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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’effet de la méthode d’extraction: macération et Soxhlet sur le rendement,
teneur des substances bioactives (polyphénols et flavonoides) et sur I’estimation de I’activité antioxydante des graines de lin
commercialisées. Dans ce travail deux extraits ont été préparés, a partir des graines de cette plante, un solvant (éthanol) et
deux méthodes (macération et Soxhlet) ont été testées sur I’activité antioxydante Linum usitatissimum. Les résultats obtenus
montrent que la méthode d’extraction affecte significativement les rendements et la teneur en métabolites secondaires
(polyphénols et flavonoides), ainsi que, I’activité antioxydante. Le meilleur rendement a été enregistré par I’extrait
éthanolique de Soxhlet de 42,2%. Pareillement, cet extrait plus efficace pour I’extraction des composés phénoliques (14,67+
0.98 mg EAG/g EX), ainsi que, pour les flavonoides (7.48+ 0.212 mg EQ/g EX). L’évaluation du pouvoir antioxydant qui a
été réalisée en utilisant la méthode du piégeage du radical libre DPPH et celle de la réduction du fer a indiqué que I’extraits
éthanolique par Soxhlet a montré une bonne activité antioxydante a 83.42% a la concentration 0,1g/ml(extrait brut), est doté
du pouvoir réducteur le plus élevé que l’autre extrait. Cette étude démontre que la plante étudie posséde des activités

antioxydantes considérables.

Mots clés: Linum usitatissimum L., activité antioxydante, Soxhlet, macération.

Abstract

The objective of this study is to evaluate the effect of the extraction method: maceration and Soxhlet on the content
of bioactive substances (polyphenols and flavonoids) and on the estimation of the antioxidant activities of flaxseeds
marketed. In this study two extracts were prepared, from the seeds of this plant, with ethanol as a solvent and two methods
(maceration and Soxhlet) were tested on the antioxidant activity of Linum usitatissimum. The results obtained showed that
the extraction method significantly affects the secondary metabolite content (polyphenols and flavonoids), as well as the
antioxidant activity. The best yield was checked by the ethanolic Soxhlet extract of 42.2%. Similarly, this extract is more
effective for the extraction of phenolic compounds (14.67 + 0.98 mg EAG / g EX), as well as for flavonoids (7.48 + 0.212 mg
EQ / g EX). The evaluation of the antioxidant power which was carried out using the DPPH free radical scavenging method
and that of the reduction of iron indicated that the ethanolic extracts by Soxhlet presented a good antioxidant activity at
83.42% at concentration 0,1 g/ml (raw extract), and has the highest reducing power that the other extract. This study

demonstrates that the plant under study has considerable antioxidant activity.

Key words: Linum usitatissimum L., antioxidant activity, Soxhlet, maceration.
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’effet de la méthode d’extraction: macération et

Soxhlet sur le rendement, teneur des substances bioactives (polyphénols et flavonoides) et sur
I’estimation de I’activité antioxydante des graines de lin commercialisées.
Dans ce travail deux extraits ont été preparés, a partir des graines de cette plante, un solvant
(éthanol) et deux méthodes (macération et Soxhlet) ont été testées sur I’activité
antioxydante Linum usitatissimum. Les résultats obtenus montrent que la méthode
d’extraction affecte significativement les rendements et la teneur en métabolites secondaires
(polyphénols et flavonoides), ainsi que, I’activité antioxydante.

Le meilleur rendement a été enregistré par I’extrait éthanolique de Soxhlet de 42,2%.
Pareillement, cet extrait plus efficace pour I’extraction des composés phénoliques (14,67+
0.98 mg EAG/g EX), ainsi que, pour les flavonoides (7.48+ 0.212 mg EQ/g EX).
L’évaluation du pouvoir antioxydant qui a été réalisée en utilisant la méthode du piégeage du
radical libre DPPH et celle de la réduction du fer a indiqué que 1’extraits éthanolique par
Soxhlet a montré une bonne activité antioxydante & 83.42% a la concentration 0,1g/ml(extrait
brut), est doté du pouvoir réducteur le plus élevé que I’autre extrait.

Cette eétude démontre que la plante étudie posséde des activités antioxydantes considérables.

Mots clés: Linum usitatissimum L., activité antioxydante, macération, Soxhlet.



Abstract

The objective of this study is to evaluate the effect of the extraction method:
maceration and Soxhlet on the content of bioactive substances (polyphenols and flavonoids)
and on the estimation of the antioxidant activities of flaxseeds marketed. In this study two
extracts were prepared, from the seeds of this plant, with ethanol as a solvent and two
methods (maceration and Soxhlet) were tested on the antioxidant activity of Linum
usitatissimum. The results obtained showed that the extraction method significantly affects
the secondary metabolite content (polyphenols and flavonoids), as well as the antioxidant
activity. The best yield was checked by the ethanolic Soxhlet extract of 42.2%. Similarly, this
extract is more effective for the extraction of phenolic compounds (14.67 £ 0.98 mg EAG / g
EX), as well as for flavonoids (7.48 + 0.212 mg EQ / g EX). The evaluation of the antioxidant
power which was carried out using the DPPH free radical scavenging method and that of the
reduction of iron indicated that the ethanolic extracts by Soxhlet presented a good antioxidant
activity at 83.42% at concentration 0,1 g/ml (raw extract), and has the highest reducing power
that the other extract. This study demonstrates that the plant under study has considerable

antioxidant activity.

Key words: Linum usitatissimum L., Linaceae, antioxidant activity, maceration, Soxhlet.
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Introduction

Dans presque toutes les cultures, L’utilisation des plantes médicinales par I’homme est
une pratique antique. Les remedes a base des plantes sont a nouveau obtenir une attention
substantielle. Selon un sondage menée dans I’Union européenne, prés de 1400 plantes
médicinales sont utilisées pour le traitement de nombreuses maladies inflammatoires et
dégenératives (Uma et al., 2010). Le mécanisme d'action des plantes n'est pas clair pour la
plupart des produits, bien que les avantages de ces plantes sont dues a la présence des
constituants phytochimiques biologiquement actives (Alasalvar et al., 2006), dont les
polyphénols qui forment une classe de molécule trés importante, et sont connus par leurs
nombreuses activités biologiques, comme [’activit¢ antivirale, anti-inflammatoire,
antioxydante, et anticancéreuse...etc (Bahorun, 1997).

La plupart des effets médicinaux des extraits sont liés aux activités antioxydantes, qui
ont le potentiel de réduire le processus de l'oxydation cellulaire, en réagissant avec les
radicaux libres, et diminuant ainsi les risques des maladies cardiaques, maladies
neurodégenératives, cancer et vieillissement (Astley, 2003).

