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ANNEXES



Résumé

Dans la présente étude, il s’agit d’investiguer la composition chimique ainsi que le pouvoir
antioxydant et immunostimulant de deux plantes aromatiques et médicinales "Linum
usitatissimum L." et "Lavandula dentata L.", largement utilisées en médecine traditionnelle
marocaine.

Une analyse quantitative a travers les dosages phytochimiques, a révélé la richesse de
Lavandula dentata en huiles essentielles (rendement de 1%), en sucres totaux en tanins
condensés, et en polyphénols totaux avec une teneur allant jusqu’a 27,43 mg EAG/g. Alors
que Linum usitatissimum renferme la plus grande teneur en huiles fixes (rendement de
32.5%), en flavonoides et en mucilages dont la quantité était de 44,6mg/g.

Les extraits des deux plants possedent une activité antioxydante importante in vitro, surtout
celui de Lavandula dentata (Clsp = 233,1jug/ml). La fraction de I’acétate d’éthyle renfermant
les flavonoides aglycones ou flavonoides mono-O-glycosides et partiellement di-O-glycosides
pour Lavandula dentata, et celle du n-butanol contenant les flavonoides di-O-glycosides et tri-
glycosides et C-glycosides pour Linum usitatissimum, semblent étre les plus performantes en
termes de pouvoir antioxydant.

Le test d’hémagglutination a démontré I’effet immunostimulant de Linum usitatissimum a
travers sa richesse en lectines.

Mots clés : Lavandula dentata, Linum usitatissimum, phytochimie, activité antioxydante,
immunostimulant.

Abstract

In this study, we investigate the chemical composition as well as the antioxidant and
immunostimulatory power of two aromatic and medicinal plants "Linum usitatissimum L."
sand "Lavandula dentata L.", widely used in traditional Moroccan medicine.

Quantitative analysis through phytochemicals, revealed the richness of Lavandula dentata in
essential oils (1% yield), in total sugars, in condensed tanins, and in total polyphenols with a
content of up to 27.43 mg EAG/g. While Linum usitatissimum contains the highest fixed oil
content (32.5% vyield), flavonoids and mucilages with an amount of 44.6 mg/g.

The extracts of the two plants have an important antioxidant activity in vitro, especially that
of Lavandula dentata (IC50 = 233.1ug/ml). The éthyl acétate fraction containing aglyconic
flavonoid or mono-O-glycoside and partially di-O-glycoside flavonoids for Lavandula
dentata, and that of the n-butanol containing the di-O-glycosides, tri-glycosides and
C-glycosides flavonoids for Linum usitatissimum, appear to be the most effective in terms of
antioxidant power.

The haemagglutination test demonstrated the immunostimulatory effect of Linum
usitatissimum through its lectin richness.

Key words : Lavandula dentata, Linum usitatissimum, phytochemistry, antioxidant activity,
immunostimulant.



INTRODUCTION

Aujourd’hui, les plantes médicinales retrouvent leur place dans notre vie quotidienne. Ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des
parfums et dans les préparations culinaires. Leur efficacité et leur innocuité sont recherchées
et intensément étudiées. En Afrique, jusqu'a 80% de la population utilise les plantes
médicinales pour répondre a ses besoins de soins et de santé primaire (OMS, 2003). Les
plantes synthétisent un grand nombre de substances chimiques appelés métabolites
secondaire.

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in
vivo et in vitro de tissus vegeétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols des végétaux
qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et antiradicalaires. lls sont présents dans toutes les
parties des végétaux supérieurs, et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou la maturation
des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les tanins (Kanoun,
2011).

La richesse des plantes aromatiques et médicinales en composés chimiques tels que les sucres,
les mucilages, les lipides, les protéines, les lectines, les huiles essentielles, ainsi qu’en
métabolites secondaires, leur confére d’énormes propriétés biologiques tels que D’activité
antioxydante a travers le piégeage des radicaux libres dans 1’organisme, 1’activité
antimicrobienne, ainsi que des activités immunostimulantes qui renforcent et stimulent le
systéeme immunitaire.

