Traitement de diabéte sucré
1.5.1. Traitement médicamenteux

L’insuline reste le moyen le plus efficace, et le plus disponible a fin d’obtenir une glycémie
normale bien régulée pour le traitement du diabétique de type 1 (Kelley et al., 1990; Bailey,
1999).

Le DT2, peut étre contrblé dans les stades précoces de la maladie par un régime alimentaire et
une activité physique, mais si la glycémie normale n’est pas atteinte, une prescription

d’antidiabétiques oraux s’aveére obligatoire (Koski, 2006).
Le traitement pharmacologique actuel de I’hyperglycémie du diabétique de type 2 repose sur :

s Une stimulation de la sécrétion d’insuline par des sulfamides hypoglycémiants
(sulfonylurées) ou des glinides.

¢+ Une diminution de la production hépatique de glucose par les biguanides (metformine).

% Une augmentation de 1’action de I’insuline (diminution de I’insulino résistance) par les
glitazones (ou thaizolidinediones) ou metformine.

% Les inhibiteurs des alphaglucosidases, qui freinte 1’absorption du glucose par I’intestin
(Acarbose) ( Inzucchi, 2002; Henquin, 2005; Thissen et Buysschaert, 2005; Tielmans et al.,
2007).

1.5.2. Traitement traditionnels :

Au cours des dernic¢res décennies, une attention particuliere a ciblé 1’utilisation des plantes
médicinales. L'un des volets les plus dynamiques de la recherche actuelle est celui de I'évaluation
des médicaments traditionnels a base de plantes dans le traitement et le contréle du diabéte
conformément aux recommandations de IOMS. De nombreuses plantes sont considérées

traditionnellement comme antidiabétiques (Oubre et al., 1997; Grover et al., 2002 ).

.
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I. Phytothérapie
I.1. Historique

La phytothérapie est I'un des ¢léments constitutifs des médecines traditionnelles et
ancestrales. Elle puise, notamment, ses origines dans les pharmacopées chinoise et indienne.
L’usage des plantes pour soigner des maladies est également mentionné dans des textes

sumériens datant du I11° millénaire av. J-C.

Elle est, cependant, la plus ancienne des médecines employées par I’homme et méme les

animaux utilisent instinctivement les plantes pour se soigner (Anonyme 01).

C’est une médecine par les plantes, dont I'usage a des fins thérapeutiques, en partie ou
entiére, sous plusieurs formes en inhalation, décoction, infusion, macération, teinture mere,
poudre totale, gargarisme et extrait standardisé de plante grace a divers moyens d’extraction

(Anonyme 02).

Figure 01: Infusion des grains d’Orge (Anonyme 03).
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Figure 02 : Différents types d’ingrédients utilisés en phytothérapie (anonyme 04).

En effet, a partir du 19eme siécle, les scientifiques ont identifie les substances actives dont le
principe actif posséde les propriétés recherchées et les ont isolées pour obtenir les médicaments
chimiques ou phyto-médicaments, de plus en plus actifs qui répondent aux attentes des patients,
des médecins et des pharmaciens.

Outre leur action, aujourd’hui, largement démontrée, les plantes offrent I’immense avantage
d’agir en douceur, avec un minimum d’effets négatifs ce qui confére a la phytothérapie une place

privilégiée dans le traitement de nombreuses affections courantes (Cieur Tranquard, 2011).

La phytothérapie utilise la plante entiére ou les racines, les graines, les feuilles ou les fruits
grace a divers moyens d’extraction. A cet effet, elles peuvent étre prises sous différentes formes
(Gagnon, 2010; Anonyme 02).

.2. Mode de préparation des plantes médicinales.
Afin de faciliter I’administration de la drogue, plusieurs modes de préparation sont employés :

» Infusion ou 1’eau bouillante est versée sur la plante, puis laisser reposer pendant 3 a 10
minutes.

» Macération, dans ce cas la plante est maintenue dans de 1’eau froide durant quelques heures
a quelques jours, en fonction du type de plante.

» Decoction, la plante est bouillie pendant 5 a 10 minutes, puis refroidir et filtrer.

» Teinture mere résulte de la macération de la plante séchée dans de 1’alcool a 40°, 60° ou 80°.
» Poudre totale produite par broyage de la plante séchée, ainsi, la poudre obtenue est

généralement mise en geélules.
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» Extrait standardisé de plante, concentré obtenu par évaporation d’un macérat préparé a partir
de la plante (I’extrait est comparable au café¢ soluble). Cette méthode permet d’extraire
I’essentiel des composants utiles et de toujours maitriser la teneur en actifs; on parle de la

standardisation d’un extrait.

11 faut signaler, cependant, que la phytothérapie repose sur 1’utilisation de plantes médicinales,
en partie ou entiere, a des fins thérapeutiques, ainsi, en médecine classique, les fabricants
pharmaceutiques extraient le principe actif des plantes pour en faire des meédicaments
(Durrafourd et al.,1999).

Alors que la médecine moderne est substitutive, c’est-a-dire que les médicaments classiques
régularisent les fonctions de I’organisme et le soulagent du besoin de s’auto-guérir (Duraffourd
et Lapraz, 2005).

Au contraire, en phytothérapie, les plantes sont également employées comme des
medicaments pour réguler les fonctions du corps, mais elles aident aussi le corps humain a se

soigner (Gagnon, 2010).

De ce fait les phytothérapeutes, stipulent qu’une maladie est la conséquence d’un déséquilibre
interne a I’organisme et que la phytothérapie s’attache & analyser, hormonal, immunitaire,
systeme de drainage, pour les entre tenir ses systémes constitutifs a savoir les systemes
neuroendocrinien (r6le de régleur dans le cas du besoin a I’aide des plantes (Anonyme 05;

Anonyme 06).

A cet effet, I’étude ethnobotanique des plantes utilisées comme antidiabétiques a suscité un
grand intérét, dont le nombre des travaux publiés dans les revues spécialisées le montre bien
(Calleja, 1990; Bnouham et al., 2006).

Il. Les plantes antidiabétique
I1.1. Modes d’actions des plantes antidiabétiques

Les plantes médicinales ou leurs extraits utilisés dans le traitement du diabéte peuvent agir par
divers mécanismes a savoir :
» En agissant directement sur les cellules B de la partie endocrine du pancréas afin de

Synthétiser I’insuline et /ou induisent encore leur régénération.

> En stimulant 1’action de 1’insuline.
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» Activer I’ apport d’éléments de premiére nécessité (Cut+, Mg++, Cat++) au bon

fonctionnement de ces cellules B (Esmaeili et Yazdanparast, 2004; Mukherjee et al., 2006).

» Agir sur les enzymes hépatiques afin de provoquer la glycogénogenese et /ou inhiber la

glycogénolyse (El-Abhar et Schaalan, 2014).

» Modifier I’expression des geénes ainsi que [’activité des hormones impliquées dans la

digestion (Rios et al., 2015).

» Inhiber la réabsorption rénale du glucose.

» Inhibition des enzymes telles que la $-galactosidase, I’ a-glucosidase et I’ a- amylase.

»  Prévenir le stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des cellules .
» Diminuer les activités du cortisol (Jarald et al., 2008; Kashikar et Kotkar, 2011; Singh et
al., 2012).

11.2. Principes actifs a effets antidiabétiques

La plupart des especes vegétales possedent des vertus thérapeutiques grace a leurs principes
actifs qui agissent directement sur 1’organisme. Elles sont utilisées aussi bien en médecine

classique qu’en phytothérapie leurs avantages ne s’y trouvent pas dans les médicaments (Ticli,
1997).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires, dont plus de 200 présentent une activité
hypoglycémiante (Marles et Farnsworth, 1995; Lamba et al., 2000; Sanjay, 2002).

Ainsi un certains nombres de groupes, tels que des alcaloides, des saponines, des flavonoides,
des glycosides, des polysaccharides, des peptidoglycanes, acides aminés et d’autres obtenus a
partir de diverses sources végétales, semblent avoir des effets, d’'une importance particuliere,

dans le traitement du diabete (Mukherjee et al., 2006; Soumyanath, 2006).

Le tableau | présente quelques plantes antidiabétiques utilisées dans le monde.
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Tableau I: Quelques plantes antidiabétiques utilisées dans le monde (Hamza, 2011).

Plantes Familles Nom Partie utilisee Mode de
vernaculaire préparation etvoie
d’administration
Trigonella Fabaceae Elhalba plante entiere Infusion
foenumgraecum
L.
Ajugaiva (L.) Lamiaceae Chandgoura Feuille Infusion
Schreb.
Juniperus Cupressaceae Elaraar feuille infusion
communis L.
plante entiere
Myrtus Myrtaceae Rehan feuille Infusion
communis L.
plante entiere
Punica Lythraceae kchour péricarpe du Infusion,
granatum L. eroumane fruit
Macération
Hordeum Poaceae Chaiir Graine Infusion
vulgare L
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I. L°’Orge (Hordeum vulgare L.)
I.1. Apercu général sur I’Orge

L’Orge (Hordeum vulgare L.) est une céréale herbacée annuelle de la famille des poacées
(Graminées) est une especes diploides avec 2n = 2x = 14 chromosomes, se classant au quatrieme
rang des céréales apres blé, riz et mais ( Schulte et al., 2009 ; Triki et al., 2016). Son origine

est le croissant fertile du Proche-Orient. (Zohary et al., 2012).

Cette espece est le plus riche en métabolites secondaires reconnus a activités antioxydantes,
anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-carcinogénes ou encore des acides gras et les P

glucanes a effet anti diabétique (Ghedira, 2005).

L’utilisation potentielle de 1’orge dans I’alimentation humaine suscite un intérét croissant en

raison de sa forte teneur en constituants biologiquement actifs (Martinez et al., 2018).
1.2. Classification botanique
Cependant, d’apres Feillet (2000), I’Orge cultivée appartient a la classification suivante :

Tableau I1: Classification de 1’Orge (Feillet, 2000)

Regne Plantae (Régne végétale)
Embranchement Magnoliophyta (Angiosperme)
Classe Lilioposida (Monocotylédones)
Sous-classe Commelinidae

Ordre Poales (Cyperales)

Famille Poaceae (Graminées)
S/Famille Hordeoideae

Tribu Hordeae (Hordée)

S/Tribu Hordeinae

Genre Hordeum

Espece Hordeum vulgare L.
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1.3. Les constituants biochimiques de I’Orge

L’orge, en plus d’une variété de vitamines, de minéraux et d’antioxydants, est nutritive, ainsi,
il est recommandé de consommer au moins la moitié des rations alimentaires a base de produits
céréaliers sous forme de grains entiers. Elle est riche en fibres solubles qui aident a réduire le
taux de cholestérol sanguin et a controler la glycémie mais aussi des fibres insolubles, qui

favorisent un fonctionnement régulier de I’intestin (Paradis, 2017).

Elle est, cependant, faible en gras, en sodium et en sucre, il faut signaler a cet effet que tous
les types d’Orge constituent de bons choix car les fibres solubles se trouvent dans le grain entier

et non seulement dans I’enveloppe de son extérieure (Cieur Tranquard, 2011).

Le plus grand intérét de I’orge réside dans sa composition en éléments biochimiques (les
protéines sont moins riches en lysine), en plus de ’azote, les minéraux, I’amidon et les fibres

alimentaires qui se répartissent trés differemment selon les tissus (Grando et Gomez, 2005).

Tableau I11: Composition biochimique de I’endosperme (Jeantet et al., 2007).

Constituants biochimiques Teneur dans I’endosperme, %

Amidon 65
Protéines 7al2
Lipides 2a3
Parois cellulaires : Gommes dont matériels cellulosiques 6a8
B glucanes 70
Pentosanes 20
Protéines 5
Glucomannanes 2
Cellulose 2
Acides phénoliques 0,5
Acides uroniques 0,5

I.4. Indice glycémique de I’orge

Il faut mentionner que son indice et sa charge glycémique sont faibles ainsi, leur prise en
considération dans I’alimentation permet un contréle métabolique plus efficace, niveau de
lipides moins élevé et une meilleure maitrise du taux de sucre dans le sang grace a sa richesse en
enzymes particuliéres a savoir les deux méta-analyses. Ces dernieres de contrer ou de réduire

certains effets associés au diabéte de type 2 comme I’hyperglycémie et les syndromes

12
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métaboliques (I’hypertension, risque accru de troubles cardio-vasculaires) (Duraffourd et
Lapraz, 2017).

Tableau 1V: Caractéristiques des différents indices de I’orge (Kristiansen, 2004).

Index glycémique 25/110 Bas
Indice de satiéte 0.5/5 Faible
Densité calorique 1.23/9 Faible densité

= Ccharge glycémique (1009) 7.06/100

I.5. Caractérisation pharmaceutique de I’Orge

L’Orge est une céréale a grains entiers trés nutritif, idéale pour les personnes atteintes de
diabéte car elle aide a lutter contre le pic d’insuline (évite les hausses brutales de sucre dans le
sang). A cet effet, grace a sa forte concentration en fibres solubles, sa consommation permet une
normalisation des taux sanguins de cholestérol, de glucose et d’insuline, ainsi que sa riche en
antioxydants, notamment en vitamine E, elle lutte contre les radicaux libres et certains cancers
(Cieur Tranquard, 2011).

Cependant, a I’état végétatif ou vert il assure :
> Acidité

L’herbe d’orge est ’aliment le plus alcalin qui soit. Ainsi, son pouvoir neutralisant sur les
acides se vérifie rapidement aux niveaux €émotionnel et cutané avant de restaurer 1’équilibre

acido-basique de I’organisme et de se répercuter sur la santé en général.