Le lin, est considérablement employé dans le quotidien de la santé publique et
énormément introduit en nutrition animale. Il n'est pas un nouvel aliment, il est un des plus
anciens et peut- étre, un des aliments originaux et précieux en raison de ses propriétés de
guérison qui ont fait de lui une plante millénaire aux vertus médicinales. D’ailleurs, son nom
latin « Linum usitatissimum » (lin de tous les usages) est amplement merité (Palla et al.,
2016).

La graine de lin contient des protéines, des fibres alimentaires, des polysaccharides,
des composes polyphénoliques et des acides gras essentiels bénéfiques pour la santé qui
pourraient aider a prévenir certaines maladies. Sa teneur en acide alpha-linolénique (ALA, un
acide gras oméga-3 essentiel) en fibres alimentaires et en lignanes présente un intérét spécial
pour les consommateurs (Vaisey-Gaiser et al., 2003) , les oméga-3 favorisent une meilleure
communication entre les cellules du cerveau, regularisent le rythme cardiaque et agissent

également comme puissant anti-inflammatoire (Béliveau ,2006).

Dans ce contexte, I’objectif de la présente étude est :
La préparation des extraits a partir des graines de Linum usitatissimum L; Démontrer la
richesse de notre plante en polyphénols, et en flavonoides; L’étude du pouvoir antioxydant

des extraits de la plante par le test au DPPH, et le test de pouvoir réducteur.
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1.1 Présentation de la plante

1.1.1 Historique

Le lin est une plante annuelle herbacée faisant partie de la famille des Linacées
(Beard &Comstock, 1980). Cette famille présente plus de 200 espéces de lin, dont la plus
répandu et la plus cultivee est Linum usitatissimum (Bolsheva et al., 2015). Cette famille de
200 variétés cultivées dans la liste de l'organisation du commerce et développement
économique (OCDE), destinée au commerce international (Jhalla & Hall, 2010). Le lin fut
I’'une des premiéres plantes cultivées par I’lhomme. Des traces de son existence datant de -
8000 ans avant J.C. Néanmoins son origine probablement des hauts plateaux d’Asie, de
I'Ouest et de la Méditerranée (Millam et al., 2005). Son utilisation a été étendue par I’Egypte
des pharaons. La culture du lin a été introduite en Europe par Charlemagne au cours du
premier millénaire aprés J.C. C’est une ancienne plante signalé dans toutes les vielles
civilisations (Debuigne & Couplan, 2013).

Son nom botanique a été donné par Linnaeus en 1857 dans son livre"Species
Plantarum™(Jhalla & Hall, 2010). 11 était cultivé principalement en vue de 1’utilisation de ses

fibres et pour son huile depuis au moins 5000 ans avant J.C. (Oomah, 2001).

1.1.2 Monographie de lin

1.1.2.1 Caractéristique botanique

C’est une plante dicotylédone autogame (Bloedon & Szapary, 2004) annuelle,
bisannuelle ou vivace, d’une extréme finesse, assez peu profondément enracinée (racine
pivotante) car le lin est arraché, il n’est pas fauché (Roberto, 1982 ; Bernard, 2001).
(Tableau I).

Tableau | : Description botanique de Linum usitatissimum L (Hocking et al., 1997).

Tige unique se terminant par une inflorescence en forme de cyme

Hauteur entre 0,8 et 1,2 m

Diamétre au collet | de ’ordre de 1 a 2 millimétres

Feuilles allongées et sessiles (entre 80 et 100 feuilles par tige)
Fleurs 5 pétales
Pollinisation Autopollinisation

Durée de floraison | 15 jours (mais seulement quelques heures par fleur)




Chapitre | Syntheése bibliographique

période de floraison| juin-juillet

Couleur des fleurs | bleues, rouges ou blanches (plus ou moins rosées)

Fruit une capsule contenant 10 graines riches en huile

Graines couleur brune (parfois jaune clair), lisses, plates, petites et légeres

(4 a7 grammes pour mille graines), longues de 4 a 6 mm et larges de
3mm.

Génome composé de 15 paires de petits chromosomes. Génome séquencé
accessible depuis début 2011.

Figure 01: Planche botanique du lin cultivé (Linum usitatissimum L) (Sébastien, 2015).

Al B :plante;1:gpales;2:bdurgeonsanscalice;3: pétalejdets:étamines;§lgrainde  []

pollen ; 7} pilon avec Scolonnes; [Blet @] Fleur sans calice, corolle et étamines ; 10] 11ifruit
non mur (capsule) ; L2} coupe transversale d’une capsule de lin ; [3] fruit mature ; [4:Graine

de lin brune ; coupe longitudinale des graines de lin brune.

1.1.2.2 Classification scientifique de lin

La famille du Linaceae est géographiquement répandue plus de 200 espéces dans le
monde entier.
Cette famille est positionnée dans le royaume des plantes comme suit (Tableau I1)
(Messaoudi, 2017).
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Tableau I1: Classification scientifique de Linum usitatissimum L (Diedericbsen & Ricbards,

2003).
Classification Nom scientifique
Régne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Division Ptéridophyte
Sous-division Angiospermae
Classe Dicotyledoneae
Sous-classe Rosidae
Ordre Geraniales
La famille Linaceae
Tribu Linoideae
Genre Linum
Espéce Linum usitatissimum L.

Figure 02 : Fruit et graine de lin (Heli et al., 2007)
1.1.3 Culture et récolte

Le lin est une trés bonne culture de rotation puisqu’il a de tres faibles besoins en azote et
n’appauvrit donc pas le sol. Il aime pour sa culture, une terre légere et fraiche. La récolte du lin
s’effectue a sa parfaite maturité, on 1’arrache, on le fait sécher en plein air ou a 1’abri, on bat les
tiges pour en détache les graines. Une soufflée d’air chaud termine le séchage et élimine les

fibres ou le feuille restantes (Pierre & Lis, 2011).
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1.1.4 La composition du lin

La composition du lin varie selon la variété et les facteurs environnementaux. Les
graines de lin sont composées majoritairement d’huile (30 a 45 %), de protéines (10 a 30 %)
et de fibres alimentaires (25-32 %), mais également de composés secondaires (Daun et al.
,2003; Coskuner& Karababa, 2007). Les graines de lin présentent également des teneurs
élevées en lignane et notamment en SDG (secoisolaricirésinoldi-glucoside), 75 a 800 fois plus
que dans les autres graines oléagineuses (Nesbitt et al., 1999).

Les téguments sont composés majoritairement de polyphénols et de composés
glucidiques (mucilage) alors que 1’embryon est composé majoritairement d’huile et de

protéine (Tableau I11).