Par sa position géographique et grace a sa richesse écologique, climatique et édaphique, le
Maroc recéle d’un patrimoine végétal important dans lequel les plantes aromatiques et
médicinales (PAM) occupent une large place et jouent un grand rdle dans 1’économie
nationale. Faisant partie de cette panoplie des plantes aromatiques et médicinales marocaines
les plus connues, les graines de lin et la lavande dentée sont trés utilisées en médecine
traditionnelle dans le Maroc, grace a leurs bienfaits sur la santé humaine et leur richesse en
biomolécules d’interét.

Actuellement, grace au développement des méthodes d’extraction et des techniques
d’analyses physico-chimiques et biologiques, les scientifiques se trouvent devant I’obligation

de chercher de nouveaux moyens de lutte contre les infections et les maladies.




C’est dans ce contexte, que notre travail va s’inscrire vu I’implication de notre laboratoire
(Molécules bioactives) dans cet axe de recherche. Il se veut une contribution a I'étude
phytochimique et 1’évaluation biologique de plantes médicinales appartenant a notre flore.
Dans notre cas il s’agit de Lavandula dentata et Linum usitatissimum, dont on va essayer de
faire le dosage de plusieurs principes actifs ainsi que tester 1’activité antioxydante et
phytohémagglutinante de ces plantes, justifiant ainsi scientifiquement leurs usage répandu
dans notre pays.

Notre choix repose sur le fait que ces deux plantes meédicinales sont d’une part douées
d’activités biologiques et d’autre part ce sont des excellents accumulateurs de molécules de

polyphénols.

-



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I-Données sur Linum usitatissimum

1-Généralités
Lin ou flax ou linseed, est une des plus anciennes plantes cultivées pour son huile et sa fibre.
Le nom botanique, Linum usitatissimum a été donné par Linnaeus en 1857 dans son livre

"Species Plantarum"(Cité par Jhalla et Hall, 2010). La figure 1 montre une plante fleurie de

Linum usitatissimum.

Figure 1: Fleur bleue de Linum usitatissimum (Heli et al., 2007)

L’homme a utilisé le lin depuis plus de 30000 ans. La plante est originaire d’Asie, de I'Ouest
et de la Méditerranée (Millam et al., 2005). Cette plante médicinale, cultivée comme source
de fibre depuis au moins 5000 ans avant JC, est devenue principalement cultivée pour son
huile (Oomah, 2001). Donc son nom latin « Linum usitatissimum » (lin de tous les usages) est
amplement meérité.
C’est une plante rare a 1’état spontané, elle est cultivée en qualité de plante textile ou
oléagineuse en fonction de la variété considérée (Diederichsen et al., 2003). Dans le monde, il
y a environ 10 000 lignées pures ou écotypes conservés dans des collections. Il y a plus de
200 variétés cultivées dans la liste de l'organisation du commerce et développement
économique (OCDE), destinée au commerce international.
La production annuelle de lin est de 3,06 millions de tonnes. Le Canada est le plus grand
producteur de lin, environ 38% de la production mondial, suivie par la Chine, les Etats Unis,
I'Inde et I'Union Européen (Jhalla et Hall, 2010).

2-La famille des linaceae
La famille des Linaceae, dans laquelle on peut citer le lin cultivé (genre Linum), est constituée
de plantes dicotylédones, elle comprend une petite centaine d'especes réparties en 8 a 15
genres. Ce sont des plantes herbacées, des arbustes et parfois des arbres. C'est une famille

cosmopolite des zones froides a tropicales.




3-Place de Linum usitatissimum dans la systématique
C’est une plante qui appartient a la famille des Linaceae et au genre Linum (Bloedon et
Szapary, 2004).
Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Linales

Famille : Linaceae

Genre : Linum

Espéce : Linum usitassimum L.

4-Description botanique

+«+» Nom populaire : Lin ou flax ou linseed

% Nom latin : Linum usitatissimum L.

< Nom arabe : Zerriat al kettane (GUS!) 4y ) ))
Le lin est une plante annuelle, bisannuelle ou vivace, dicotylédone autogame d’une extréme
finesse, assez peu profondément enracinée (racine pivotante) car le lin est arraché, il n’est pas
fauché (Bernard, 2001).
Cette plante pousse a une hauteur maximale de 60 cm, aux formes élancées et des tiges trés
fibreuses, feuilles lancéolées ayant trois veines, jusqu'a 4 cm de long et 4 mm de large et ses
fleurs bleu vif ont jusqu'a 3 cm de diameétre (Pradhan et al., 2010).
Les capsules de fruits sphériques contiennent deux graines dans chacune des cing
compartiments. La graine est plate et ovale avec une extrémité pointue (figure 2). Elle
possede une surface lisse et brillante. Sa couleur varie du brun foncé au jaune. La texture de la

graine de lin est croquante et moelleuse posseédant un goGt agréable de noisette (Carter, 1996).