> Alcoolisme

Grace a sa richesse en chlorophylle et sels minéraux, le jus d’herbe régénére le foieet permet

aux alcooliques de retrouver plus de mémaoire.

> Anémie

L’herbe d’orge est naturellement un aliment antianémique car sa richesse élevée en fer et en

cuivre permet de stocker le fer dans ’hémoglobine.
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> Cerveau

Elle stimule les fonctions cérébrales en leur apportant tout de 1’oxygeéne par la chlorophylle,
puis de I’acide glutamique, agissant comme un neurotransmetteur excitant, de la phénylalanine,

favorisant la mémoire et luttant contre la dépression.

L’herbe d’orge favorise la concentration et lutte contre la dépression et la neurasthénie.

> Détoxication

Le jus d’herbe détoxique les systeémes hépatique, lymphatique, rénal et digestif.

> Diabeéte

La consommation réguliere de compléments alimentaires a base d’herbe, normalise le niveau
de sucre danse sang, notamment grace au mangangse, au zinc, et surtout au chrome qu’il contient

en plus de I’action de ses enzymes qui stimulent le pancréas.

» Digestion

Elle contient de nombreuses fibres, pour lutter contre la constipation et favorise donc la
digestion .Enfin, le jus d’herbe régéneére la flore intestinale et aide a lutter contre la candidose et

certains virus.

> Enfants

Le jus a le méme pH que le lait maternel et contient des acides aminés qui stimulent les

fonctions cérébrales.

» Fatigue

Les composants chlorophylle, minéraux et vitamines sont des nutriments antifatigues par
excellence. Ainsi, le jus d’herbe d’orge permet en quelques jours de retrouver un bon niveau

énergétique, en éliminant de nombreux déchets qui contribuent a la fatigue organique générale.

>  Immunité

Par ses enzymes et ses vitamines, 1’herbe d’orge renforce le systéme immunitaire. Alors que,
ses enzymes anti-oxydantes combattent les radicaux libres pendant que le Béta caroténe,
également présent en grandes quantités, stimule la lysozyme qui détruira de nombreuses
bactéries. D’autres vitamines, comme la B1, la B2 et la B6, cependant, stimulent respectivement
le systeme lymphatique, les anticorps et le systeme immunitaire dans son ensemble mais la

choline renforce la production d’hormones. Enfin, la vitamine C rend la phagocytose plus
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efficace. On ne pourra que conseiller I’herbe d’orge a toute personne au systéme immunitaire

affaibli.

> Obésité

Les enzymes de I’herbe d’orge activent les enzymes organiques capables de scinder les
molécules de graisse, pendant que I’acide gamma linoléique réduit le cholestérol, et que divers

acides aminés freinent les sensations de faim.

» Ostéoporose

L’herbe d’orge grace a sa richesse de calcium de bonne qualité évite I’ostéoporose ; d’autant
que sa composition assure une relation equilibrée entre la vitamine C, les protéines et le

magnésium, ce qui n’est pas le cas du lait, méme des laits de brebis, de jument ou de chévre.

> Peau

En détoxiquant I’organisme, 1’herbe d’orge assure naturellement un nettoyage de la peau,
mais ses enzymes améliorent aussi la respiration cutanée, rajeunissent la peau et estompent les

rides.

» Rajeunissement

Les enzymes, en particulier la super-oxyde dismutase, de I’herbe d’orge attaquent les radicaux
libres, en de plus, ses polypeptides et acides aminés a courtes chaines qui stimulent la formation

de nouvelles cellules.

> Sexualité

L’herbe d’orge, favorisent la spermatogénése car les spermatozoides issus des males nourris
par cet aliments s’avérent plus sain que le groupe de référence, ce qui tend a prouver que les
isoflavonoides, comparables aux cestrogénes, contenus dans ce jus parviennent a renforcer les
glandes reproductives. De plus, I’arginine, également contenue dans ce jus, stimule la fertilité

masculine.

> Stress

La forte concentration de nutriments dont jouit 1’herbe d’orge réduit les névroses et autres
réactions psychologiques excessives. Ainsi, les vitamines B qu’elle contient aident a retrouver un

calme relatif et a éviter des décharges d’adrénaline (Paradis, 2017).
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Figure 03: Jus de I’herbe verte de I’Orge (Kristiansen, 2004).

Cependant, 1I’Orge cuite présente un grand intérét nutritionnel.

Tableau V : Valeurs nutritionnelles pour une portion de 100g d’Orge cuite (Kristansen, 2004).

Protéines 2.26 g
Lipides 0.44 g.
Glucides 28.22 ¢
Cendres 0.27¢
Eau 68.8 g
Fibres 246 ¢
Acide alpha-linolénique LNA (18:3w-3) (cis et/ou trans) | 0.21 g

I.6. Effets des acides gras libres de I’orge sur le diabete

Les acides gras sont des substrats énergétiques des cellules B des Tlots de Langerhans, et sont
considérés comme des facteurs importants participant a 1’étiologie du diabéte de type 2 (Garry,
2002). Que ceux a longue chaine potentialisent a court terme la sécrétion d’insuline en réponse
au glucose. Les mécanismes cellulaires de cette potentialisation sont liés a 1’accumulation des
acyl-CoA dans le cytosol qui conduit a la production de diacylglycérol et de phospholipides qui

stimulent I’exocytose des granules d’insuline (Gard et Dobbins, 1999).
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Alors que, I’augmentation du taux en AGL tout au long du nycthémeére (cycle biologique de
24 heures) chez les sujets diabétiques de type 2, pourrait étre a 1’origine des anomalies du

métabolisme glucidique (Reaven et al., 1988).

Chez les diabétiques de type2, si les ilots de Langerhans sont exposés d’une fagon prolongée
a des concentrations importantes d’acides gras, les triglycérides s’accumulent dans les cellules 3
en inhibant la sécrétion d’insuline en réponse au glucose ainsi qu’une lipotoxicité qui conduit a

une destruction des cellules par apoptose (Gard et Dobbins, 1992).

A cet effet, un examen anatomopathologique des cellules B des diabétiques de type 2, montre
qu’elles contiennent des vésicules lipidiques, suggérant, ainsi que la lipotoxicité pourrait étre la
cause de la disparition des cellules B chez ce type de diabétiques, passant, cependant, d’un état

d’insulino-résistance compensé a un état d’insulino-requérance.

Cependant, si le pancréas endocrine est exposé longuement a des concentrations élevées de

glucose, un phénomene de glucotoxicite est également observé (Marshak, 1999).

Il faut signaler que les deux mécanismes glucotoxicité et lipotoxicité sont impliqués dans
I’apoptose des cellules B chez les diabétiques de type 2 exposés de fagon chronique a des

concentrations élevées de glucose et d’acides gras (Poitout et Robertson, 2002).

Au début, le cycle «glucose-acides gras» stipule que I’oxydation excessive des acides gras
dans le muscle conduit & une augmentation des rapports ATP/ADP et acétyl-CoA/CoA, qui
inhibent, ainsi, la pyruvate déshydrogénase, 1’entrée de 1’acétyl-CoA dérivé du pyruvate dans la
mitochondrie et ’oxydation du glucose (Girard, 1995). Il faut signaler que la méme source
mentionne que I’oxydation des AGL dans le foie fournit des co-facteurs (ATP, NADH, acétyl-
CoA) nécessaires a des étapes clés de la néoglucogenese, conduisant a une production accrue de

glucose par le foie.

En revanche I’oxydation accrue des acides gras conduit aussi a une augmentation du citrate
mitochondrial, a cause de I’afflux d’acétyl- CoA et de ’augmentation de I’ATP et du NADH.
Le citrate en exces passe, alors dans le cytosol (via un transporteur localisé dans la membrane
mitochondriale) ou il entraine une inhibition allostérique de la phosphofructokinase conduisant a
une augmentation des fructose-6-phosphate et glucose-6- phosphate.
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L’accumulation de glucose-6-phosphate provoque alors une inhibition allostérique de
I’hexokinase, ce qui conduit a une augmentation de la concentration intracellulaire du glucose et
I’inhibition de son transport vers 1’intérieur de la cellule (le transport de glucose des muscles est

un transport «facilité» dans le sens du gradient de concentration) .

L’accumulation de citrate, en inhibant la phosphofructokinase, entrainerait une augmentation
de fructose- 6-phosphate et de glucose-6-phosphate (G-6-P). Cette accumulation de glucose-6-
phosphate inhiberait I’hexokinase, conduisant a I’augmentation du glucose intracellulaire et a
I’inhibition du transport de glucose (le transport de glucose des muscles est un transport
«facilité», dans le sens du gradient de concentration). Glut: transporteur de glucose; HK:

hexokinase; PKF: phosphofructo- kinase; PDH: pyruvate déshydrogénase (Randle, 1963).
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Objectif scientifique

Cette étude porte sur la caractérisation et les propriétés pharmacologiques des grains d’une
ceréale, Orge, trop consommée tant par I’homme que pour I’engraissement des animaux. Ainsi,
la recherche d’une éventuelle activité thérapeutique des substances bioactives extraites a partir
de la farine d’orge s’avere nécessaire. A cet effet, I’extrait aqueux brut (E.A.B.) étudié est
soumis a une série de fractionnement liquide-liquide, en plus des extraits aqueux, éthanolique,
meéthanolique et éthérique. Cependant, la détermination d’un screening phytochimique est
primordiale, afin de caractériser les grandes familles de composés céréaliers et quantifier certains
groupes chimiques pour connaitre la valeur biochimique et les substances actives ayant un
pouvoir préventif ou curatif et voir méme leurs effets pharmacologiques sur quelques autres
parametres biochimiques. Enfin, un dosage par la CG-SM, pour mettre en évidence les
différents composants, en particulier les acides gras a caractére curatif ou préventif, des grains
d’Orge.

I. Matériel et méthodes
I.1. Matériel végétal et extraction
1.1.1.  Récolte de ’orge et traitement

La plante étudiée dans cette approche appartient a la famille des Poaceae (Graminée), connue
sous le nom d’Orge (Hordeum vulgare L.) ou chair. L’échantillon est récolté a la fin du mois de
Mai 2018 dans la région de Ferdjioua , soit & 1’Ouest de la wilaya de Mila.

Cependant, pour s’assurer de la maturité et du séchage des graines, il s’est avéré nécessaire de
mettre le matériel végétal a une température ambiante et a I’ombre sur un journal. Par contre,
avant de moudre ces grains, un autre séchage est effectué dans une étuve a 50c® pendant 48h afin
d’avoir des graines totalement séches et éviter, ainsi, le facteur humidité qui peut fausser les
résultats attendus. Ensuite elles sont broyées a 1’aide d’un mixeur jusqu’a 1’obtention d’une
poudre fine et homogéne pour préparer les différents extraits, ainsi, donc le contact solvant-

farine est facile et permet 1’extraction d’un nombre maximal de principes actifs.
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Figure 04: Séchage de I’ Hordeum vulgare L.

1.1.2. Extraction des huiles essentielles

Les intéréts biologique et pharmacologique de I'usage des huiles essentielles, ont incité les
chercheurs a mettre au point plusieurs techniques d’extraction comme 1’hydro-distillation,
I'expression a froid, I'enfleurage, I'extraction par solvants organiques, I'extraction par ultra-sons
etc.....Ainsi, I’extraction de ces huiles et la préparation des extraits demandent a ce que la
matiére végétale soit broyée finement a 1’aide d’un mixer, afin de faciliter le maximum

d’extraction de molécules bioactives (AFNOR, 2000).
1.1.2.1. Extraction par solvant ou par maceration

Elle consiste a macérer le composé recherché dans un solvant non miscible a I'eau pour
extraire une espece chimique d’un solide ou liquide par solubilisation. A cet effet, cette

technique fait intervenir trois étapes (AFNOR, 2000).

a). La mise en contact du solvant avec la substance(farine d’orge) contenant les molécules
bioactives a extraire soit directement dans un récipient adapté (bécher, erlenmeyer, ballon etc..)

ou en employant d'abord I'eau, donc faire agir le solvant sur une macération.
b).La décantation a I’aide d’une ampoule a décanter.

c). Le séchage et la filtration avec un papier Wattman.
Cependant, le choix du solvant reste tributaire de :

*** I’espece chimique a extraire soit le plus soluble possible.
*** Ce solvant ne doit pas étre miscible a 1’eau.
Apres extraction, I’évaporation du solvant (température d’ébullition basse) reste possible pour

récupérer I’extrait seul. A cet effet, il faut choisir le solvant le plus volatil et le moins dangereux
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qui obéit généralement a certains critéres et nécessite la connaissance du paramétre physique le

caractérisant (Wang et Waller, 2006).
1.1.2.2. Extraction par hydro-distillation

L’hydro-distillation, selon Grigonis et al. (2005) constitue le procéde, le plus ancien,
d'extraction ou de séparation de certaines substances organiques.

Le principe de ce mode consiste a immerger la matiére végétale dans 1’eau bouillante, les
vapeurs passant du bas vers le haut font que les poches a essence, soumises a I’action de
I’humidité et de la chaleur, éclatent et libérent les huiles essentielles devenues volatiles.