Tableau I11 : Composition chimique (%) des grains de lin (Coskuner & Karababa, 2007)

Humidité Protéine Lipide Fibre Cendre
4-8 20-25 30-40 20-25 3-4

1.1.5 Usage traditionnelle

L’usage du lin par ’homme est atteste depuis plus de 30 000 ans. Son nom latin de
Linum usitatissimum : « lin de tous les usages » est amplement mérité (Wilson, 1988). Les
Hippocratiques utilisent les graines, tant a I’intérieur qu’a 1’extérieure, contre les catarrhes, les
douleurs abdominales, la diarrhée et la leucorrhée, en faisaient des cataplasmes adoucissants.
Quant a Dioscoride, il reconnait aux elles les mémes propriétés qu’a celles de fenugrec contre
les inflammations de toutes natures, interne et externe, comme laxatives, béchiques
expectorantes et adoucissantes. Dés cette époque le lin commencait a supplanter la laine pour
le vétement. Au moyen Age, la graine est utilisé contre les douleurs hépatiques, celles de la
rate, de la poitrine, contre la fievre, la chute des cheveux et sur les brdlures. Aux XV et XVI
siecle, commencant sur 1’'usage de I’huile de lin tant externe qu’interne. Fournier, lui, la
préconisait dans toutes les maladies en ite : gastrite, entérite, cystite, bronchite (Debuigne &
Couplan, 2013).

1.1.6 Utilisation pharmacologique
Les graines de lin et I'huile de lin sont redécouvertes comme de véritables aliments
indispensables pour la santé. Le lin n'est pas un nouvel aliment, Il est en fait un des plus

anciens et peut-étre, un des aliments originaux «précieux en raison de ses propriétés de
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guérison », ¢’est une plante millénaire aux vertus médicinales (Halligudi, 2012). Ils sont

utilisés pour divers usage (Laiq Khan et al., 2010) résumée dans le diagramme suivant :

/

\

[ Lin ]
Huile Nourriture —— Aliments pour Produit
comestible Animaux Industriel
Cancer Couverture : 2
Maladie Tapis Bovin Durcissement
Boulangerie Cardiaque Composite @at Lmoléum
Huile de Diabéte Serviette Chien Toile cirée
Cuisson AVC Mouchoir Cheval Pemture
Margarine Thrombose Matslas Volaille Encre
Tapis brosse d’imprimerie
Mat (papier)

\Z

Diagramme qui représente 1’utilisation du lin (Laiq Khan et al., 2010)

Les applications thérapeutiques de lin sont résumées dans le tableau suivant (tableau 1V):

Tableau 1V : Propriétés thérapeutique de Linum usitatissimum L

Propriétés

Thérapeutiques

Actions

Références

Constipation

- Ses graines absorbent les liquides

(Blumenthal et al., 2000).

chronique intestinaux.
(Iserin, 2001 ; Halligudi,
- Favorisent le drainage du colon et | 2012).
contribuent & ramollir les selles et a
faciliter leur évacuation
Activité -L’ingestion de la graine comme | (Halligudi, 2012).

anticancéreuse

prévention du cancer du sein, utérin, de la
prostate.

- La farine de lin réduit la prolifération des
cellules épithéliales et les aberrations
nucléaires dans les glandes mammaires

(Serraino & Thompson,
1991).

Anti tumoral

- La lignane de lin réduit la croissance des
tumeurs mammaires.

- Huile de lin diminue significativement
la multiplicité et la taille de tumeur chez
I'intestin gréle et le colon.

(Thompson et al., 1996)
(Bommareddy et al.,
2009).

Agents chimio-
préventifs

La farine de lin et I'huile sont efficaces
agents chimio-préventifs

(Bommareddy et al.,
2009).
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Amélioration des
lipides sanguins

-Diminution du cholestérol plasmatique
total.

-Une réduction des taux sériques de TG et
de LDL-cholestérol sans aucune altération
de I’ HDL

(Ratnayake et al., 1992).
(Bierenbaum et al.,
1993).

(Youn Young Shima et
al., 2014).

Suppression de
développement de
I"athérosclérose

-Réduction significative de la pression
artérielle systolique et diastolique.
-Abaissait 1’athérosclérose
hypercholestérolémique

(Rodriguez-Leyva et al.,
2013).

(Prasad et al., 1998).
(Yang et al., 2005).

Effet sur
I'inflammation
(médiateurs et
marqueurs)

Diminué les niveaux de facteur de nécrose
tumorale-a (TNF-a), interleukine-6 (IL-6).
et d'IL-10.

(Caughey et al., 1996).
(Chavali et al., 1998).

Tension artérielle

- Protéines de lin sont riches en arginine,
un acide aminé acide qui, lorsqu'il est
présent dans I'endothélial vasculaire, peut
abaisser la tension artérielle.

(Udenigwe et al., 2012).
(Marambe et al., 2008).
(Allman-Farinelli et al.,
1999).

(Paschos et al.,

2005 ; 2007)

Activité antioxydant

Peptide liniére efficace pour piéger les
radicaux hydroxyles.

(Udenigwe &Aluko,
2010)

Le systéme nerveux

Huile de lin est riche en oméga-3 qui est
nécessaire pour le développement normal
du systeme nerveux.

(Vauy et al., 1996).

1.1.7 Toxicité

L’huile des graines de lin s’oxyde rapidement et a été longtemps interdite pour cette

raison, autorisée a nouveau a la consommation depuis 2010, elle est trés riche en oméga-3 et

oméga-6. Il faut éviter d’avaler les graines au risque d’une occlusion intestinale (Debuigne &

Couplan, 2013).

1.2 Caractéristique phytochimique

1.2.1 L’huile de lin

Les graines de lin sont majoritairement composées d’huile (30 a 45 %) dont une

partie se trouve dans les téguments (10 %) et au niveau des cotylédons (12 %). La majorité

des huiles (78 %) est localisée au niveau des cellules de I’embryon. Chez les graines de lin,

les huiles sont composées majoritairement de5 acides gras (Tableau V), I’acide palmitique (4
a 6%), I’acide stéarique (2 a 3%), 1’acide oléique (10 a 22%), I’acide linoléique (12 a 18 %)

et I’acide linolénique (50 & 62%0). La composition chimique de I’huile de lin peut varier selon

les lieux de culture et les variétés (Lafond et al.,2008).
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Tableau V : Composition en acides gras de I’huile de lin (Gutiérrez et al., 2010 ; Daun et
al.,2003).