Figure 2: Fruit et graine de lin (Heli et al., 2007).




5-Composition et molécules bioactives
La graine contient environ 40% de lipides, 30% de fibres alimentaires et 20% de protéines
(Tableau 1). Elle est riche en lipides, essentiellement des huiles insaturées : 1’acide
alphalinolenique (ALA) ou omega-3 (Annexe 1).
La composition chimique varie selon les variétés et dépend aussi des conditions de
I’environnement dans lesquelles la plante est cultivée. Les cotylédons contiennent 75% de
lipides, et 76% des protéines est trouvée dans les semences. L'endosperme contient seulement

23% des lipides et 16% de protéines (Oomah, 2003).
Tableau I: Composition chimique (%) des grains de lin (Rubilar et al., 2010)

Humidité  Protéine Lipide Fibre Cendre Références
7,4 23,4 45,2 - 815 Mueller et al (2010)
4-8 20-25 30-40 20-25 3-4 Coskuner et Karababa (2007)

L’huile de lin est composée de 73% d'acides gras polyinsaturés, de 18% d'acides gras
monoinsaturés et seulement 9% d'acides gras saturés (Tableau Il). Elle est également connue
comme étant la source la plus riche en oméga-3: I’acide alphalinolenique (ALA), qui
comprend 55% des acides gras totaux (Annexe 2).

Tableau Il: Acides gras de I’huile de lin (Ganorkar et Jain, 2013)

Porania 09

Acide Gras Saturé 9
AG Mono insaturé 18
Acide Linoleique (omega-6) 16
Acide a-Linolenique (omega-3) 57

6-Utilisation thérapeutique

Les acides gras polyinsaturés oméga-3 ont deux grands axes de valorisations:
- Le premier réside dans leur importance quantitative et leur réle dans le cadre de la
mise en place et du maintien de divers organes, surtout le cerveau.

- Le second réside dans la prévention de diverses pathologies et des maladies
cardiovasculaires (Bloedon et Szapary, 2004).

L'huile de lin et les graines 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

guérison », c’est une plante millénaire aux vertus médicinales (Halligudi, 2012).
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Figure 3: diagramme de ’utilisation du lin (Jhalla et Hall, 2010)

6.1-Utilisation des graines
En tant que polysaccharides qui gonflent en milieu humide ; Les mucilages de la graine de lin
sont responsables de ses capacités laxatives et émollientes citées dans de nombreux travaux.
Notamment en cas de constipation chronique sous forme concassée, ses graines absorbent les
liquides intestinaux (Blumenthal et al., 2000). Les mucilages favorisent le drainage du colon
et contribuent a ramollir les selles et & faciliter leur évacuation. Aussi grace aux mucilages,
ses graines prodiguent un effet calmant et anti-inflammatoire réduisant I’irritation du colon
dans des affections comme les colites, I’inflammation intestinale et les hémorroides (Iserin,
2001 ; Halligudi, 2012).
Le lin contient également des lignanes qui appartiennent a la famille des phytocestrogenes ;
ces lignanes sont douées des propriétés anti oxydantes et anticancéreuses (Thompson, 2003).
L’ingestion de la graine comme prévention du cancer du sein, utérin, de la prostate et
éventuellement une protection contre une récidive (Halligudi, 2012).
La graine est également considérée comme efficace en cas de troubles respiratoires et
urinaires (Iserin, 2001). Elle calme les douleurs pulmonaires et a un moindre degré 1’irritation
de D’appareil urinaire. Elle s’avére efficace contre la toux chronique ou aigue, la bronchite,
I’emphyséme et la cystite chronique, également comme une prévention utile contre I'angine
de poitrine, le rhume et I'artériosclérose. Ainsi pour réduire les taux de glycémie postprandiale
et du cholestérol (Halligudi, 2012).
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En usage externe, un cataplasme de graines concassées ou de farine de lin appliquée sur les
furoncles et les anthrax, calme les ulcérations et draine le pus (Iserin, 2001). Dans le temps,
les femmes bouillaient les graines de lin dans I'eau et utilisaient le lin sous forme de gel pour
adoucir leurs cheveux (Halligudi, 2012).
Enfin, il est nécessaire de ne pas utiliser les graines de lin immatures car elles peuvent étre
toxiques (Iserin, 2001). La graine de lin contient également des facteurs antinutritionnels
destinés a les défendre des oiseaux ; ces facteurs appartiennent a la famille des cyanogeénes
(Hermier et al., 2004).