Ces composés volatiles sont entrainés par la vapeur d’eau produite par le bain aqueux, d’ou
I’obtention de I’huile essentielle recueillie aprés décantation ; 1’hydro-distillation est
généralement conduite a pression atmosphérique. Cependant, pour améliorer le rapport
d’entrainement (masse du corps entrainé / masse d’eau évaporée), en d’autres termes 1’efficacité
énergétique, 1’opération peut se faire sous pression.

a. L’avantage de cette méthode réside dans le contact direct entre la plante et 1’eau bouillante ;
cette technique est réservée habituellement aux dosages des huiles essentielles au laboratoire.

b. Les inconvénients de ce mode d’extraction sont :
v/ certaines substances sont altérées (détériorées) a température élevée en présence d’eau.

v/ certains constituants des essences, solubles dans I’eau, ne se trouveront pas dans I’essence

ou tout au moins n’y seront que partiellement représentés.

v' des phénomeénes physiques et chimiques se produisent et modifient sensiblement le contenu
de la matiére végétale et par conséquent de 1’huile essentielle.

Pour limiter ces artefacts, Morin et Richard préconisent de maintenir le pH proche de la
neutralité et de minimiser la durée du traitement, or la degradation de la matiere végétale lors de
I’hydro-distillation conduit a la formation d’acides organiques qui portent le pH a une valeur
proche (Nowitz, 2000).

Notons qu’au laboratoire, 1’hydro-distillation peut s’effectuer sans ou avec retour d’eau dans
le ballon. Ce recyclage est dit cohobage et le systéeme congu pour I’opération est appelé
Clevenger qui est généralement le plus utilisé pour 1’extraction des huiles essentielles et ce en
accord avec la Pharmacopée Européenne (Bruneton, 1999).

Cependant, son intérét majeur réside dans I’utilisation du systéme de cohobation permettant une

distillation en continue sans modifier la quantité en eau du ballon.
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Figure 05: Hydro-distillateur (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Universite Jijel).
1.1.3.  Extraction par Soxhlet (préparation des extraits a doser par CG-SM)

L’extracteur de Soxhlet permet le traitement des produits solides (maticre végétale) avec des
solvants en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps en verre de 1’extracteur, contient
une cartouche en cellulose remplie de matiére végétale (100g). Cette cartouche est fixée sur un
réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un réfrigérant.

Le ballon contenant le solvant d’extraction est chauffé, ensuite, vaporisation de 1’ hexane puis

condensation tout en restant en contact avec la matiere végétale.

Le solvant collect¢ dans le ballon s’enrichit de plus en plus en solut¢ a chaque cycle
d'extraction et la matiere végétale est toujours en contact avec du solvant fraichement distillé.
L’extraction continue jusqu'a épuisement totale de la matiere solide chargée dans la cartouche,

jusqu’a ce que I’hexane devient de plus en plus clair (Quan et al., 2004; Sarker et al., 2006).
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Figure 06 : Soxhlet C.U.MILA.

Afin d’éliminer le solvant et récupérer 1’extrait concentré, nous avons procédé a 1I’évaporation
sous vide en utilisant un rota vapeur. L'évaporateur rotatif est une technique rapide et efficace de
séparation qui permet I'extraction d'un solvant dont la température d'ébullition est abaissée en

travaillant sous pression réduite (pibiri, 2005).

Figure 07: Evaporateur rotatif. C.U.MILA.
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1.1.4. Meéthodes de dosage par CG-SM.

1.1.4.1. Chromatographie en phase Gaz.

Figure 08: Chromatographie en phase Gaz Faculté S.N.V.Univ. Jijel.

a. Définition

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par séparation qui
s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans

décomposition (Stobiecki, 2000).

Elle permet d’opérer la séparation de composés volatils de mélanges trés complexes et une
analyse quantitative et qualitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit (Arpino et
al., 1995).

b. Le principe

Le principe de base repose sur les équilibres de concentration des composés présents, entre
deux phases non miscibles dont 1‘une, dite stationnaire, emprisonnee dans une colonne et 1‘autre,

dite mobile, se déplace au contact de la premiére (Rouessac et Rouessac, 2000).

La séparation des analyses repose sur la différence de I’affinité de ces composés pour les
phases mobile et stationnaire, alors que le mélange a analyser est vaporisé puis transporté a

travers une colonne, remplie d’une substance liquide ou solide, dite phase stationnaire.

Le transport se fait a ’aide d’un gaz inerte, appelé "gaz vecteur" qui constitue la phase mobile

(anonyme 07).
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c. Appareillage

L’appareil utilis¢ pour analyser ou doser les extraits des graines d’orge est la

chromatographie en phase gaz. Il comporte plusieurs éléments, (Schéma 1).
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Schéma 01 : Schéma d’une chromatographie en phase gazeux (Burgot et Burgot, 2011).

v’ Gaz vecteur (phase mobile)

Il constitue la phase dite "mobile” dont le rble consiste a véhiculer les analytes depuis

I’injecteur jusqu’au détecteur via la colonne analytique (Bouchonnet et Libong, 2004).

Cependant, quatre types de gaz sont utilisés a savoir I’hélium, le dihydrogene, le diazote
et ’argon Le gaz, pur et inerte, est choisi, principalement, en fonction du type du détecteur,
ainsi, dans le cas d’un détecteur de type SM, I’hélium est utilisé comme gaz vecteur. Avec un
débit variant de 30ml/mn a 40 ml/mn pour les colonnes classiques et de 0.2 ml/mn a 2 ml/mn

pour les colonnes capillaires (Burgot et Burgot, 2011; Skoog, 2008).
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Figure 09: Gaz vecteur (hélium) de la CPG faculté S.N.V. Univ. Jijel.

v" Injecteur

L’injecteur est une zone chauffée ou I’échantillon introduit en solution au moyen d’une
seringue de faible volume (micro-seringue de 1 a 10 pL), est vaporisé puis mélangé au gaz

vecteur.

Un volume précis est injecté dans I’injecteur qui vaporise le liquide pour permettre le transfert
de I’échantillon vaporisé vers la colonne de la chromatographie. Cette injection est faite dans un
tube chauffé ou le gaz vecteur arrive par ’une des extrémités du tube et entraine les solutés

vaporisés vers la colonne raccordée a I’autre extrémité.
Il existe deux familles d’injecteurs :

» Lapremiére regroupe les injecteurs dits "a fuite" ou le mode d’injection le plus répandu est
I’injection en "split" ou injection avec "division de flux", il est utilisé¢ pour I’analyse de solutions
concentrées.

» Laseconde famille regroupe les injecteurs "sans fuite" ou I’injection "splitless", ou "sans
division de flux", est utilisée pour introduire des analytes en solution diluée (Bouchonnet et
Libong, 2004).
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Figure 10 : Micro-seringue S.N.V. Jijel.

septum

-

liner

chambre de
vaporisation

entrée de la
— colonne

Schéma 02 : Injecteur (Rouessac et Rouessac, 2011) Figure 11 : Injecteur S.N.V. Jijel.

v" Colonnes

Elles contiennent la phase stationnaire et se présentent sous forme de tubes fins enroulés. La
colonne est un tube fait de matériau le plus possible inerte aux produits chimiques (inox, verre,

nickel, polymere). 1l existe deux types de colonnes :

» Colonnes remplie (a garnissage)

Ces colonnes, d’un diametre de 3,18mm a 6,35 mm et de longueur de 1m a 3m, sont
fabriquées a partir d’un tube d’acier ou de verre. Elles supportent un débit de gaz vecteur allant
de 10 mi/min a 40ml/min. Elles contiennent un support poreux et inerte qui est un solide ayant
une surface spécifique de 2 m%g a 8 m?g qui se présentent sous forme de grains sphériques

d’environ 0,2 mm de diamétre (Skoog, 2008).
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Elles sont remplies de granules de support inerte, généralement de silice, dont la surface est
imprégnée ou greffée avec la phase stationnaire. Elles sont aujourd’hui supplantées par les

colonnes capillaires, dont le pouvoir de résolution est bien supérieur.
» Colonne capillaire

Elles sont de simples tubes d’acier inoxydable, de verre ou de silice fondue (matériau inerte
vis-a-vis de la phase stationnaire et des échantillons) de diamétre intérieur compris entre 0,1 et
0,5 mm, et d’une longueur typique de plusieurs dizaines de métres, pouvant aller jusqu’a 100 m.
Pour tenir dans I’appareil, la colonne est enroulée, avec des spirales ayant 10 & 30 cm de
diametre. La surface interne de ce tube est recouverte d’un film de 0,1 a 5 pm d’épaisseur
constitué de la phase stationnaire. Ce film est mis en place par greffage ou simple déposition, le

greffage étant généralement préféré pour des raisons de stabilité thermique (anonyme 08).

De nos jours, les colonnes utilisées en CPG-MS sont des colonnes dites "capillaires”. La
colonne est constituée d’un tube de silice fondue dont la paroi interne est couverte d’un film
chimique nommé¢ "phase stationnaire" alors que la paroi externe est gainée d’un revétement en

polyimide qui confere une souplesse et une robustesse a la colonne.

En plus de la nature de la phase stationnaire, la colonne capillaire est caracterisée par trois
parameétres géométriques qui sont une longueur (de 10m a 100 m), un diamétre interne (de
0,1mm a 0,5 mm), une épaisseur de la phase stationnaire (de 0,1 a 5 um) et chacun exerce une

influence déterminante sur la qualité de la séparation.

La colonne capillaire est placée dans un four car les interactions entre les composés et la
phase stationnaire sont fonction de la température, I’augmentation de cette dernicre favorise

1’élution des composés et diminue ainsi les temps d’analyse (Bouchonnet et Libong, 2004).

Figure 12: Colonne remplie (Skoog et al., 2012) Figure 13 : Colonne capillaire S.N.V Jijel.
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Tube en verre ou en acier Revétement en ponimide

Granules de support Silice fondue

imprégnées de phase stationnaire

Phase
stationnaire

Schéma 03: Une coupe de colonnes remplie (a gauche) et capillaire (& droite) (anonyme 08).

Figure 14: Colonne capillaire S.N.V Jijel.

v Four

C’est un four a bain d’air, pourvu de résistances chauffantes et d’un systeme de ventilation et

de brassage pour I’homogénéisation de la température. La régulation est assurée par un

thermocouple, pour un intervalle de fonctionnement allant de la température ambiante jusqu’a

400°C. Sa température est en général inférieure de 20°C par rapport a celle du soluté de plus bas

point d’ébullition (Tranchant, 1996).

ES
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Figure 15: Four de CPG S.N.V.Jijel.

v’ Détecteur

Les produits séparés dans la colonne chromatographique doivent étre détectés, donc le réle du
détecteur en sortie de la colonne est d’émettre un signal enregistrable et quantifiable. Le
détecteur est choisi spécifiquement en fonction des produits a analyser.
L’intérét d’utiliser comme détecteur un spectrométre de masse (SM), bien qu’il soit beaucoup
plus onéreux que les autres types de détecteur, est de pouvoir associer a chaque pic du
chromatogramme un ou plusieurs spectres de masse, ce qui permet une identification immédiate

de la structure chimique du produit a analyser (Skoog, 2008).

En effet, le principe de base repose sur les équilibres de concentrations des composés se
trouvant entre deux phases non miscibles, dont 1‘une est stationnaire, emprisonnée dans une
colonne ou fixée sur un support alors que 1‘autre, mobile se déplace au contact de la premiere.
Ainsi, I’entrainement, a des vitesses différentes des composés par la phase mobile, conduit a

leur séparation.

A cet effet, de toutes les méthodes analytiques instrumentales, la chromatographie reste celle
qui a le plus grand domaine de pratique, de ce fait elle occupe une position dominante et aucun

laboratoire d‘analyse ne saurait 1‘ignorer (Rouessac et Rouessac, 2000).

0
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Schéma 04: Principe du chromatographe en phase gazeuse (Rouessac et Rouessac, 2000).

v Enregistreur

L’enregistreur reli¢ au chromatographe, recoit les impulsions électriques du détecteur et les
transmet sur microordinateur ou sur papier. On obtient un chromatogramme ou toutes les
informations nécessaires a 1’analyse qualitative et quantitative (temps de rétention, I’air des pics)

sont enregistrées (Skoog, 2008).

1.1.4.2. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la détermination des
masses moléculaires des composés analysés, ainsi que leur identification et leur quantification.
Elle est fondée sur la séparation et la détection des 1ons formés dans une source d’ionisation qui
proviennent de la molécule a analyser (Menet, 2011).

Elle est aussi, connue comme une méthode physico-chimique appliquée a la détermination
structurale des composés organiques, permet d’accéder a la masse moléculaire d’une substance
et apporte des informations structurales par le biais de 1’étude des fragments moléculaires

engendrés (McLafferty et Stauffer, 1994; Luicitla et Lgunez, 2006).
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Figure 16: Spectromeétries de Masse S.N.V Jijel.

1.1.4.3. Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométries de Masse
(CG/MS)

La CPG/SM est une méthode associant la technologie d’un chromatographe en phase gazeuse
avec celle d’un spectrométre de masse utilis€ comme détecteur. Ce systeme de couplage
développé depuis les années 1950 est désormais bien maitrisé par les constructeurs d’appareils,
méme si plusieurs analyseurs de masse continuent d’étre proposés (quadripdle, trappe, temps de
vol). La CPG/SM est désormais une méthode d’analyse chimique classique au laboratoire
(identification et quantification de médicaments, analyse de solvants résiduels, détection de
fraudes alimentaires, dépistage du dopage, analyse environnementale, etc.). Malgré la
concurrence d’autres techniques d’analyse, la CPG/SM conserve de multiples domaines
d’applications et des avantages indéniables dans certains types d’analyse de substances
facilement vaporisables (Paolini, 2005).

Ainsi, la CG-SM est une méthode d'analyse qui combine les performances de la
chromatographie en phase gazeuse et de la spectrométrie de masse afin d'identifier et de
quantifier précisément de nombreuses substances (Pulgarin et VVan Coillie, 2012).