Nomdel'acide | Nomenclature Formule semi- développée Répartition | %insaturés

gras biochimique (%) etsaturés

Acide palmitique C16:0
5-15%
d’Acides

Acide stéarique C18:0 2-6 gras saturés
/\/\/W\/\/\/\/Lo
Acide oléique C18:1w9 2 10-22
7z OH
/\M/’/V\/\/\)L s

Acide linoléique C18:2 w6 @ 12-18 d'Acides
6 1
HO s 9 12 P
: insaturés
Acide a- C18:3w3 0 . . & e 50-62
linolénique HO71™ S NI VI e

1.2.2 Lagraine de lin
1.2.2.1 Les protéines

Les graines de lin sont composées de protéines qui sont accumulées dans les
cotylédons (76%) et une partie minoritaire au niveau de I’endosperme (16%) (Oomah,
2003). Elles sont composées de 66 % de globulines, 35 % d’albumine (Oomah & Mazza,
1993 ; Venglat et al., 2011).Les graines de lin contiennent des teneurs élevées en acides
aminés essentiels comme la leucine, la phénylalanine, la valine, I’isoleucine, la lysine ou la
thréonine. Les teneurs en acides aminés sont similaires a celles trouvées dans les protéines de
soja (Tableaux VI). Ces proportions leurs conférent un trés grand intérét pour 1’apport

d’acides aminés essentiels dans ’alimentation humaine.
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Tableau VI: Composition en acides aminés des graines de lin et de soja, d’aprés Morris
(2007).

*Acides aminés essentiels pour ’homme.

Lin (graine marron)
Alanine 4.4 41
Arginine 9,2 7,3
Acide Aspartique 9,3 11,7
Cystine 1,1 11
Acide Glutamique 19,6 18,6
Glycine 5,8 4,0
Histidine* 2,2 2,5
Isoleucine* 4,0 4,7
Leucine* 5,8 7,7
Lysine* 4,0 58
Méthionine* 15 1,2
Phénylalanine* 4,6 51
Proline 3,5 5,2
Sérine 4,5 4,9
Thréonine* 3,6 3,6
Tryptophane*b 1,8 NR
Tyrosine 2,3 3.4
Valine* 4,6 52

1.2.2.2 Les composés glucidiques

Deux types de sucres entrent dans la composition des graines de lin:

L’amidon (<1%), constituant de réserve des graines, est composé d’amylose et
d’amylopectine. Ce composé est localisé dans les embryons et les téguments des graines de
lin.

Les fibres alimentaires (25-32%) (Acket et al., 2011) sont composees de
polysaccharides complexes qui ne sont pas digérés et absorbés par I’intestin de [’homme,
majoritairement de mucilage (6 a 8 % du poids de la graine), et de composés pariétaux tels
que la cellulose et la lignine (Morris, 2007 ; Basch et al., 2007;Jhalla & Hall, 2010).

1.2.2.3 Les composés phénoliques

1.2.2.3.1 Les acides phénoliques dans les graines de lin

Dans les graines de lin, les acides phénoliques sont présents en faible quantité, ils sont
constitués de 72% d’acides hydroxycinnamiques (acide férulique: 48,8%, acide sinapique:
17,2%, acide-p-coumarique: 3,9%, acide cinnamique:1,9%) et de 28% d’acides

hydroxybenzoiques (acide gallique : 9,1 %, acide syringique:9,2 %, protocatéchique : 4,5%,
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hydroxybenzoique: 4,0%, acide vannillique: 1,3%) (Alu’datt et al., 2013). Les acides

hydroxycinnamiques sont des précurseurs nécessaires a la synthése des lignanes, de la lignine,
et des flavonoides (Strack & Mock, 1993) (Tableau VI1).

Tableau VII: Structure des principaux acides phénoliques.

Abréviations : H : Hydrogene ; O : Oxygene ; OH : radical Hydroxy ; OCH3 : groupement
Méthoxy (Sébastien, 2015)

Acides Hydroxybenzoiques

Acides hydroxycinnamiques

Composés

Acide p-hydroxybenzoique

Acide protocatéchique

Acide vanillique

Acide syringique

Acide gallique

Structure

R1=R2=R4=H, R3=0

R1=R4=H, R2=R3=0H

R1=R4=H, R2=0CH3, R3=0OH

R1=H, R2=R4=0CH3, R3=0

R1=H, R2=R3=R4=0

Composés

Acide p-coumarique

Acide caféique

Acide férulique

Acide sinapique

Acide cinnamique

Structure

R1=R3=H, R2=0

R1=R2=0H, R3=H

R1=0OCH3, R2=0H, R3=H

R1=R3=0CH3, R2=0H

R1=R2=R3=H

1.2.2.3.2 Les flavonoides

Les graines de lin sont constituées majoritairement de flavonols (Oomah et al.,

1996).1ls sont composés de kaempférol, de quercétine et d’herbacétine. Ces composés se

retrouvent sous la forme glycosylée (Qiu et al., 1999 ; Zuk et al., 2011 ; Kasote, 2013

;Fliniaux et al., 2014). Les graines de lin accumulent également des anthocyanidines, des
flavanones et des proanthocyanidines (Zuk et al., 2011, 2012) (Tableau VIII).

10
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Tableau VII11: Teneurs des différents flavonoides dans les graines de lin d’apres (Zuk et al.,
2011, 2012 ; Fliniaux et al., 2014).

Kaempférol
0,5* (Zuk et al.,2011)
Flavonols
Quercétine
0,4* (Zuk et al., 2011)
Herbacétine
576** (Fliniaux et al.,
2014)
Flavanones 0,8* (Zuk et al., 2011)
Anthocyanines 0,4* (Zuk et al., 2011)
Proanthocyanidines
(polymere de
3,00 (Zuk et al., 2012)
flavanols)
(tannins condensés)

1.3 Activité antioxydante

L’oxygéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires dans la
production d’énergie « ATP » et par conséquent dans leurs vitalités. En revanche, une partie
de cet oxygeéne peut s’échapper a ces mécanismes et se métaboliser en espéces toxiques dites

radicaux libres (Favie, 2003 ; Desceemaaeker, 2004).

11
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1.3.1 Les radicaux libres

Un radical libre (RL) est un espéce chimique posséde sur sa couche externe un ou
plusieurs électrons célibataires, cet électron lui confére une haute réactivité (demi-vie courte)
(Ortiz et al., 2013). Ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables pour apparier
son électron (André, 1998 ; Beckman& Ames, 1998) (Tableau IX).

Tableau 1X: Les principales espéces ERO générée dans les systéemes biologiques (Bartosz,
2003)

Nom Symbole
Anion superoxyde 02
Radical hydroxyle OH
Monoxyde d’azote NO
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Peroxynitrite ONOO
Oxygene singulet 102
Radical alcoxy RO
Radical peroxy @]®)

1.3.2 Stress oxydatif

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systemes de
défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygéné (Favier, 1997).

Les consequences du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et le
type cellulaire. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et I’expression de
protéines d’adhésion, des stress moyens faciliteront 1’apoptose, alors que de forts stress
provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane entrainant des

lyses immédiates (Favier, 2003).