6.2-Usage de I'huile
L'huile de lin ou huile de graines de lin est une huile de couleur jaune d'or, tirée des graines
mares du lin cultivé, pressées a froid et/ou a chaud ; parfois elle est extraite par un solvant, en
vue de l'usage industriel ou artistique, principalement comme siccatif, ou huile auto siccative
en tant que mastic pour le calfatage et I'étanchéité. L'huile de lin est utilisée pour peindre et
vernir, pour saturer la matiére des ardoises, pour mettre au point le savon noir et pour protéger
les piéces de monnaie de méme que l'acier rouillé. Elle est impregne et protege le bois a
I'intérieur comme a I'extérieur : protection contre I'numidité, les champignons et les insectes et
contre la poussiére par son caractére antistatique. L’huile de lin a une texture qui va d’épaisse
a liquide, sa teinte est claire (Bloedon et Szapary, 2004).
Elle est conseillée chez les personnes souffrant de sclérose en plaque ou de diabéte. Elle a
aussi un effet sur les systemes hormonal et immunitaire. L'utilisation quotidienne d'huile de
lin protége la membrane gastrique et urinaire. L huile de lin convient aussi pour le visage, le
corps (massages et soins corporels). En usage externe I'huile obtenue a partir des graines est
reconnue pour ses propriétés adoucissantes et émollientes. Elle protége et adoucit la peau
irritée (Halligudi, 2012).
L'huile de graine de lin est également utilisée dans les régimes alimentaires pour animaux de
compagnie, y compris les chiens, les chats et les chevaux. Les acides gras essentiels (Acide a-
Linoléique et Acide Linoléiques) présents dans les graines de lin contribuent a un pelage
lustré, aident a prévenir la peau séche et les pellicules et aussi aident a réduire les problémes
digestifs et de peau chez les animaux (Jhalla et Hall, 2010). Elle est employée aussi pour le
traitement des cuirs, pour nourrir les sabots des chevaux (Bloedon et Szapary, 2004). L’huile
de lin ne constitue pas une source intéressante d’apport en omega-3, méme si les huiles sont
considérées comme anti-oxydées et conservées dans les emballages opaques a 1’abri de la
lumiere ; elles seraient rapidement beta-oxydées une fois ingérées (Nelson et Chamberlain,

1995). 1l faut noter que la méme quantité d’huile de lin issue soit de graines extrudées




(cuisson modérée et action mécanique reproduisant les modes de préparations traditionnelles),
soit du mélange tourteau et huile procure des effets contraires (hypercholestérolémiant pour le
tourteau et I’huile ; hypocholestérolémiant pour la graine extrudée).

L’huile de lin a une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus ; Streptococcus
agalactiae, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis et Candida albicans
(Kaithwas et al, 2011).

7-Effet sur les performances zootechniques

La graine de lin cuite introduite en nutrition animale améliore les parameétres de santé et de
fertilité animale. Des études cliniqgues montrent que son intérét ne se limite pas a
I’amélioration de 1’état sanitaire des animaux, mais confére aux produits animaux consommés

par I’homme une meilleure qualité nutritionnelle : viandes, beurre, lait, fromages et ceufs

(Renouard, 2011).

II-Données sur Lavandula dentata

1-La famille des Lamiaceae
Les espéces du genre Lavandula appartiennent a la famille des Lamiaceae. Cette derniere qui
regroupe 7200 espéces réparties dans 236 genres se caractérise généralement par des plantes a
tige quadrangulaire, aux feuilles opposées et décussées et au calice persistant entourant, a
maturité, un tétrakene. La famille des Lamiaceae est subdivisée en 7 sous familles.
Les Lamiaceae sont réparties sur I’ensemble de la surface de la planéte, bien qu’elles soient
plus présentes en climats tempérées et surtout le pourtour méditerranéen (Gaby ,1988).