Elle permet la séparation des substances, selon leur volatilité, qui sont, ensuite, fragmentées
dans la trappe a ions de la spectrométrie de masse pour les identifier grace au fragment et a leur

masse moléculaire (colas, 2006).
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Figure 17: Chromatographie en phase gazeux couplé au spectrométrie de masse S.N.V Jijel.

L’analyse chromatographique est effectuée avec une chromatographie en phase gaz couplée a

une spectrométrie de masse de type Shimadzu QP2010 de type EL 70 ev quadripole au

laboratoire pédagogique de la facult¢é SNV de I’Université de Jijel. Cependant, les conditions

d’analyse par CG/SM sont:

¥

- F F F & F FFEFEEFFEEEFEFEE

caractérisation de la colonne : OV1701
longueur de la colonne : 25m

nature de gaz vecteur : hélium h2
volume d’injection : 1 Ul

température d'injection: 250.00°c
mode d'injection : Split

température du four a colonne : 55.0 °c
flux de colonne: 0.77 ml/min

mode de contrdle de flux : vitesse linéaire
pression : 24.6 KPa

débit total: 17.4ml/min

vitesse linéaire: 35.0 cm/sec

flux de purge : 1.2 ml/min

rapport de division: 20.0

injection haute pression: fermer
économiseur de gaz porteur: fermer

séparateur: fermer

Programme de température du four (tableau 5):

@
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Tableau VI: Programme de température du four

Taux Température

(en degré Celsius)

- 55.0
3.0 120.0
5.0 220.0

+ ldentification des pics

L’identification des pic s’effectue avec un logiciel chemistation installé sur 1’ordinateur relié

avec la CG / MS (figure 18 et 19).

Figurel9: Logiciel installé sur I’ordinateur relier avec la CG / MS.
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1.1.4.4. Préparation de I’extrait aqueux brut

L’extraction est réalisée par macération du broyat des grains d’orge a température ambiante
dans de I’eau distillée a raison de 10% (P/V) pendant 24 heures.
Ensuite, on procede a une filtration. Le fractionnement liquide-liquide se fait a partir du filtrat
obtenu, qu’on peut sécher a 60°C a 1’étuve jusqu’a 1’obtention d’un résidu sec qui par
conséquent est conservé dans des piluliers en verre ambré a une température de +4°C.

L’organigramme en-dessous résume les étapes suivies pour préparer les différentes fractions de

I’extrait aqueux brut.

Les graines d’orge sont
séchées et broyées a
I’aide d’un mixer

Extrait aqueux brut

Extraction par le n-butanol pour obtenir FA1 ET FB1

Fraction aqueuse 1
Extraction par le

dichlorométhane

Fraction
dichloromét
anique

Fraction
aqueuse 3

Fraction
aqueuse 2

Figure 20: Organigramme du fractionnement de I’extrait brut aqueux.
Extrait aqueux brut: EAB, Fraction aqueuse 1: FAL, Fraction butanolique 1: FB1,

Fraction aqueuse 2: FAZ2, Fraction butanolique 2: FB2, Fraction aqueuse 3: FA3,
Fraction dichlorométhanique: FDM
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L’extrait aqueux brut, préalablement préparé, subit une série d’extractions liquide-liquide afin
de récupérer (06) fractions (voir organigramme).

La premiére extraction se fait par le n-butanol afin de récupérer de deux fractions organique
(FB1) et aqueuse (FAL). Cette derniére subit une extraction liquide-liquide par le
dichlorométhane pour avoir les fractions, aqueuse 2 (FA2) et dichlorométhanique (FDM). Alors
que la fraction butanolique 1(FB1) est ré-extraite par 1’eau distillée (rincage), pour obtenir deux
fractions, butanolique (FB2) et aqueuse (FA3).

Cependant, la répétition d’extraction plusieurs fois permet de récupérer le maximum de
composés. Les fractions organiques sont évaporées a sec a I’aide d’un rota-vapeur.

En parallele, les fractions aqueuses sont séchées a 50°C dans une étuve pendant 48 heures.
Ainsi, les résidus secs obtenus sont conservés, dans des piluliers en verre, a tempeérature de +4°C

et a I’abri de la lumiére, afin de les utiliser plus tard.
I1. Tests de caractérisation

Une recherche phytochimique est effectuée parallélement aux différents tests biologiques.

Cette contribution est réalisée, en premier temps, sur les grains d’orge, ensuite sur les
différentes fractions de I’extrait aqueux brut.

C’est ainsi qu’une fois le matériel végétal est prétraité, les graines sont soumises a des tests
pour detecter de fagon qualitative les principales familles de produits naturels qui peuvent se
trouver dans I'échantillon. La détection de ces groupes constitue le screening ou criblage
phytochimique. Les tests de caractérisation sont basés sur des réactions de précipitation et de
complication avec formation de complexes insolubles et colorés. La coloration observée et
provoquée par I’utilisation d'un réactif approprié, est due généralement a la formation d'une
conjugaison ou d'une insaturation d’une molécule. Les essais phytochimiques sont menés suivant
les méthodes usuelles décrites pour la plupart par Harborne (1998).

Cette phytochimie est réalisée sur les graines traitées par quatre solvants de polarités
différentes a savoir, I’éther diéthylique, 1’éthanol, méthanol et I’eau. Les extraits bruts (étherique,
éthanolique, méthanolique et aqueux) sont préparés par macération de 5 g de la poudre végétale
dans 100ml de solvant. Pour les fractions, les tests phytochimiques se font sur le résidu sec ou
solubilisé dans de 1’eau distillée. Par ailleurs, les teneurs en sucres totaux sont recherchées sur

I’EAB et ses fractions.

%
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Figure 21: Macération. Figure 22: Filtration.

11.1.Phytochimie qualitative

La phytochimie qualitative consiste en la mise en évidence des différentes familles de

composés par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.
e Tanins

A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCl; a 2%. Un test positif
est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (laisser reposer

quelques minutes) (karumi et al., 2004).

e Saponosides:

Test 1 :5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2 mn.
La formation d’une mousse persistante aprés 15 mn confirme la présence des saponosides

(karumi et al., 2004).

Test 2 : Evaporer 10 ml d’extrait éthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre. Mélanger 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydride
acétique. Ajouter quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter puis laisser reposer.
L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert confirme la présence des hétérosides

stéroidiques (karumi et al., 2004).

Test 3 :5 ml de la solution a tester sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence

des triterpénes hétérosidiques (Edeoga et al., 2005).

e Flavonoides

Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une

quantité de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée

@
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par I’apparition d’une couleur rouge ou orange (karumi et al., 2004).
e Glucosides cardiotoniques

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani. A 1 ml de chaque extrait ajouter 5 ml
d’acide acétique contenant des traces de FeCl; et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces
de FeCl;. La présence des glucosides cardiotoniqus est confirmée par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide
sulfurique) (Edeoga et al., 2005).

e Coumarines

Placer 1g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques
minutes. Ajouter 0,5 ml de NH,OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner
sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines
(Benmehdi, 2000).

e Anthracénosides

Ce test est réalisé sur I’extrait éthanolique. En premier lieu, prendre 25 ml de I’extrait
éthanolique, ajouter 15 ml d’HCI 10%, porter a reflux pendant 30 mn, refroidir la solution et
I’extraire 3 fois avec 15 ml d’éther diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et

étherique.

Le test de la présence des anthracénosides est basé sur la réaction de Borntrager. Evaporer
8 ml de la phase étherique, récupérer le résidu avec 2 ml d’eau chaude, ajouter quelques

gouttes d’NH,OH a 10%. Le test est positif par I’apparition d’une coloration rouge orangée.
e Alcaloides

Deux reéactifs sont utilisés : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés comme

suit :

*  Réactif de Mayer : 5 g de Kl et 1,358 g de HgCl, solubilisés dans 100 ml d’eaudistillée.

*  Réactif de Wagner : 2 gde Kl et 1,27g d’l, solubilisé dans 100 ml d’caudistillée.

Ce test se fait par ajout de quelques gouttes de chaque réactif, séparément, aux différents

extraits étudiés. L apparition d’un précipité confirme la presence des alcaloides (Bruneton,

1999).
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e Amidon

Traiter D’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. L’apparition d’une coloration bleue
violacée indique la présence d’amidon (Benmehdi, 2000).
Réactif d’amidon : 1,2 g d’l, et 2,5 g de KI solubilisés dans 500 ml d’eau distillée. Le test est

positif par I’apparition d’une coloration rouge orangée.
e Anthraquinones

Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH 0,5 N et
Iml d’H,0, a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec 1’acide acétique.
Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzeéne. Agiter I’extrait benzénique en
présence de 5 ml de NH,OH. Une réaction positive est révélée par la formation d’une couleur

rouge au niveau de la couche alcaline (Benmehdi, 2000).
e Mucilages

Me¢élanger 1 ml d’extrait aqueux et 5 ml d’alcool absolu. Un test positif est révélé par

I’apparition d’un précipité floconneux (Souley amadou, 2005).
e Les acides aminés

Le principe est baseé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine acétique. Ainsi,
a un (01) ml de chaque extrait est ajouté un (01) ml de solution de ninhydrine acétique.
Chauffer, ensuite, dans le bain marie et observer le changement de couleur. La présence des

amino-acides est confirmée par I’apparition d’une couleur violette (Harbonne, 1993).
e Lescomposés réducteurs:

Il a été procédé a une évaporation a sec de cing(05) ml du décocte aqueux a 10% au bain
marie. L’apparition d’un précipité rouge brique apres addition au résidu d’un (01) ml de

réactif de Fehling révélé la présence des composes réducteurs (OMS, 2002).

e Lesstérols et les tri-terpénes:

Une macération, pendant 24h d’un (01) g de poudre de I’orge dans 20 ml d’éther di-
éthylique, suivie d’une filtration de ce mélange et complété a 20 ml d’éther di-éthylique
s’avere nécessaire pour appliquer la réaction sous citée. Ensuite, suivre la réaction de
Libermann- Buchard qui nécessite une évaporation a sec de dix (10) ml de I’extrait au bain
marie. Le résidu sera repris avec un (0 1) ml d’anhydride acétique puis un (01) ml de

chloroforme. Cette solution est partagée dans deux tubes a essai, dans 1’un introduire un (01)
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ml de réactif de Libermann. Il se forme un anneau rouge brunatre ou violet, la couche
surnageant devient verte ou violette, cela traduit la présence de stérols et les tri-terpenes.
(Moullet, 2005).

11.2.  Phytochimie quantitative

Dans cette étape, les teneurs de certains composants des grains de la plante en question

dont nous avons prélevé les échantillons de farine de grains d’orge sur lesquels 1’analyse est

meneée.
11.2.1. Humidité
11.2.1.1. Principe

Cette méthode analytique est basée sur le séchage complet du matériel végétal frais a une
température de 80°C jusqu'a obtention d'un poids stable. L'humidité est le pourcentage en eau

perdue apres séchage par rapport a la matiere fraiche (AFNOR, 1990).
11.2.1.2. Mode opératoire

Cing grammes (05g) de I’échantillon "plante fraiche" sont emballés dans le papier
daluminium, et placés dans I'étuve a 80°C jusqu'a séchage total. Apres, les échantillons sont
retirés et placés dans un dessiccateur pour se refroidir, puis pesés en utilisant la méme balance

analytique utilisée pour les pesés préalables.
11.2.1.3. Expression des résultants

e Le taux d'humidité est exprimé en (%) selon la formule suivante:
H (%)= [(M2-M3)/(M2-M1)] x100
M1: la masse du papier aluminium vide en gramme
M2:la masse du papier aluminium +la prise d'essai avant le séchage
M3: la masse du papier aluminium +la prise d'essai aprées le séchage
H: humidité
Le pourcentage en matiére seche (MS%) est exprimé selon la formule
suivante:
MS (%)=100-%H
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11.2.2. Sucres totaux

Pour I'analyse des sucres totaux, nous avons suivi la méthode de Dubois et al. (1956)
Le principe de cette méthode est qu'en milieu acide et a chaud, les liaisons glycosidiques des
hydrocarbures sont hydrolysées. Les oses simples, ainsi, libérés subissent une déshydratation
intramoléculaire pour donner des dérivés furfuraux. La fonction aldehyde se condense, a cet
effet, en milieux acides avec I'hydrolyse d'un composé phénolique pour donner des acétals ou

hémi —acétals de couleur rougeatre qui absorbent dans le visible (450-500 nm).

11.2.2.1. Extraction

Le protocole d'extraction consiste a peser 50 mg du matériel végétal broyé (mélange des trois
parties la plante) puis les mettre dans 50 ml d'eau distillée et laisser agir pendant 24 h a
température ambiante. Ensuite, I’extrait est soumis a une filtration, alors que pour le dosage, il

est dilué dans de 1’eau distillée a des volumes connus.
Tableau VI1: Préparation de la solution mére de 1’échantillon.

Tubel Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5 Tube 6

Solution mére Iml 2,5 ml 5 ml 7,5 ml 10 ml 12,5 ml
Eau distillée 14 ml 12,5 ml 10 ml 7,5 ml 5ml 2,5 ml
Le volume total 15 ml 15 ml 15 mi 15 mi 15 ml 15 mi

S
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Figure 23: Préparation de solution mére de 1’échantillon.

11.2.2.2. Préparation de la gamme d’étalonnage

Peser 20mg de glucose et les mettre dans 20ml d’eau distillée, ensuite, dans une série de tubes

a essai mettre le méme volume (5ml) de la solution dont les concentrations sont connues.