12
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Toutes les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés : lipides, protéines, et
ADN (Aurousseau, 2002 ; Valko et al., 2007) Toutes ces altérations augmentent le risque de
plus de 30 processus de différentes maladies (Aruoma, 1998). Parmi les, nous citons : les
maladies d’Alzheimer (Smith et al., 1996), de Parkinson (Bolton et al .,2000), de meningo-
céphalites et le cancer (Ali et al ., 2008) . La plus part des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydant et

augmente la production mitochondriale des radicaux libres (Favier, 2003).

1.3.3 Métabolites secondaires

Les plantes photosynthétiques convertissent le dioxyde de carbone (CO;) en
métabolites primaires, qui sont nécessaires pour leur vitalité. En outre, elles possedent des
métabolites dits "secondaires”, ces derniers ce sont des composes chimiques formés lors des
processus métaboliques des végétaux (Guessoum & Lecheheb, 2015). Ces composés sont
définis comme étant des molécules bioactives non- nutritives qu’on trouve dans les fruits, les
Iégumes, les graines et autres plantes comestibles (Hai, 2004 ; Magee & Rowland, 2004;
Altameme et al., 2015; Hamed et al.,2015).

Les métabolites Secondaires sont classés essentiellement en trois grandes familles :
Les polyphénols ou bien les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Lutgeetal.,
2002 ; Abderrazak& Joél, 2007).

1.3.3.1 Les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans toutes les parties des
végétaux supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs et, fruits (Boizot & Charpentier, 2006). En
effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus grand nombre et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus (Lugasi et al.,2003).

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King & Young, 1999 ;
Tapiero et al., 2002).

1.3.3.2 Flavonoides
Ce sont des composes qui appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al.,
2006). lls sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, dont plusieurs

sont responsables de couleur vive des fleurs, des fruits et des feuilles (Midoun , 2011).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus

13
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importants sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols,
les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes. Ces divers
composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides. On les trouve
d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés
dans divers organe : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (D. Kone, 2008).

Les flavonoides présentent une structure de base commune du diphényle propane C6-
C3-C6 atoutes les classes qui les représentent qui est constituée de deux noyaux aromatiques
désignés par les lettres A et B qui sont reliés par un hétérocycle oxygéné, désigné par la lettre
C (Dacosta, 2003).

Figure 03: Structure de base de flavonoides (Di Carlo et al., 1999)

1.3.4 Activite antioxydant des polyphénols

De nombreuses revues conferent que les polyphénols sont des excellents piégeurs
d’especes réactives directement issues de 1’oxygene provenant de biomolécules telles que les
lipoprotéines, les protéines et les acides nucléiques (ADN, ARN). Cette faculté, tant étudiée et
si reconnue, est fréquemment citée comme étant une clé pour la prévention et/ou la réduction
du stress oxydatif en lien direct avec des maladies chroniques comme les maladies
cardiovasculaires, la carcinogénése et les maladies neurodégénératives. (Quideau et al.,
2011).

Les composés phénoliques qui présents dans les graines de lin, tels que 1’acide p-
coumarique et les glucosides d’acide férulique, possédent des propriétés antioxydants et

présentent un intérét particulier en pharmacologie (Yuan et al., 2008).

1.3.5. Activités antioxydante des flavonoides

Les flavonoides jouent un réle de protection contre les effets néfastes des rayons
ultraviolets en agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002). Ils parviennent a capturer les
especes reactives de I'oxygene associees au stress oxydatif, les empéchant ainsi de créer des
dommages cellulaires. En effet, ils sont capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres
grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif. Ils inhibent aussi I'oxydation des LDL
et, de ce fait, peuvent prévenir l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies

cardiovasculaires (Tu et al., 2007).
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Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des

propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogénes (Di Carlo et al., 1999).

OH o' 0
E o i R‘H - R :m P " L | p
- >‘ —_— | . -

Figure 04 : Piégeage des radicaux libres par les flavonoides (Marfak, 2003)
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2.1 Matériel végétal

Les graines de lin utilisées (Linum usitatissimum L.) pour I’extraction dans le
laboratoire sont les graines commercialisées (figure 05). Ces graines (250g) sont broyées a
I’aide d’un broyeur ¢lectronique de type SAVOMIX (Chine), puis tamiser (figure 06) jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine qui est conservée au congélateur pour servir aux analyses

chimiques.

Figure 06 : Processus de broyage et tamisage des graines de Lin
2.2 Extraction
2.2.1 Extraction par macération
» Principe
La macération consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé
avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a

température ambiante et qui a l’avantage de préserver les substances thermosensibles

(Bouchouka, 2016).
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Mode opératoire
Le solvant utilis¢ est I’éthanol (70%), Un poids déterminé de poudre de la plante

(10g) est mélangé a 300ml du solvant. Le mélange obtenu est agité pendant 24h a

température ambiante a 1’aide d’un agitateur magnétique, puis filtré a travers le papier filtre
WATTMAN (figure 07) (Rajan & Thangaraj, 2013).

Agitation Filtration

Figure 07:Processus d’agitation et filtration de 1’extrait des graines de Lin

2.2.2 Extraction par Soxhlet

Un extracteur Soxhlet est une piéce de verrerie utilisée en chimie analytique et en
chimie organique qui permet de faire I'extraction par solvant continue d'une espéce chimique
contenue dans une poudre solide. Cet appareil porte le nom de son inventeur : Franz Von
Soxhlet.
— Réfrigérant
— Tube en vert

—~~Cartouchecontenantle solide

—Ballon

Chauffe ballon
Figure 08:Montage de 1’extracteur Soxhlet
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» Principe
Le solvant d'extraction est porté & ébullition. Ces vapeurs qui traversent le Soxhlet, sont
condensées au niveau du réfrigérant et s'écoulent a travers I'échantillon dans la cartouche. Ce
systeme de distillation-condensation assure au solvant une circulation en continu dans

I'échantillon. Un siphon permet au solvant de s'‘écouler de la cartouche pour retourner dans le

ballon. Le solvant peut donc recommencer un nouveau cycle d'évaporation - condensation.

Cette méthode est utilisée pour I'extraction des composés non volatils et semi volatils.

Mode opératoire

La poudre des graines de Lin (10g) est introduite dans la cartouche en papier filtre,
cette derniere sera placée dans le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant.
* En premier lieu, verser 300 ml d’éthanol (100%) dans le ballon et porté a ¢bullition
(78,37C°).
* Ouvrir le robinet d’eau passant par le réfrigérante.

* Pendant 4 heures, on a fait I’extraction. (Amirah & Reddy, 2012).