2-Le genre Lavandula
Généralement, les lavandes regroupent le plus souvent des plantes herbacées annuelles ou le
plus souvent des arbustes ligneux, touffus et vivaces hauts de 40 a 80 cm a feuilles
persistantes opposées qui peuvent étre entieres ou dentées (Baillere, 1984), largement
répandues autour du monde mais particulierement dans les régions tempérées et
méditerranéennes.
La morphologie des feuilles dans le genre Lavandula est trés variable. La structure de
I’inflorescence est un caractere commun a I’ensemble des lavandes. Les fleurs de lavande sont
organisées en une inflorescence mixte ressemblant a un épi de cymes appelé encore thyrse
spiciforme. L’inflorescence principale ressemble donc a un épi plus ou moins lache.

L’inflorescence secondaire est une cyme (Guitton, 2010).
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Actuellement, au sein du genre Lavandula on peut reconnaitre 39 especes différentes réparties
en trois sous-genres Fabricia, Sabaudia et Lavandula et huit sections (Upson et Andrews
2004).

3-Place de Lavandula dentata dans la systématique
Lavandula dentata est classée dans le regne végétal selon la systématique suivante :
Regne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées

Sous-famille : Nepetoideae
Genre : Lavandula

Espéce : Lavandula dentata L.

4-Description botanique

0,

% Nom populaire : Lavande dentee, lavande des Alpes, lavande anglaise ...

% Nom latin : Lavandula dentata L.

% Nom arabe : Khzama (=/J3)
Lavandula dentata est un pseudo arbuste qui forme des touffes avec des tiges
quadrangulaires, ligneuses, feuilletées au fond et lattées sous les pointes florales. Les feuilles
persistantes sont trés étroites, avec des bords enroulés, dentés et crénelés.
La lavande se caractérise aussi par une abondante floraison bleu violet clair observée en
saison printaniére. Les fleurs et les bractées sont bleuatres. La corolle monopétale est
renversée, a tube plus long que calice et a limbe partagé en cinqg lobes inégaux, arrondis,
imparfaitement divisés en deux levres. Le fruit est tétrackéne.
Cette chamaephyte se développe sur un sol rocheux et une garrigue des régions arides de la
méditerranée ou du Sahara (Beloued, 1999). Elle se rencontre aussi au niveau de la végétation

présente dans les littorales et les basses montagnes dans le Haut-Atlas, Anti-Atlas et le Rif.
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Figure 4: Sommité fleurie de Lavandula dentata (Upson, 2009)

5-Composition chimique
La production annuelle des huiles essentielles (HE) de la Lavande a été estimée a 462 tonnes
(Lawrence, 1992). C’est pour cette raison que la détermination de la composition
chimique de Lavandula dentata est plus spécifiée aux HEs présentes chez cette
plante.
La composition de I’huile essentielle de Lavandula dentata varie plus au mois selon
I’environnement d’une région a I’autre (Annexe 3). Les HE isolées sont des mélanges
complexes d’hydrocarbures monoterpéniques, alcools, aldéhydes, cétones, époxydes, phénols
et esters et sont caractérisées par la prédominance des hydrocarbures monoterpéniques
(Bettaieb, 2017).
Ainsi le 1,8-cinéole (41,3%) et le sabinéne (13,9%), le sabinol (6,8%) et le myrténique (5,1%)
ont été les principaux constituants de I'huile Lavandula dentata du Maroc (Imelouane, 2009).
De méme, le 1,8-cinéole (33,5%), le camphre (18,9%) et le fenchone (8,4%) étaient des
composants majeurs présents dans I'huile de Lavandula dentata en provenance de Tunisie
(Touati, 2011). Lavandula dentata du Yémen avait des concentrations élevées de
monoterpénoides oxygénés (51,8%), d'hydrocarbures de sesquiterpéne (13,9%) et de
sesquiterpénoides oxygénés (22,5%) (Mothana, 2012).