Tableau VIII : Résultats du dosage des sucres totaux

Tube | Tube | Tube 3 | Tube | Tube
1 2 4 5
solution mére Iml 0,5ml | 0,2ml | 0,1 ml | 0.05
Eau distillée 4dml |4 5/48ml|49ml | 4.95
ml
La concentration finale 20 ug/ | 10 g/ | 4 po/ | 2pug/ | 1pg/
ml ml ml ml ml

Figure 24: Préparation de gamme d’étalonnage.
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11.2.2.3. Dosage

Dans des tubes a essais, on introduit 1ml de la solution a doser, puis 1ml de la solution de
phénol (5%). Les tubes sont soigneusement agités. Puis 5ml d'acide sulfurique concentrés sont

ajoutés a l'aide d'une pipette graduee.

Figure 25: Résultats de dosage.

Aprés un repos de 30mn a I'obscurité, les mesures d'absorbance (densité optique ou DO) sont
effectuées a une longueur d’onde égale a 490nm. Par ailleurs, le calibrage du spectrophotometre
(UV-VIS spectrophotométre, SHIMADZU) se fait avec un blanc contenant 1ml d'eau distillée,
1ml de phénol a 5% et 5ml de H,SO,

Figure 26: Spectrophotometre.
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11.2.2.4. Expression des résultats

Une courbe d'étalonnage corrélant la variation de la DO en fonction de la concentration de
glucose a été tracée. A partir de cette courbe on détermine la concentration de notre échantillon
en sucres totaux. Le taux des sucres en % par rapport a la matiere séche est obtenu par la formule

suivante:

ST (%MS) = [(CxV)/P] x100

C: concentration en sucres de I'extrait en mg/ml
V: volume de I'eau distillé utilisé en ml

P: la prise d'essais en mg

ST: sucres totaux.

ST (%MF) = [ST (%MS) x %MS]/100

%MS: la teneur en matiere seche en %

MF : matiere fraiche.

u
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|. Extraction des huiles essentielles

Le rendement de 1’extraction varie en fonction de ’espéce végétale, de I’organe utilisé, des
conditions de séchage, du contenu en métabolites de chaque espéce, de la nature et de la polarité

du solvant utilisé.

D’aprés les résultats obtenus, il s’est avéré que les graines ont un faible taux en HE.

Les huiles essentielles extraites des grains d’Orge ’

| | |

I’extraction directe ou macération dans le

‘ hydro-distillation |

méthanol et ’éthanol
Il \

Aucune trace Aucune trace

Figure 27 : Résultat d’extraction des huiles essentielle par solvant et hydro-distillation.

I1. Etude phytochimique
11.1. Tests qualitatifs

L’étude phytochimiques nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de nos échantillons. La détection de Ces composes
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des Réactions de précipitation
et de turbidité, et un changement de couleur spécifique. Les Résultats du criblage réalisés sur les

graines de I’Orge (Hordeum vulgare L.) sont mentionnés dans le tableau IX.
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Tableau IX: Tests phytochimiques réalisés sur la poudre des grains d’Orge (Hordeum vulgare L.).

Composés Réactifs Tests réalisés sur les grains d’Orge moulus
herché filisg
recherches 1 UHISSS TeAB| E. | E. | E. | FAL | FA2 | FA3 | FBL | FB2 | FD
Ether | Ethn | Méthn M
Alcaloides Wagner + + + + + + + + + +
Composés Liqueur de + i + + + + + + + +
Réducteurs Fehling
Amidon Réactif + + + + + + + + + +
d’amidon
Acides aminés | Ninhydrine / / / / / / / / / /
Les stérols et Reéaction - + + + - - - + + +
les tri-terpénes | Libermann
Buchard
Coumarines KOH + + + + + + + + + +
HCI
Anthraquinon | NH4OH a - - - - + + + + + +
€s (10%)
Glucosides Réaction de + + + + + + + i + +
cardiotoniques Keller-
Kiliani
Flavonoides Mg++ + - - + + + - + + +
Mucilage alcool + + + + + + + + + +
absolu
Tanins FeCls + + + + + + + + + +
Saponosides Indice de - 0 - - + - - t + +
mousse

Détecté, (+) Trace: (%) Non détecté: (-)  Non effectué : (/)

E A B : Extrait aqueux brut  FA1= Fraction aqueuse 1 FB2= Fraction butanolique 2

E. Ether : Extrait Ethérique ~ FA2= Fraction aqueuse 2 ~ FDM= Fraction dichlorométhanolique
E. Ethn : E. Ethanolique FA3= Fraction aqueuse 3

E. Meth : E. Methanolique FB1= Fraction butanolique 1
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Du tableau IX , il ressort que les grains d’orge (Hordeum vulgare) sont riches en composés
réducteurs, en alcaloides, par contre mucilage, glucosides cardiotoniques se trouve a 1’état de
traces dans les FA2, FA3, FB2, FDM. Coumarines, tanins et amidon qui sont détectes dans tous
les extraits. Il faut signaler que toutes ces molécules interviennent a différents niveau de

I’organisme soit comme agents protecteurs contre des maladies aigues et méme chroniques.

Cependant, les sterols et les triterpenes sont détectés dans I’E.ether, E.ethan, E. meth , FB1,
FB2 et FDM , les anthraquinones dans FALl, FA2, FA3, FB1, FB2 et FDM , ainsi que, les
flavonoides dans EAB, E. Méthanolique, FA1 et FBI1 mais a 1’état de traces dans FA2, FB2 et
FDM alors qu’ils sont totalement absents au niveau des extraits ethérique, ethanolique et
FA3.Les saponosides se trouve dans extrait ethérique mais a 1’état de traces dans FA1, FBI,
FB2, FDM. Par contre qu’il sont absent dans EAB, E.ethanolique, E.méthanolique , FA2 et
FA3.

Par contre les acides aminés leur absence est du au manque du produit chimique la
Ninhydrine qui est de premiére nécessité pour la mise en évidence par le test de phytochimie

qualitative, afin de déduire la valeur biochimique de tout produit.

11.2. Tests quantitatifs

11.2.1. Le taux de ’humidité et de la matiére séche

L’appréciation de la teneur en matiére seche repose sur la détermination du taux d’humidité
(eau) contenue dans 1’échantillon (grain d’Orge) a analyser. Cet indice (humidité) reste tres
important du point de vue qualité de I’échantillon et de sa valeur alimentaire, accélere la
germination si le degré de végétation est atteint et méme dans la majorité des cas favorise le
développement des microorganismes lors du stockage ce qui conduit a la dégradation de la

valeur et la qualité nutritive.

L’analyse du taux d’humidit¢ de Hordevum ulgare L. a révélé une proportion moyenne
estimee a 51,56% des grains, a partir de laquelle le pourcentage en matiere seche (MS)

déterminé est évalué a 48,44%.

L’Orge s’avere donc modérément riche en eau.
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Figure 28: Taux d’humidité et de matic¢re séche des grains d’Orge.

11.2.2. Le taux des Sucres totaux

Le dosage des sucres totaux d’orge est effectué par spectrophotometre. Les résultats obtenus
exprimés en pg/ml, sont calculés par I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage du glucose.

Tableau X : Résultats du dosage de la gamme d’étalonnage

Tube 1 Tube?2 Tube 3 Tube 4 Tube 5
La concentration finale | 20 pg/ml | 10 pyg/ ml | 5pg/ ml | 2,5 pg/ml | 1.25 pg/ml
D.O 0.591 0.322 0.201 0.07 0.031
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Figure 29: Gamme d’étalonnage du glucose
Tableau XI: Résultats du dosage des sucres totaux.

Tubel Tube 2 Tube 3 Tube 4 Tube 5 Tube 6
D.O 0,016 0,05 0,118 0,238 0,211 0,258
Les 0.06 pg/ml | 1.24 pg/ml | 3.58 pg/ml | 7.72 pg/ml | 6.79ug/ml | 8.41 pg/ml

concentration
s des sucres
totaux (ug/
ml)

A la lecture des résultats reportés dans le tableau XI, il ressort que le taux des sucres totaux
reste toujours fonction de la dilution, ainsi, donc ceci montre que les échantillons sont riches en

ces Composes énergétiques.

I11. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC/MS)

Elle reste, généralement, une méthode physique de séparation qui se fait grace aux
différences d'affinité des substances de 1’échantillon a analyser, a l'égard des phases,
stationnaire ou fixe, et mobile. En effet, afin d’identifier les principaux constituants, en
particulier les acides gras a caractére thérapeutique, des grains d’Orge, il s’est avéré nécessaire
de recourir aux méthodes chromatographiques (CPG et CPG / SM).Cependant, la technique la
plus utilisée pour connaitre et identifier les substances bioactives est celle du couplage CPG/SM.

Dans la majorité des cas, elle donne, la masse moléculaire d’un composé et des informations

@
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structurales relatives a toute molécule a partir de sa fragmentation (Evans et Haken, 1989;
Longevialle, 1981).

Résultat d’analyse et identification des molécules bioactives de 1’Orge (Hordevum vulgare)
par le CPG-SM au laboratoire pédagogique de la facult¢é SNV de I’Université de Jijel sont
présenté dans la figure 27 et tableau 09 qui détermine les différents constituants et le temps de

rétention, formule chimique et son pourcentage de surface pour chaque compose.

Le nombre de composés identifiés pour Hordevum vulgare L. est de 57 composés, mais
nous ne mentionnons que des composés importants.

Tableau XI1: Caractéristique des principaux composés des extraits de la farine des grains
d’Orge identifiés par GC/SM.

N° de pic | Temps de | Pourcent Composés Formule La structure
rétention age identifiés chimique
8 9.482 25.86 Tétraméthylpyrazi | CgHioN» e ~
H,C .\/ cH
7 9.197 13.02 Oxirane- C,H4O
9 9.870 8,26 2carboxylic acid,
ethyl ester I:;L\W
44 43.874 11.94 n-Hexadecanoic | CH3(CHy) 9
acid ou acide 14COOH I
palmitique
9,12- 0 :
50 47.329 633 Oc;i(ijgc(azd,lze)rlmc C1sH2,0, Ho A T
Acide linoléique
1,2- 1
41 259 Benzenedicarboxy B \('n\, -~
41,804 ’ lic C16H2204 A~

acid,bis(2methylpr
opyl) ester ou
phtalate de
dibutyle
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Figure 30: Chromatogramme de Hordevum vulgare L.
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I11.1. Identification des pics

L’identification des pics par I’ordinateur reli¢ avec la CG/MS.

+ Le tétraméthyle pyrazine ou TMP

Figure 31: Pic de tétraméthyle pyrazine

Il est de formule moléculaire CgHi12N,, de poids moléculaire égal a 136.198 g/mol. Le
tétraméthylpyrazine appartient a la classe des pyrazines, a savoir la pyrazine, dans laquelle les
quatre atomes d’hydrogéne sont remplacés par des groupes méthyle. Il joue un réle
d'antinéoplasique, d'inhibiteur de l'apoptose, d'agent neuroprotecteur, d'agent vasodilatateur,

d'inhibiteur de I'agrégation plaquettaire et de métabolite bactérien.

Est un compose naturel utilisé en phytothérapie chinoise a des fins médicinales depuis plus
de 2000 ans. Il possede des actions sur les infarctus du myocarde et du cerveau (Guo et al.,
1983). A cet effet, plusieurs chercheurs se sont penchés sur d'autres capacités
pharmacologiques du TMP dans diverses maladies, telles que les maladies coronariennes, le
diabéte, les cancers et les lésions du foie. En conséquence, sa capacité de régulation dans

diverses cibles moléculaires, a savoir anti-inflammatoire, antioxydant, antiplaquettaire et anti-

apoptose est vérifiée au laboratoire (Guo et al., 2016; Mei et al., 2008).
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Figure 32: Structure chimique du tetramethylpyrazine (Mie et al., 2008).

« Utilisation médicinale du TMP
v" Diabéte

Comme il existe de nombreuses preuves de 1’action protectrice vasculaire du TMP, Lee et
ses collégues ont émis I’hypothése d’étudier cette caractéristique deés le début sur le modele
diabétique. L’induction de la maladie chez les animaux expérimentaux est réalisée par une
molécule diabétogene dite la streptozotocine adoptée pour tester le taux de la peroxydation
lipidigue, I'un des changements pathologiques marqueés du diabete. A cet effet, le résultat obtenu

est hautement significatif car le TMP a abaissé efficacement les taux de glucose et d'urée dans
le sang (Lee et al., 2002).

v Action du TMP sur le system cardiovasculaire

Les effets pharmacologiques cardiovasculaires de ce monomeére constituent un reméde
botanique prometteur. En effet, son mécanisme d'action inclue la modulation des canaux
ioniques, la stimulation de la production et de la libération du NO, I'inhibition de la prolifération
et de la migration des cellules musculaires lisses vasculaires, la régulation de I'inflammation et

de I'apoptose ainsi que la prévention de I'agrégation plaquettaire.
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Figure 33: Mécanismes putatifs sous-jacents aux effets protecteurs cardiovasculaires du TMP
(Guo et al., 2016 ; Qian et al., 2014).