2.3 Evaporation

Le filtrat obtenu par la macération et la fraction obtenu par Soxhlet ont été évaporé a
sec a I’aide d’un rota vapeur en fixant la température de 1’évaporation, Cette derniére dépend
de la température d’ébullition de chaque solvant. Cette opération a pour but d’éliminer les
solvants extractifs utilisés.
2.3.1 L’évaporation au Rotavapeur

Dans cet appareil représente dans la figure 09. On a réalisé une évaporation sous vide
en utilisant une pompe a vide avec une vanne de controle. Pendant 1’évaporation le ballon est
mis en rotation et plongé dans un bain liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant
avec un ballon-collecteur de condensat. La rotation du ballon crée une surface d’échange plus
grande et renouvelée permettant donc d’effectuer une évaporation rapide. L’abaissement de la
pression permet d’évaporer le solvant a température réduite, évitant ainsi la dégradation
thermique éventuelle des composés. C’est une méthode d’évaporation simple, utile, douce et

rapide.
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Figure 09 : Montage de L’évaporateur rotatif de laboratoire

L’extrait sec (visqueux) est reprise dans du éthanol absolu (10ml) puis conservé a -2 C°
jusqu’a I’utilisation.

2.4.1 Détermination de rendement d’extraction
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait obtenue et la
masse de la matiére végétale seche (Belyagoubi, 2006).

Le rendement est calculé par la formule suivante :

Rdt = (m0/m1)x100

Ou:
m0 : Masse en grammes de 1’extrait récupérée.

ml : Masse en grammes de la prise d’essai (les graines broyées).

2.5 Dosage
2.5.1 Dosage des composes phénoliques totaux
Principe

La quantification des composés phénoliques totaux a été déterminée par la méthode
colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu ; mélange de 1’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit en présence des
phénols totaux en un mélange d'oxydes bleu de tungstene (W8023) et de molybdéne
(M08023). La coloration bleu produite est proportionnelle au taux des composés phénoliques
présents dans le milieu réactionnel. Cette coloration possede une absorption maximum aux
environs de 750 a 760 nm (Singleton et al., 1999).
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Mode opératoire

Le dosage des composés phenoliques est effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
décrite par (Velioglu et al., 1998); on mélange 1,5ml de réactif de Folin- Ciocalteu, dilué 10
fois avec 250ul de chaque extrait. Aprés 3min d’incubation a I’obscurité, on ajoute 1,5ml de
carbonates de sodium (6 %). Le mélange est agité puis incubé a I’obscurité et a température
ambiante pendant une heure. L absorbance est mesurée a 760nm contre un blanc.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere végétale
séche en se référant a la courbe d’étalonnage de ’acide gallique (mg EAG/g de MS) (Annexe
).
2.5.2 Dosage des flavonoides
Principe

Le dosage des flavonoides est basé sur la formation de complexes flavonoides-métaux
tel que I’aluminium utilisé sous forme de chlorures d’aluminium (AICI3). La liaison des
atomes d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides forme avec les chlorures

d’aluminium des complexes jaunatres (Ribereau-Gayan, 1868).

Mode opératoire

La méthode de Djeridane et al. (2006) est adoptée pour doser les flavonoides dans les
extraits de Linum usitatissimum L Pour cela, on ajoute 1,5ml de chlorure d’aluminium (2%) a
1,5ml de chaque extrait. Apres 30min d’incubation, I’absorbance est mesurée a 430nm contre
un blanc.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine par gramme de matiére
végétale séche en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine (mg EQ/g de MS)

(Annexe I1).

2.6 Mesure du pouvoir antioxydant des extraits étudiés

La capacité antioxydante des extraits étudiés a été évaluée dans ce travail par 02 testes
visant la détermination du piégeage du radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), et du
pouvoir réducteur.
2.6.1 Piégeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (DPPH) a

été décrite pour la premiere fois par Blois (1958).
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Principe
A température ambiante, le radical DPPH présente, en solution alcoolique, une

intense coloration violette qui est changée par la couleur jaune au contact d’une substance

donneuse de protons H*. Cette couleur est I’indicateur du pouvoir antioxydant d’un
échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de
I’absorbance a 517 nm (Moon & Shibamoto, 2009).

mf Antioxydant NO, / \\/
N\ G :N—/\/’_ﬁ NH N\

= / A\ _-(- f'—-\
NO, <_\ \) NO; </ )
:./ \—/

DPPH- DPPH-H

Figure 10: Réduction du radical DPPH par un antioxydant (Endo et al., 2006).

Mode opératoire

Apres la préparation des dilutions ou des concentrations différentes des extraits dans
le méthanol, on prend 100ul de chaque extrait et de chaque concentration qu’on met dans un
tube a essais et on additionne 1000ul de la solution de DPPH contre un control négatif
(contenant du méthanol au lieu de 1’extrait) et on prépare aussi le blanc qui contient 100ul de
chaque extrait et 1000ul du méthanol. Les mélanges réactionnels est immédiatement agités
avant d’étre placés pendant 30 min a I’obscurité et a la température ambiante du laboratoire.
L’absorbance du milieu réactionnel a été mesuré a 517 nm en utilisant un spectrophotometre.
Chague test est répété trois fois, en suivant la méthode décrite par Ait Braham et Belhamel

(2016). Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH a été calculé suivant la formule:
PI = [(A0 — A1)/A0] x 100

P1: pourcentage d’inhibition.

AvVec :

AOQ : absorbance du control (sans extrait).
Al : absorbance de I’extrait apres 30 min.
L’¢étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50). Une faible

valeur d’IC50 correspondant a une grande efficacité de I’extrait.
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2.6.2 Pouvoir réducteur

Le fer est un élément essentiel pour le bon fonctionnement physiologique, mais
I’exces de cet élément peut causer des dommages a la cellule. En raison de sa forte réactivitg,
le fer est connu pour son grand rdle pro-oxydant vis-a-vis de 1’oxydation des lipides (Gulgin
etal., 2012).

Principe

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe**) du
complexe ferricyanure Fe®* en fer ferreux (Fe?"), en présence d’antioxydants réducteurs
(Bijoy et al ; 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au

pouvoir réducteur de 1’extrait (Gulgin et al.,2003).

Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été estimé par la méthode de (Yildirim et al., 2001),un ml
d’extrait est additionné dans un tube a essai avec 1 ml d’un tampon phosphate a (pH 6,6) et un
ml de ferricyanure de potassium [K3Fe]. On met le mélange au bain marie a 50°C/20 min,
puis on lui ajoute 1 ml d’acide trichloracétique TCA et on centrifuge a 3000 g pendant 10
min. Un ml du surnageant est prélevé puis additionné a 1ml d’eau distillée et 0,3ml de
chlorure ferrique (FeCl3), enfin on mesure 1’absorbance a 700 nm.