» Regulation des fonctions inotropes et cardio- vasculaires
a. Canaux ioniques

Le TMP est un «antagoniste du calcium» (Zhou et al., 1985). Il produit une libération du
Ca2 + intracellulaire au début suivie par une vasodilatation par inhibition du flux de Ca2 +
(Kwan et al., 1990). En effet, il affecte le flux du calcium pour faciliter I'ouverture du canal
potassique ( Kwan et al., 1990 ; Tsai et al., 2003). de méme il induit une vaso-relaxation des
veines aortiques par les canaux potassiques dépendants de I'ATP (Kim et al., 2010). La
combinaison du phosphate de tétraméthylpyrazine (TMPP) et de Ginsenoside-Rb1 (Rb1) dans le
modele murin ¢Tn a également donné certains avantages, le niveau régulé a la baisse de la
protéine kinase IIf (Camk2b) dépendante du calcium / calmoduline (Camk2b) a éclairé
I’hypothése que le TMP pourrait réguler le Ca2 +/ CaM / (Lu et al., 2012). Récemment, un
ouvrage (Lin et al., 2015). a testé avec succes l'effet protecteur du TMP sur les

cardiomyoblastes H9c2; le résultat est conforme au rapport précédent de Zheng et al. (2013).

b. Voie de I'oxyde nitrique

Le TMP stimule la production de NO (Peng et al., 1996). car il est démontré qu'Akt et
I'isoforme endothéliale de la phosphorylation de l'oxyde nitriqgue synthase (eNOS) étaient
significativement régules positivement aprés le prétraitement au TMP in vivo, a cet effet, en
conséquence il pourrait étre bloqué par I'inhibiteur de NO synthase (NOS) (Lv et al., 2012).
Cependant, la méme source indique que la voie PI3K / Akt pourrait jouer un réle crucial dans

I'activation de NOS et I'augmentation de la production de NO.
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Le TMP exerce un réle d'inhibition dans la phosphorylation de I'Akt dans les cellules
microgliales N9 mais active I'Akt dans les cellules endothéliales vasculaires (Liu et al., 2010;

Kang et al., 2009).

c. Prolifération et migration des cellules musculaires lisses

Le TMP peut diminuer la prolifération du CMLV (Cellule Musculaire Lisse Vasculaire)
dans les vaisseaux aortiques de lapin (Li et al., 1999). En outre, le TMP inhibe la prolifération
des cellules du tissu musculaire lisse des voies respiratoires via la voie de signalisation ERK1 /
2, du fait que le niveau de protéines PDGF et p-ERK 1/2 a diminué de maniére significative
(Qu et al., 2010). Cependant, (Yu et al., 2015).Le TMP peut inhiber, aussi, la prolifération
du CMLYV induite par PDGF-BB.

> Résistance aux destructions cellulaires
a. Stress oxydatif

Des études en phytothérapeutie sur les Iésions provoquées par la voie des ROS (especes
réactive oxygene) chez les MCV (maladies cardiovasculaires) ont fait preuve de beaucoup
d’intérét médical car elles dégagent le TMP sur les fuites (Li et al., 2015; Zhang et al.,
2011).

— Vasculaires pulmonaires induites par 1I’hypoxie.
— Niveau des cellules de la veine ombilicale humaine (HUVEC) induites par H,O,, dont
I’évaluation de I'effet protecteur du TMP sur le stress oxydatif, ainsi que ses  propriétés

anti-apoptotiques sont significativement importantes
b. I'apoptose

Le TMP diminue I'expression de 'ARNm d'ANP (peptide natriurétique auriculaire) et
élimine les taux de pJAK2, pJAK1 (protéines ou tyrosine-kinases JAK (Janus kinases) ou de
pSTAT3 (protéines signal transducers and activators of transcription qui une fois au repos dans
le cytoplasme sont phosphorylées par les tyrosine-kinases JAK), démontrant ainsi qu'il peut

inhiber la transduction du signal JAK-STAT (Gao et al., 2011). Le TMP peut, aussi, exercer

une capacité anti-apoptose en inhibant le macrophage COX-2(Wan et al., 2004).
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c. Pinflammation

Le TMP pourrait réguler I’expression de I’hepcidine (de I’anglais : hepatic bactericidal
protein = hormone peptidique sécrétée par le foie qui régule le métabolisme du fer dans
I’organisme au niveau de I’apsorption intestinale et de son stockage h épatique) véritable

régulateur positif de la déstabilisation de la plaque athéroscléreuse depuis 2007 par suillivan
(Sullivan, 2007; Sun et al., 2015).

v' Antiplaquettaire

L'agrégation plaquettaire joue un réle clé dans la pathogenese de I'athérothrombose,
cependant, une variété de plantes médicinales chinoises, riche en TMP, testée sur des lapins a
montré ses propriétés antiplaquettaires (Liu et al., 2012). Il faut mentionner que le TMP est
reconnu par son effet antiplaquettaire depuis les années 1980 (Zeng et al., 1982), a cet effet, la
stimulation de la production d'’AMPc, ainsi que I'inhibition de la mobilisation du calcium
intracellulaire sont supposées étre le mécanisme potentiel de ce phénomene (Liu et Sylvester,
1990). Une recherche menée sur des patients atteints d'un syndrome coronarien aigu et ayant
bénéficié d'une intervention coronarienne percutanée a donne, apres un traitement au TMP, une

baisse significative du niveau de CD63, véritable indicateur de I'activation plaquettaire, donc il

peut avoir un effet sur I'inhibition de la libération des plaquettes (Chen et al., 2007).
v" Protection contre les Iésions cérébrales et médullaires

L'application du TMP dans le traitement de I'AVC ischémique date depuis un temps lointain
(Chen et Chen, 1992). et intervient dans la récupération fonctionnelle et la plasticité
dendritique aprés ischémie (Lin et al., 2015). Signalons que I’évaluation directe de la
capacité de ce produit a pénétrer au travers de la barriére hémato-encéphalique, grace a une
microdialyse qui fournit la preuve sur I'effet central de la PTM, est mise en évidence par Tsai et
Liang (2001). Cependant, sa propriété neuroprotectrice est en partie due a la modulation de la
transcription de la thiorédoxine (Jia et al., 2009). et a la régulation négative de I'expression
de l'isoforme neuronal de la NO synthase (nNOS) (Xiao et al., 2010). Comme, il pourrait
également atténuer I'inflammation associée a l'ischémie en régulant I'expression du facteur deux
(02) lié a NF-E2 (Nrf2) et de I'neme oxygenase-1 (HO-1), qui joue un role contre les lésions

cérébrales de reperfusion ischémique (Xiao et al., 2010; Li et al., 2011).
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Les chercheurs ont affirmé que ce produit peut protéger la fonction mitochondriale et les
antioxydants enzymatiques (Li et al., 2010). Les effets neuroprotecteurs du TMP ont
également été testés sur les Iésions de la moelle épiniére (Xiao et al., 2012; Shin et al.,
2013).

v" Cancer

Le TMP, en premier lieu est testé par Liu et al. (1995) pour une éventuelle réponse a la
prolifération des lymphocytes, dont le résultat est positif. De ce fait, plus tard, il est utilisé sur
divers cancers, tels que la leucémie (Li et al, 2014; Wang et al., 2015).
, le cancer du poumon (Xu et al., 2004; Zheng et al., 2012).le carcinome de l'ovaire (Yin et al.,
2011). le cancer du foie (Cao et al., 2015). I'ostéosarcome (Wang et al., 2013). cancer du sein
résistant & la chimiothérapie (Zhang et al., 2012). et cancer de la prostate (Han et al., 2015).
ainsi, il est conclu que probablement que son mécanisme d’action comprend des anti-
inflammatoires et favorise I'apoptose. Cependant, il en est de méme quel’effet de ses dérivés a

savoir le chlorhydrate de tétraméthylpyrazine (TMPH) a abouti a une conclusion similaire.

Signalons que pour le moment de grandes quantités d'agents sont actuellement rapportées
comme anticarcinogénes via de nombreuses voies, déterminées dans des environnements

expérimentaux, tandis que peu présentent les mémes effets en clinique.
v’ Lésion hépatique

L’effet hépato-protecteur du TMP sur les Iésions hépatiques aigués induites par I'éconazole
est detecté pour la premiére fois par Liu et al. (2002). Cependant, I'explication probable de cette
action inclut I'inhibition de la peroxydation des lipides membranaires (So et al., 2002). et du
stress oxydatif (Lu et al., 2015). De méme, plus tard d’autres résultats montrent que le TMP
joue un rble de protection contre les lésions hépatiques aigués induites par la sepsie,
principalement en améliorant I'expression de l'aquaporine (Wang et al., 2013). En outre, il
intervient comme un inhibiteur sur les voies de la fibrose hépatique, PI3 / AKT et ERK, et de
I'inflammation de NLRP3 (Zhang et al., 2014; Wu et al., 2015).

v Lésion rénale
Le stress antioxydant pourrait étre I’un des mécanismes par lequel le TMP peut atténuer la

néphrotoxicité induite par le cisplatine chez le rat
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(Ali et al., 2008; Lan et al., 2014). car des effets similaires sont également observés dans
les cellules tubulaires rénales de rat (Sue et al., 2009). Il faut signaler aussi que son effet
thérapeutique sur les lésions d'ischémie-reperfusion hépatique / rénale chez le rat (Chen et al.,
2003). ainsi que sur la fibrose rénale interstitielle, est vérifié positivement (Yuan et al., 2012 ;
Li et al., 2014). De plus, le TMP protege les cellules tubulaires rénales de rats de I'apoptose
induite par I'adriamycine (Cheng et al., 2006; Juan et al., 2007). suite & I'inhibition des voies
p38 MAPK et FoxO1 (Gong et al., 2013).

v Autres

La réputation du TMP pour son large spectre de caractéristiques pharmacologiques, tels que
les effets antioxydants, anti-inflammatoires, antifibrosiques, et les maladies, comme l'asthme et

la colite, a fait I’objet de plusieurs études approfondies (Che et al., 2008 ; Lu et al., 2014).
< Etat actuel des utilisations thérapeutiques du TMP

La solution injectable de TMP est largement utilisée, en particulier en Chine, pour traiter les
accidents vasculaires cérébraux ischémiques (Ni et al., 2013). les maladies coronariennes
(Chen et al., 2007). la néphropathie diabétique (Wang et al., 2012). et la gonarthrose (Hu et
al., 2006). Cette technique semble avoir une efficacité et une fiabilité bien évidentes avec,
cependant, peu de recherches signalent des effets indésirables (Wang et al., 2012; Shao et al.,
2015 ; Lietal., 2012).

¢ Modification structurale du TMP visant a améliorer sa biodisponibilité

La formule structurelle du TMP montre que la pyrazine détermine en grande partie sa
pharmacodynamique, tandis que la chaine latérale pourrait étre principalement responsable de sa
pharmacocinétique. Compte tenu de ses caractéristiques inhérentes, la modification de la
structure pour améliorer la biodisponibilité a été largement étudiée, ce qui a ouvert de nouvelles
perspectives pour la découverte de médicaments. Notons que plus de 300 nouveaux dérivés de
TMP sont congus et synthétisés (Xu et al., 2015) dont, en général, la plupart des modifications
sont des dérivees de 4 intermédiaires principaux du TMP a savoir l'acide 2-bromométhyl-3,5,6-
triméthylpyrazine (TMP-Br), l'acide 3,5,6-triméthylpyrazine-2-yl (TMP-OH), l'acide 3,5,6-
triméthylpyrazine-2-carboxylique (TMP). -COOH) et la 2,5-diméthylol-3,6-diméthylpyrazine
(OH-TMP-OH).
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+ L’acide oxirane carboxylique, ester éthylique

Figure 34: Pic de I’Oxirane-2-carboxylic acid, ethyl ester

7N
0 (CHy)y=Y—(CHy),~CH (CHZ)p
' N’
C0=0~R

Figure 35 : Formule générale du dérivé d'acide oxirane-2 carboxylique (Eistetter et Wolf,
1982).

L’acide oxirane carboxylique ester éthylique posséde un mécanisme spécifique pour
I’inhibition de la carnitine palmitoyltransferase | (CPT 1), enzyme mitochondriale de type
transférase (EC 2.3.1.21), impliquée dans le métabolisme de la palmitoylcarnitine en palmitoyl-
CoA. Il est réputé pour ses effets d'abaissement du taux de glucose dans le sang, de sorte qu’il

peut étre utilisé efficacement en tant (Tutwiler et al., 1979).

Qu’antidiabétique a activité remarquable avec, cependant, moins d'effets secondaires. Il
intervient au niveau enzymatique et transporteurs de glucose, afin d’éviter sa déphosphorylation
donc inhiber sa sortie du foie, ainsi, abaisser le taux de glucose sanguin d’ou ralentir le diabéte

(McGarry et Foster, 1974). A cet effet, grace a sa réputation thérapeutique, d’autres recherches
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sont orientées vers les dérivés de I’oxirarane comme 1'acide oxirane-carboxylique représenté par
la figure 32 considéré comme un agent antidiabétique (Senior et al., 1968). Ces acides, exhibent
une hypo-action glycémique chez les animaux a sang chaud. Cette molécule a caractere
antidiabétique influe directement sur 1’absorption du glucose et inhibe sa déphosphorylation une

fois pénétré dans 1’hépatocyte (McGarry et Foster, 1980).
Ils sont supérieurs aux acides oxirane 2-carboxyliques ester éthylique et se caractérisent par :

a. lls se distinguent par un indice thérapeutique nettement meilleur, ainsi que les augmentations

d'enzymes hépatiques (transaminases) qui se produisent chez les diabétiques de type 2.

b. lls ont une action supérieure en ce qui concerne lI'augmentation de I'effet de I'insuline dans des

conditions de résistance a l'insuline.
c. lIs sont métabolisés plus rapidement et ne forment pas de métabolites a long terme.

En raison de leur efficacité avantageuse et supérieure, les composés de formule générale I,
selon l'invention et les sels pharmacologiquement acceptables conviennent au traitement et a la
prophylaxie de troubles causés par des perturbations du metabolisme du glucose et des lipides,

en médecine humaine et vétérinaire.

Ils sont utilisés, pour traiter des états pré-diabétiques, le traitement et la prévention de la
manifestation du diabete de type 2, tous les états pathologiques associés a une insulino-résistance
pathologique; le traitement et la prévention de la manifestation de toutes les conditions
pathologiques avec une production pathologiquement élevée de corps cétoniques; le traitement et
la prévention de la manifestation de tous états pathologiques dus a des concentrations élevées de
cholestérol et / ou de triglycérides dans le sang (hyperlipidémie, artériosclérose, maladie

coronarienne.

L’acide oxirane carboxylique ester éthylique constitue une nouvelle classe de substances
hypoglycémiques puissantes et un effet d'abaissement plus prononcé des corps cétoniques

sanguins (Kean et Pogson, 1979).

@



Résultats et interprétation

+ n-hexadécanoic acid

—d

Figure 36: Structure de I'acide N-hexadécanoique ou acide palmitique

I1 est d’un poids moléculaire de 256,42 Da, de formule moléculaire CH3(CH2)14COOH et sa
masse molaire est de 256 grammes par mole. De plus, il est I'acide gras utilisé préférentiellement
pour synthétiser de I'ATP. Le bilan énergétique de sa combustion indique 129 ATP
(Kabagambe, 2005).

L'acide palmitique est I'un des acides gras les plus courants chez les animaux, les plantes et
les micro-organismes (Harada et al., 2002). Ont rapporté qu’il présente une forte activité
cytotoxique anticancéreuse contre les cellules de fibroblastes humains en inhibant sélectivement
I'effet de I'ADN topoisomérase-I1, (interaction de haute affinité avec I'ADN topoisomérase-I, sans
affecter l'activité de I'ADN topoisomérase-11). Ainsi, une cytotoxicité significative contre la

lignée cellulaire du cancer du c6lon humain, avec une valeur de CI50 de 80 pg mL est observée.

Il est suggéré que l'activité cytotoxique observée de I'acide N-hexadécanoique est due a son
interaction avec I'ADN topoisomérase-1 et que son potentiel cytotoxique anticancéreux avec

d'autres protéines cible.

Alors que son importance biologique pour les activités anti-inflammatoires, antiamibiennes,
antifongiques, antiulcéreuses, antibactériennes, cicatrisantes et anti-oxydantes sont signalées
dans plusieurs substances bioactives extraites des plantes médicinales (Yaws, 1996;
Kabagambe, 2005; Badrinathan et al., 2012; Chivandi et al., 2012; Davoodi et al., 2013).
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Il faut, cependant, signaler que divers autres constituants chimiques tels que les
naphtaquinones, les iridoides, les acides gras, le norviburtinal, les stérols, les lignanes, les
terpénoides et les flavonoides sont les éléments constitutifs essentiels de son large éventail

d'activités biologiques (Atawodi et Olowoniyi, 2015).

* 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)

Figure 37 : Pic de 9, 12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-ou acide linoleique

Il possede plusieurs stéréoisomeéres, mais seul l'acide 9-cis, 12-cis octadécadiénoique lui
correspond. 1l est le seul acide gras essentiel de la famille des omégas 6, gréace auquel, le corps
peut produire tous les autres lipides de la famille des omégas 6 et il est présent dans quasiment
toutes les huiles végétales. Heureusement, l'acide gras linoléique est tres présent dans
I'alimentation, il est facile d'en consommer suffisamment (comme tous les acides gras de la

famille des omeégas (6) :

A noter que toutes ces huiles doivent étre de pression a froid car la chaleur détruit l'acide
gras linoléique. Le r6le principal de I'AL se situe dans la fabrication des membranes cellulaires.
Il n'est pas utilisé tel quel, mais aprés sa transformation en acide gamma linolénique (AGL),
c'est-a-dire que l'apport alimentaire en AL sert en réalité au corps pour produire de I'AGL, qui

va avoir une véritable action pour I'organisme.
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Une consommation importante de CLA peut aider a limiter les risques de diabéte, suite a son
implication dans la régulation de I’insuline ainsi, il stabilise la glycémie et aide a obtenir un

régime alimentaire plus faible en glucides.

Il existe deux principaux acides gras essentiels (AGE) retrouvés dans le régime alimentaire,
I'acide linoléique (LA) de la série n-6 et acide alpha-linolénique (ALA) de la série n-3.
Cependant, afin d’étre pleinement utilisé par le corps et assurer toutes les leurs fonctions
essentielles, LA et ALA doivent étre 6-désaturés respectivement en acide gamma linolénique
(GLA) et en acide stearidonique (SA). Les métabolites 6-désaturés ont de nombreuses fonctions
dans le corps, en tant que composants de la structure phospholipidique des membranes
cellulaires, et precurseurs de substances régulatrices hautement actives, y compris les
prostaglandines, les leucotriénes et les acides gras hydroxylés.ll faut signaler que les voies du
métabolisme des acides essentiels n-6 et n-3 associés partagent, les mémes enzymes (Ali et
Blunden, 2003).

L'alimentation, conjuguée l'acide linoléique exerce un effet anti-inflammatoire en diminuant
la production des médiateurs inflammatoires tels que la prostaglandine E2, IL-6, IL-1b, TNFa et
oxyde nitrique. L'acide gras n-3 d'origine végétale terrestre, ’acide a-linolénique (ALA) a
montre un effet anti-inflammatoire plus éleve que l'acide n-3 dérivé des algues, l'acide
docosahexaénoique (DHA) (Ali et al., 2008). Les acides gras polyinsaturés, 1’acide stéaridonique
(18: 4n-3) et I’hexadécatétraénoique acide (16: 4n-3) des algues marines Undaria pinnatifida et

Ulva pertusa ont respectivement inhibé la production d'icosanoides (Al-Johar et al., 2008).

De tres hauts niveaux de PLA2 sont observeés dans le liquide synovial de patients
arthritiques au moment de l'inflammation, ce qui suggére que la PLA2 peut étre impliquée dans
le processus d'inflammation et soit une cible pour la conception de médicaments anti-
inflammatoires (Kumari et al., 2012). Une meilleure compréhension comment les acides gras
modulent la fonction des cellules impliquées pourraient aider le développement de
phytomédicaments basés sur la structure d'inhibiteurs naturels et leur interaction avec la

molécule cible.

Un inhibiteur approprié¢ uniquement a 1’actif le site d’une enzyme peut avoir une réaction
croisée avec plusieurs autres enzymes (Sethi et al., 2008). Plusieurs dérivés d'acides gras
impliqués dans la gestion de l'inflammation sont des inhibiteurs de la PLA2 (Sharma et al.,
2009 ; Vuorelaa et al., 2004). Il peut étre préférable d'avoir un substrat analogue pour les modéles

d'inhibiteurs d'enzymes.
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Par conséquent, l'utilisation rigoureuse d'huiles médicamenteuses riches en 1’acide a-
linolénique (ALA) pour le traitement des symptdmes rhumatismaux est un systéme médical

traditionnel de I'Inde.

Il est utilisé pour le traitement diurétique, apéritif, hémorragique et anti-pelliculaire en
médecine traditionnelle. comme anti-inflammatoire, analgésique, antipyrétique, tonique

cardiaque et antiasthamatique (Ayed et al., 2006).

+ 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis (2- methylpropyl) ester.

Figure 38: Pic de 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis (2- methylpropyl) ester.

DE Formule C16H2204, et de Poids moléculaire= 278.3435

Les expériences de bio-activité de ce composeé révelent une activité anticancéreuse positive

mais aussi un puissant stimulant des cellules B immuno-modulateurs (Shukla et Thakur, 1998).

Il est un agent stimulant la prolifération des cellules B Phytohémaglutinine (PHA) et aussi
un stimulant puissant de la prolifération des cellules T Phytohémaglutinine (PHA) (Save et al.,
2015).

Des études sur la bio activité des extraits contenant ’acide bisl, 2-Benzéne-di-
carboxylique ont montré que ce produit s’avére anticancéreux et immuno-modulateurs (Barbon
et al., 2012). En effet, les stimulateurs de ces derniers ont un impact sur les antigenes des deux

cellules T et B, alors que les Antigénes LPS actives des Cellules B indiquent que I'extrait est une
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option de traitement prometteuse pour I'anémie (Chang et al., 2013). Cependant, en plus de
I’activité anticancéreuse de la prostate, des seins, du colon, des poumons et des cellules
cancéreuses humaines du pancréas, il induit la perte d'activité dans la plupart des lignées de

cellules cancéreuses (Save et al., 2015).

L’extraction et I'isolement de ce constituant bioactif a partir des herbes, des épices et des
champignons comestibles possede des propriétés médicinales et une valeur thérapeutique
importante (Su et al., 2011). L’extrait a base de ce composé peut étre considéré comme un
nouveau facteur pour la bio-prospection et le développement de médicaments pour le traitement
du cancer, de l'arthrite et allergies microbiennes et peut agir en tant que rappel immunitaire
(Lindsay et Frederick, 2007). Il contient des constitutions chimiques qui peuvent étre utiles
pour diverses formulations a base de plantes comme anti-inflammatoire, analgésique,
antipyrétique, tonique cardiaque et antiasthamatique. Il est utilisé aussi pour le traitement

diurétique, apéritif, hémorragique et anti-pelliculaire (Al-Othmanet al., 2006).

+ Phenol, 4,4'-(1-méthyléthylidéne)bis.

e Sy

Figure 39: Pic de Phenol, 4,4'-(1-méthyléthylidéne)bis.

De Formule chimique : C15H160, et de Poids moléculaire: 228.2863

Ce produit est classé dans la catégorie des groupes toxiques, ainsi il conduit, suite aux
diverses voies d’absorption, usuellement en milieu de travail (voie respiratoire, voie cutanée), a
des complications graves, cependant, la possibilité par ingestion est également mentionnée qui

peut étre des fois pire que les préceédentes (Voélkel et al., 2002).
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Les données quantitatives et qualitatives concernant les principales voies d'absorption (voie
respiratoire, cutanée et digestive) peuvent conduire, grace a la circulation sanguine, a une
possible accumulation dans les principaux organes (foie, cerveau, poumons, placenta, muscles...
.Cependant, le processus biochimique par lequel le produit est transformé (en métabolites) dans
I'organisme peut étre les effets mutagénes, cancérigenes, sur la fertilité, sur le systéeme
reproducteur, hormonaux, ainsi que le lait maternel et le transfert placentaire, le développement
prénatal (tératogénicité, embryotoxicité et foetotoxicité) ainsi que le développement postnatal
(anonyme 09; Vivacqua et al., 2003 ; Takahashi et Oishi, 2000).

I1 a une biodisponibilité ainsi qu’une capacité de s’accumuler dans les tissus, ce qui peut se
traduire facilement par des effets toxiques aigus chez les organismes avec une incidence

défavorable sur le développement et la croissance (Takahashi et al., 2003).

En conséquence, il contamine I’environnement en quantité ou en concentration ou dans des
conditions de naturelles soit immédiatement ou a long terme, et conduit un effet nocif sur

I’environnement en général et sur la diversité biologique, en particulier (Staples et al., 1998).

* 4-Isobutoxy-2-butanone

24

Figure 40: Pic de 4-Isobutoxy-2-butanone

Formule: CgH160; et de poids moléculaire: 144, 214
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L’action physiologique la plus importante est [’exposition répétée a des concentrations
supérieures élevées peut causer une irritation nasale, une inappétence, des céphalées, des

étourdissements et un état de surexcitation, suivi de somnolence et des troubles mentaux.

Il peut transférer des groupements ¢éthyle et méthyle, sur des sites donneurs d’électrons tels
que —NH2 dans le matériel génétique et I’hémoglobine ce qui est intimement liée a la formation
de cancers. Il est ainsi cancérogeéne pour 1’étre humain surtout chez les travailleurs exposés a ce
produit pendant une trés breve période qui tient probablement a sa forte activité mais également

constitue une substance extrémement irritante (Anonyme10)

+ Propanoic acid, 2-methyl-, propyl ester

s

Figure 41: Pic de Propanoic acid, 2-methyl-, propyl ester
Formule: C;H140, et de poids moléculaire: 130.1849

Il posséde une action neuropharmacologique ainsi qu’un large spectre de propriétés
pharmacologiques telles que neuro protectrices, antimicrobiennes antidiabétiques, anti-oxydantes

et des activités anticancéreuses, analgésiques et anti-inflammatoires significatives (anonyme 11)
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+ 2, 5-Hexanedione, 3,4-dihydroxy-3,4-dimethyl-

i

Figure 42: Pic de 2, 5-Hexanedione, 3,4-dihydroxy-3,4-dimethyl-
Formule moléculaire: CgH1404 et de poids moléculaire: 174.19436

Les accumulations du 2,5-Hexanedione, 3,4-dihydroxy-3,4 dimethyl-dans les neuro-
filaments observées font suite aux divers troubles neurologiques, cependant, leur pathogenése
reste un probleme fondamental de neuropathologie (Griffin et al., 1984). La méme source
signale que I'abus de I’utilisation de ce produit entraine des gonflements de neurofilaments dans
les régions distales des grands axones de 1’homme et des animaux. Alors que sa neurotoxicité
constitue un modele largement étudié pour des maodifications neurofibrillaires axonales ou les
mécanismes pathogénétiques sont conjecturaux. Le 2,5 —hexanedione constitue un marqueur
biologique de 1’exposition chronique et le plus grand responsable de sa neurotoxicité (Ichihara
et al., 1998).