Les courbes d’étalonnages ont été obtenues, en utilisant comme étalon 1’acide
gallique et le quercétine. Les résultats sont exprimés en mg Equivalent en les deux standards

par g de la matiere seche.

2.7 Analyse statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2007. Les résultats
des tests effectués sont exprimés en moyenne * écart-type, n = 3. Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir
de la courbe [%inhibition=f (concentrations).
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3.1 Rendement
L’extraction et la préparation des phases éthanoliques (solvant polaire), a partir des
graines de lin a permet d’obtenir deux extraits de différentes couleurs (Tableau X) qui sont

conservés au réfrigérateur dans des flacons ombrés jusqu’ a leur utilisation.

Tableau X : Les couleurs de I’extrait par macération et Soxhlet.

Macération Soxhlet

Ethanol Jaune orangé claire Jaune orangé foncé

Les résultats de rendement des deux extraits de Linum usitatissimum obtenus sont
mentionnés dans le tableau suivant (Tableau XI):

Tableau XI : Rendements des extraits végétaux apres 1’évaporation des solvants.

L’extrait Extrait de macération Extrait de Soxhlet
Masse de I’extrait (g) 1.08 4.22
Rendement d’extraction % 10,8% 42.2%

Les essais réalisés avec ces deux techniques nous ont permis de conclure I’influences
des paramétres de la méthode d’extraction sur le rendement en extractibles. Donc, le Soxhlet

est la méthode qui permet I’obtention du meilleur rendement.

3.2 Dosage des polyphénols totaux et flavonoides

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des graines de Linum usitatissimum,
un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a €té effectué. La raison principale pour
le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydante des

plantes sont attribués par ces métabolites secondaires.

3.2.1 Teneur en polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique

de Folin-Ciocalteu, en utilisant comme standard 1’acide gallique. Les teneurs en polyphénols
totaux sont exprimés en mg EAG/g d’extrait. Les résultats obtenus sont exprimés en mg
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g), en utilisant I’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique (annexe I).
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Figure 11 : Teneurs en polyphénols totaux dans les deux extrait macération/ Soxhlet en

équivalent d’acide gallique.

La figure 11 montre que I’extrait éthanolique obtenue avec Soxhlet posséde la
plus haute teneur en polyphénols (14,67 0,98 mg EAG/g EX) par rapport a la macération
(7,37 £ 0,26 mg EAG/g EX). Ces résultats sont plus élevés par rapport a celui trouvé par El
Abdali Youness en (2017) (7,24 mg EAG/g d’extrait) et Veliouglu et al, en 1998 (5 mg
EAG/g) dans I’extrait hydrométhanolique 80% des graines de lin, alors que 3 mg EAG/g de
polyphénols sont trouvés par Anwar et Przybylski (2012) lorsque I'éthanol éthylique a 80%
est utilisé. Ainsi que I’étude réalisée par Acket (2015) sur le dosage des polyphénols dans les
graines de lin a donné une teneur estimée a 9 mg EAG/ 10g de matiére seche et celle réalisée
par Ahlem en 2017 a donné 10.2mg EAG/10g EX.

Maintenant, il est largement admis que les polyphénols attirent beaucoup d'intérét
public et scientifique en raison de leurs multiples activités biologiques, mais la teneur
phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinseques (génétique) et
extrinseques (origine géographique, conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Amaral et al., 2010).

D’aprés Kasote et al. (2011), la comparaison de nos données avec la littérature
publiée est assez difficile car des variations ont été observées pour le contenu phénolique total
qui pourrait étre attribué aux différentes variétés de graines de lin, a I'extraction du solvant, a

la température d'extraction et a la technique utilisée.
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3.2.2 Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits éthanoliques du lin a été realisé selon la
méthode utilisant I’ AlCls. Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de quercétine
par g de I’extrait (mg EQ/g EX).

La teneur en flavonoides (Mg en
équivalent de Q/g d’extrait)

Soxhlet Macération

Figure 12 : Teneurs en flavonoides dans les deux extraits macération/ Soxhlet en équivalent

de quercétine.

La figure 12 montre que I’extrait éthanolique obtenue avec Soxhlet posséde la plus
haute teneur en flavonoides (7,48+ 0,212 mg EQ/g EX), par rapport a la macération (4,017+
0,224 mg EAG/g EX). Notre résultat est largement supérieur a celui trouvé par Oomah et al.
(1996) variant de 0,302 a 0,835 mg /g EX. Anwar et Przybylski (2012) qui ont trouvé dans
I’extrait méthanolique du lin des teneurs entre 1,9 et 4,8mg EC/g EX en utilisant la catéchine

comme standard.

3.4 Activité antioxydante des extraits de Linum usitatissimum

L’¢évaluation de I’activité antioxydante exprimé en équivalence d’acide ascorbique, et
d’acide gallique; la méthode consiste & comparer 1’absorbance de nos échantillons a celle
d’une droite d’étalonnage qui relie I’absorbance a la concentration en I’un des étalons. Les
deux types de tests que nous avons utilisés pour évaluer I’activité antioxydante de nos extraits

sont: piegeage du radical DPPH et le test pouvoir réducteur.
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3.4.1 Test de piégeage du DPPH

L’activité antioxydante pour les extraits vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette a la couleur jaune (figure 13) mesurable & 517nm. La forme
non radicalaire DPPH-H est formée, d’ou I’évaluation de ’activité antioxydante en fonction
de I’équivalence en acide ascorbique.

La capacité antioxydant des extraits a été déterminée a partir de 1I’'IC50, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50% du radicale DPPH. Plus la valeur d’IC50 est basse,

plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Hobi et Eddouks, 2016).

Nous avons déterminés pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire
50% du radical liore DPPH ou IC50. A partir des équations des régressions linéaires des
graphes.

Les valeurs sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau XI1 : le pouvoir antioxydant (exprimé par IC50) de standard et des extraits testés.

1C50
Acide ascorbique 1,23mg/mi
Extrait éthanolique de Soxhlet 7,15g/ml
Extrait éthanolique de macération 17,57g/ml

D’apres les résultats présentés dans le tableau XII, I’IC50 obtenu pour 1’acide ascorbique
(1,23mg/ml), est utilisé comme référence, est bien plus inférieur a ceux des extraits et donc,

une activité antioxydante tres élevé.

L’extrait éthanolique avec Soxhlet présent un IC50 (7,15 g /ml) inférieur a 1’extrait
éthanolique de macération qui présent un IC50 (17,57g/ml), qui sont supérieurs a celle de

standard utiliseé.

L’analyse des résultats du test DPPH a montré une différence significative entre les

extraits éthanoliques pour chaque technique d’extraction et pour chaque concentration testée.