La méthode de détermination de la 2,5-HD urinaire en tant qu’indicateur utile est plus que
primordiale. Ainsi, le marqueur biologique idéal pour évaluer les risques devrait étre une mesure
quantitative d'un changement chimique, biochimique, fonctionnel ou morphologique du systeme
initié par un produit chimique et entrainant un changement pathologique et une toxicité
manifeste (Fedtke et Blot, 1986).
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Les troubles endocriniens sont les plus fréquents et touchent un nombre important a travers le
monde, sans distinction d’age .Cependant, le pancréas, le foie et la thyroide restent les cibles les
plus exposées aux diverses complications du fait qu’il y a une relation fonctionnelle étroites
entre elles. En général, ces trois glandes sont liées d’une fagon rigoureuse car les hormones
thyroidiennes affectent le métabolisme du glucose via plusieurs mécanismes. Il faut signaler que,
depuis longtemps I’hyperthyroidie est connue comme un facteur qui stimule I’hyperglycémie. A
cet effet, au cours de I’atteinte de la thyroide, il est fort probable que la demi-vie de I'insuline est
réduite, grace a une dégradation considérable et une libération accrue des précurseurs d'insuline

biologiquement inactifs (Hage et al, 2011).

De ce fait, la maladie thyroidienne non traitée est le produit de l'augmentation de I'absorption
intestinale du glucose induite par I'exces d’hormones thyroidiennes. Les hormones thyroidiennes
entrainent une augmentation des concentrations plasmatiques de GLUT-2 dans la membrane des
hépatocytes, principal transporteur du glucose dans le foie. Par conséquent, les taux élevés de
GLUT-2 contribuent a l'augmentation du débit de glucose hépatique et a un métabolisme
anormal du glucose. De plus, une augmentation de la lipolyse dans I'hyperthyroidie, entraine une

augmentation des acides gras libres qui stimulent la gluconéogenese hépatique (Brenta, 2010).

En ce qui concerne I'hypothyroidie, le métabolisme du glucose est également affecté via
plusieurs mécanismes. Une diminution du taux de production de glucose dans le foie est
observée dans I'hypothyroidie et explique la diminution des besoins en insuline chez les patients
atteints de diabéte hypothyroidien. La réduction du coefficient d’assimilation glucidique chez les
hypothyroidiens peut réveler un diabéte sucré qui se traduit par une hyperglycémie modérée
(Hage et al, 2011). Cependant, le pancréas endocrine surtout ou les ilots de Langerhans, en
particulier, les cellules B n’arrivent pas a satisfaire I’organisme en hormone insulinaire ou
destruction totale de celles-ci. Ainsi, les premiers symptdbmes du diabéte apparaissent, donc
installation de cette maladie cruciale et chronique. Cependant, les céréales, en général, grace a
leur richesse en diverses molécules bioactives sont considérées des remedes parfaits pour

prévenir ou guérir plusieurs types de complications endocriniennes,

comme 1’Orge dont les graines, grace a leur richesse en divers types d’acides gras,

ralentissent l'activité et régularisent la fonction de cette glande (Manfred et al., 2000)

De ce fait, I’étude de 1’Orge (Hordeum vulgare L.) a permis l'identification, par les réactions
de caractérisation, sa richesse en molécules bioactives qui peuvent servir comme phyto-

médicaments. Ainsi, notons les tanins, coumarine, amidon, alcaloides, composés réducteur, les

o
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glycosides cardiotoniques, mucilage et présence modérée des saponosides, les flavonoides, les
stérols et les tri-terpénes, Anthraquinones.

Alors que les extraits de la poudre des grains d’Orge ont mis en évidence, particulierement,
des acides gras qui sont leurs véritables principes actifs, dont les principaux constituants le TMP,

I’ Acide palmitique, 1’oxirane, 1’acide linoléique, identifiés par la CG-SM.

Les résultats obtenus peuvent étre liés, & 1’un des constituants ou & une conjugaison de
substances, aux différents composés suscités surtout que les graines sont trés riches ou a
d’autres familles de composés. Elles contrélent le métabolisme des glucides, des lipides

(cholestérol, TG) et de I’azote (urée, créatinine). (Ganong, 2005).
Il faut signaler, que les acides gras détectés se caractérisent par :

Le tetraméthylpyrazine (TMP), isolé pour la premiere fois en 1957, est un composé naturel
utilisé en phytothérapie chinoise a des fins médicinales depuis plus de 2000 ans. Il intervient
dans Il'antinéoplasique, l'inhibition, lI'apoptose, la neuroprotection, la vasodilatation, l'inhibition
de l'agrégation plaquettaire, de métabolite bactérien comme il possede des actions sur les

infarctus du myocarde et du cerveau (Guo et al., 1983).

Abaisse efficacement les taux de glucose et d'urée dans le sang (Lee et al., 2002) Ainsi,
I'effet protecteur du TMP sur les cardiomyoblastes  testé par Lin et al. (2015)
est conforme a celui de Zheng et al. (2013) et exerce, aussi, un rdle d'inhibition dans la
phosphorylation dans les cellules microgliales mais active les cellules endothéliales vasculaires.
Il est utilisé sur divers cancers, tels que la leucémie le cancer du poumon (Xu et al., 2004;
Zheng et al., 2012) le carcinome de l'ovaire, le cancer du foie (Cao et al., 2015), I'ostéosarcome
(Wang et al., 2013) cancer du sein résistant a la chimiothérapie (Zhang et al.,2012) et cancer de
la prostate (Han et al., 2015). .

Il joue un réle de protection contre les Iésions hépatiques aigués, en améliorant I'expression
de l'aquaporine (Wang et al., 2013) et intervient comme un inhibiteur sur les voies de la fibrose
hépatique, et de I'inflammation de NLRP3. Le stress antioxydant est I’'un des mécanismes par
lequel le TMP atténue la néphrotoxicité (Ali et al., 2008; Lan et al., 2014) car des effets

similaires sont également observés dans les cellules tubulaires rénales des rats (Sue et al., 2009)

Alors que I’acide oxirane carboxylique ester éthylique posséde un mécanisme spécifique
pour abaisser le taux de glucose dans le sang, de sorte qu’il peut étre utilisé efficacement en tant
qu’antidiabétique a activité remarquable. Il intervient au niveau enzymatique et transporteurs de

glucose, afin d’éviter sa déphosphorylation donc inhiber sa sortie du foie, ainsi, abaisser le taux

K
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de glucose sanguin d’ou ralentir le diabéte. A cet effet, grace a sa réputation thérapeutique,
d’autres recherches sont orientées vers les dérivés de 1’oxirarane comme l'acide oxirane

considéeré comme un agent antidiabétique ( Senior et al., 1968).

L’ acide palmitique est utilisé préférentiellement pour synthétiser de I'ATP (Harada et al.,
2002). ont rapporté qu’il présente une forte activité cytotoxique anticancéreuse contre les cellules
de fibroblastes humains en inhibant sélectivement I'effet de I'ADN topoisomérase-I, (interaction
de haute affinité avec I'ADN topoisomérase-I, sans affecter I'activité de I'ADN topoisomérase-
I1). Ainsi, une cytotoxicité significative contre la lignée cellulaire du cancer du c6lon humain,

avec une valeur de CI50 de 80 ug mL est observée.

L’acide linoléique est le seul acide gras essentiel de la famille des omégas 6, grace auquel, le
corps peut produire tous les autres lipides de la famille des omégas 6 et il est présent dans
quasiment toutes les huiles végétales. Une consommation importante de CLA peut aider a limiter
les risques de diabete, suite a son implication dans la régulation de I’insuline ainsi, il stabilise la
glycémie .Un inhibiteur approprié uniquement a I’actif le site d’une enzyme peut avoir une
réaction croisée avec plusieurs autres enzymes Plusieurs dérivés d'acides gras impliqués dans la
gestion de l'inflammation sont des inhibiteurs de la PLA2. Il est utilisé pour le traitement
diurétique, apéritif, hémorragique et anti-pelliculaire en médecine traditionnelle. comme anti-
inflammatoire, analgésique, antipyrétique, tonique cardiaque et antiasthamatique (Al-Othman et
al., 2006)

Les expériences de bio-activité de 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis révelent une activité
anticancéreuse positive mais aussi un puissant stimulant des cellules B immuno-modulateurs
(Shukla et Thakur, 1998).

Il est un agent stimulant des la prolifération cellules B Phytohémaglutinine (PHA) et aussi un
stimulant puissant de la prolifération des cellules T Phytohémaglutinine (PHA) Cependant, en
plus de I’activité anticancéreuse de la prostate, des seins, du colon, des poumons et des cellules
cancéreuses humaines du pancréas, il induit la perte d'activité dans la plupart des lignées de

cellules cancéreuses (Sava et al., 2015).

Alors que le Phenol, 4,4'-(1-méthyléthylidene)bis-, le processus biochimique par lequel le
produit est transformé (en métabolites) dans l'organisme peut étre les effets mutagenes,
cancerigenes, sur la fertilité, sur le systeme reproducteur, hormonaux, ainsi que le lait maternel
et le transfert placentaire, le deéveloppement prénatal (tératogénicité, embryotoxicité et
foetotoxicite) ainsi que le développement postnatal (anonyme 09; Vivacqua et al., 2003 ;
Takahashi et Oishi, 2000).

7]


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine_triphosphate
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Le Propanoic acid, 2-methyl-, propyl ester posseéde une action neuropharmacologique ainsi

qu'un large spectre de propriétés pharmacologiques telles que neuroprotectrices,

antimicrobiennes antidiabétiques, anti-oxydantes et des activités anticancéreuses, analgésiques et
anti-inflammatoires significatives (anonyme 11).
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Les grains ainsi que I’herbe de 1’Orge utilisés sous diverses formes sont d’une importance
médicale primordiale et restent toujours une source fiable de principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. A cet effet, I'utilisation potentielle, des substances bioactives,
d’origine végétale, comme phytomédicaments, a de multiples intéréts, dont les effets
antidiabétique, anti-cardiovasculaire, anti-inflammatoire, antioxydant, hypotriglycéridémies,

hypocholestérolémie, stimulateur, régulateur, soulageant et méme curatif.

L’Orge est, cependant, choisie, pour cette étude, sur la base de sa grande consommation tant
humaine que pour I’engraissement des animaux, ainsi que son utilisation en médecine
traditionnelle, dans le but de rechercher de nouveaux composes naturels a intérét theérapeutique.
Ainsi, I’étude des grains a maturité a mis en évidence tous leurs bienfaits grace a leur richesse

en principes actifs.

Le criblage phytochimique des graines de 1’Orge effectué sur les différents extraits et
fractionnement a révélé une richesse importante en molécules bioactives, en particulier, les
tanins, coumarine, amidon, alcaloides, composés réducteur, les glycosides cardiotoniques,
mucilage et présence modérée des saponosides, les flavonoides, les stérols et les tri-terpenes,

Anthraquinones.

D’apres les résultats obtenus par dosage des extraits de la farine des grains d’Orge par CG-
SM, il s’avere qu’elle offre un large spectre de phytothérapie, grace a sa richesse en divers

acides gras a activité anti-cancereuse, anti —diabetique, protectrice...

Ces approches méthodologiques, en améliorant la connaissance de I’importance de la
phytothérapie dans I’évolution des maladies aigues ou chroniques, permettent a donner des
recommandations et une éducation nutritionnelle (régime alimentaire spécifique aux divers

parameétres métaboliques).

Enfin, ces plantes a usage thérapeutique, restent des essences riches en métabolites actifs,
mais moins utilisées en médecine traditionnelle, a cet effet, une exploitation de leurs propriétés
pharmacologiques s’impose pour une recherche approfondie de leurs principes actifs. A cet effet,

il est souhaité de :

» Réétudier et approfondir la composition biochimique en fibres (B-glucanes) de 1’Orge et
vérifier leur effet sur les paramétres métaboliques un mélange d’animaux expérimentaux

(rats et lapins).

» Il serait souhaitable qu’une quantification et une combinaison avec d’autres plantes de
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la méme famille soient prises en considération.
Rechercher le mécanisme moléculaire par lequel les substances bioactives agiraient sur
quelques parametres métaboliques.

Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui peuvent répondre aux

problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments de synthéses.
Développer des médicaments pour des maladies a base des plantes
(phytomédicaments).

Orienter les recherches scientifiques vers une étude approfondie et complémentaire de

I’activité des diverses molécules bioactives végétales.
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Annexel : Solvants et réactifs
» Solvants utilisés
-Méthanol
-Ethanol
-Ether diéthylique
-Hexane
-Chloroforme anhydre
-Acide acétique
- Eau Distillé
-Chlorure ferrique
-Hydroxyde de sodium
-Hydroxyde d'ammonium
-Peroxyde d'hydrogéne
-Chloroforme
-Acide sulfurique
-lodure de potassium
-Hydroxyde de potassium
-lode
-Acide chlorhydrique
-Copeaux de megnésium
> Réactifs utilisés
Réactif de Wagner

Dissoudre 2g de lodure de potassium (K1) dans 50ml d’eau, y ajouter 1.27 g d’Tode et
compléter a 100 ml avec de I'eau distillée.

> Reéactif d’amidon :

Dissoudre 1,2 g d’l, et 2,5 g de KI solubilisés dans 500 ml d’eau distillée.
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Annexe 2 : Appareillage et verreries
» Appareillage

-Rota vapeur

- Etuve

- Balance électronique

- Spectrophotometre

- vortex

-Bain-marie

-Agitateur magnetique
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» Verrerie
- Erlenmeyers
- Fioles
- Béchers
- Micropipette
- Papier filtre
- Spatule
- Tubes & essai
- Papier film
- Porte tube a essai
- Papier d'aluminium
- Entonnoir en verre
- Eprouvette

- Pipette graduée

Annexe 3 : Résultats des tests phytochimiques des graines de I’orge.
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