En comparaison de nos résultats avec les résultats des graines de Nigella sativa, on retrouve
que I’activité anti radicalaire des différents extraits des graines de Nigella sativa (I’extrait du
chloroforme représente 1’extrait le plus actif avec une IC50 de 1’ordre 106,56 pg /ml. Par
contre, I’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par I’extrait aqueux (IC50 =

447,76 ng/ml) est plus supérieur a celle des graines de lin. (Meziti, 2009).
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Figure 13 : Résultats du test DPPH.

La technique du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est 1’'une des méthodes
la plus couramment employée. Elle est rapide, facile a mettre en ceuvre et s’effectue a
température ambiante, ce qui permet 1’élimination de tous risque de dégradation thermique

des molécules testées (Katalinic et al., 2006).

Une diminution de 1’absorbance pour un mélange est due a la décoloration des
réactifs impliqués dans la réaction en indiquant une activité élevée de 1’effet scavenger du
radical DPPH par les antioxydants mis en réaction.

L’efficacité d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer des radicaux
libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine et prévenir le stress oxydatif
(Molyneux, 2004).

En conclusion, ces résultats montrent que notre extraits (Soxhlet /macération)

possedent une activité antioxydante tres faible. Cela peut étre di a :

» La faible teneur en composés phénoliques.

» Propriétés génétiques des graines ainsi qu’a 1’origine géographique.

» Les conditions et la durée de stockage, et de la récolte (des graines
commercialisées) L’analyse des résultats a montré que le pourcentage d’inhibition
du radical DPPH est influencé par la méthode d’extraction. Donc Soxhlet est la

meilleure méthode d’extraction dans notre étude (Meziti, 2009).
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3.4.2 Pouvoir réducteur du fer

Les métaux de transition comme le fer sont des catalyseurs importants pour la
génération des radicaux et peuvent ainsi stimuler la peroxydation lipidique, donc tous les ions
des métaux de transition ayant deux ou plusieurs états de valence sont de puissants
prooxydants (Pitchaon, 2011)

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a donner un électron et a réduire le
fer ferrique en fer ferreux. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un
composé comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Huang et al., 2005; Li et
al., 2009).

Fe3+ +e- EE— Fe2+

La couleur jaune de la solution de ferricyanure de potassium vire vers une couleur

bleue verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de chaque extrait. L’augmentation de

I’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur (Ozsoy et al., 2008).

Figure 14 : Résultats du test de pouvoir réducteur
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Les résultats de 1’¢tude de la capacité des extraits de Linum usitatissimum a réduire
le fer selon la concentration testée (10 mg/ml) On utilise deux standards 1’acide gallique et
la quercétine avec une seule concentration (10 mg/ml), dont les résultats sont présents dans
la figure 15

absorbance

3,5

2,5 A

1,5 -

0,5 A

Acide gallique Quercétine Soxhlet Macération

Figure 15: L’activité réductrice du fer de 1’extrait et les standards utilises

Les résultats obtenus montrent que la capacité des extraits de réduire le Fer est
largement inférieure & celle des standards. A la concentration de 10 mg/ml, le pouvoir
réducteur est beaucoup plus important dans 1’acide gallique avec (DO = 3,27), suivi par la
quercétine (DO= 3,05)

Les résultats ainsi obtenus montrent clairement et toujours que 1’extrait éthanolique de
Soxhlet présente I’activité la plus élevée avec une forte absorbance 1,117 £ 0,03 supérieur a la
valeur obtenue par macération qui présente une absorbance plus inferieur qui est de 0,931 £

0,05, donc nos résultat montre toujours que le Soxhlet est la méthode la plus efficace.

Les variations de l'activité réductrice des radicaux libres sont en général, directement
lies aux taux des composés phénoliques présents dans la plante récoltée (Yesilyurt et al.,
2008). L'activité antioxydante marquée des graines de lin qui peut étre d0 a la présence de
polyphénols pouvant convertir les radicaux libres en produits plus stables et terminer la
réaction en chaine des radicaux libres (Amarowicz et al., 2004). Anwar et Przybylski (2012)
ont utilisé le test FRAP pour la détermination de I'activité antioxydante des extraits de graines

de lin. Ils ont constaté que le pouvoir réducteur dépend de la concentration d'extrait utilisé.
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Conclusion

Aujourd’hui, les plantes médicinales retrouvent leur endroit dans notre vie
quotidienne et elles ont toujours occupé une place importante en médecine. Cette grande

valeur des plantes médicinales fait I’objet des différentes études.

Dans le présent travail, on s’est intéressé a la valorisation d’une plante médicinale trés
utilisées en médecine traditionnelle, il s’agit des gaines de Linum usitatissimum. Pour cela
I’objectif assigné dans cette étude est axé sur le dosage des composés phénoliques,
flavonoides ainsi d’évaluer I’activité antioxydante des différents extraits obtenus a partir des

graines commerciales du lin.

Cette étude est réalisée sur deux extraits éthanolique a partir des graines de lin
obtenues par deux méthodes d’extraction des molécules bioactives : la premiére par

macération en utilisant I’éthanol a 70% et la deuxieme par Soxhlet en utilisant I’éthanol pure a

100%.

Différentes analyses sont appliquées, dosage des polyphénols et flavonoides, aussi
que I’évaluation des effets antioxydants des extrais de ces graines par deux moyens; I’activité

antiradicalaire a 1I’égard du DPPH d’une part et le pouvoir réducteur d’autre part.

Les résultats ont montré que I’extrait éthanolique de Soxhlet permet d’obtenir un
rendement plus fort (42,2%) que I’extrait éthanolique de macération (10,8%0) et qui est le

plus efficace pour 1’extraction des composés phénoliques, et en flavonoides.

La meilleure activité antioxydante (activité antiradicalaire avec le radical DPPH et le

pouvoir réducteur) est obtenue avec 1’extrait éthanolique de Soxhlet.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des graines de lin révele que ces graines
possedent un pouvoir antioxydant peut puissant en le comparant a I’antioxydant de référence

qui est I’acide ascorbique.

En perspectives, la confirmation de la capacité antioxydante par des tests in vivo,
ainsi que [’évaluation d’autres activités biologiques intéressantes telle que 1 activité
antimicrobienne, anti inflammatoire, anti tumorale... , autre méthodes d’extraction (ultrason,
par micro-ondes ....) et la toxicité des huiles essentielles et des extraits des graines de cette

plante sont recommandées afin de le valoriser d’avantage.
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Annexe n°=03Résultats du test du piégeage du radical DPPH des

deux extraits
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Annexe

= Courbes d’étalonnages
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Annexe

Annexe n°04=Activité antioxydante de 1’acide ascorbique vis-a-vis de
DPPH.
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