6-Usage de la lavande
Les vertus thérapeutiques et les applications des lavandes et leurs huiles essentielles sont
décrites dans des ouvrages depuis I’antiquité et le moyen age.
L’infusé de la partie aérienne est utilisé contre les troubles digestifs, la lithiase rénale, les
régles abondantes. C’est aussi une boisson tonifiante. Le décocté des feuilles est un

réchauffant pour la femme apres accouchement. Le décocté de la partie aérienne est utilisé




pour traiter les maux d’estomac, 1’hépatite et 1’infection microbienne. Les tisanes des
sommités fleuries sont utilisées contre la toux, 1’asthme, la cystite et le ballonnement.
La lavande est également employée en herboristerie, en aromathérapie et est considérée
comme une plante médicinale pour 1‘action de son huile. En effet, celle-ci est utilisée pour
soigner des plaies et brdlures superficielles et présente des effets sédatifs, antibactériens,
antifongiques, antidépressifs (Cavanagh et Wilkinson 2002) et anti-inflammatoire (Sosa,
Altinier et al., 2005). Cette huile est utilisée aussi dans 1‘industric de la lessive et de la
savonnerie, ainsi qu‘en parfumerie. Les propriétés médicinales et le parfum des huiles
essentielles de lavandes sont principalement attribués aux composés organiques volatils de la
famille des terpénes, surtout les monoterpénes et les sesquiterpénes qui donnent a la lavande
son parfum caractéristique (Flores et al., 2005) et a ces huiles leurs propriétés. La production
d’essences aromatiques par cette plante a un grand intérét économique (Guitton, 2010).
Dans la médecine populaire des pays arabes, les especes de Lavandula ont été largement
utilisées comme diurétiques, antiseptiques et pour les bronches pulmonaires (Ghazanfar,
1994). Lavandula dentata a été traditionnellement utilisé dans la médecine folklorique
yeéménite pour le traitement des plaies, carminatif et pour traiter les rhumatismes (Mothana et
al., 2009).
Au Maroc Lavandula dentata est largement utilisée en médecine traditionnelle pour guérir
les coliques, les flatulences, les douleurs de la rate, les maux de téte, I’insomnie, la nervosité,
le refroidissement, la fatigue, la bronchite, la grippe, les menstruations douloureuses, la
tension, la fievre et les infections (Mikou et al., 2015).
III-Composés phénoliques

1-Le métabolisme secondaire
La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de vie
de la plante qui doit s’engager dans la concurrence pour les éléments nutritifs et faire face a de
multiples agressions de I’environnement dans lequel elle vit : prédateurs, microorganismes
pathogeénes, etc. On concgoit donc que la plante puisse développer un métabolisme particulier
autre que le métabolisme primaire (glucides, protéines et lipides) lui permettant de synthétiser
diverses substances pour s’adapter et se défendre : les métabolites secondaires.
Actuellement plus de 100000 métabolites secondaire ont été identifiés, ils appartiennent a
trois classes principales qui sont les terpénes (un groupe des lipides), les alcaloides (dérivés

d’acides aminés), et les composés phénoliques (dérivés de glucides) (Benamor, 2008).
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2-Les polyphénols
2.1-Généralités

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans le régne
végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les Polyphénols
sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au
niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la croissance, ou la
reproduction. lls sont présents dans les vacuoles des tissus, participent aux réactions de
défense face a différents stress biotiques ou abiotiques (pathogénes, rayonnements UV...).
L’expression (composés phénoliques) est utilisee pour toutes substances chimiques possédant
dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements hydroxyles
(Skoula, 1996).

Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux noyaux benzéniques A et B
reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composés différent les uns des autres par la
position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de I’élément central et par la
composition, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de
la liaison hétérosidique (Nkhili, 2009).

Les Polyphénols sont des produits de la condensation de molécules
d’acétylcoenzyme A et de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une

grande diversité de molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe ou
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Figure 5: Classification des polyphénols (Macheix et al., 2006)

Les composés phénoliques (acides phénoliques, tanins et flavonoides) forment le groupe des
composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al., 2005). Deux grands

groupes de polyphénols feront 1’objet des prochains paragraphes, les tanins et les flavonoides.
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2.2-Propriétés biologiques des polyphénols
Les recherches récentes sur les composes phénoliques en général et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques, ils sont
doués d’activité antiallergique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne,
antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et

vasodilatoire (Ksouri et al., 2007) (Figure 6).
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Figure 6: Activités biologiques des polyphénols

3-Les flavonoides
3.1-Généralités
Le nom flavonoide est dérivé du mot grec «<FLAVUS» qui veut dire jaune. Les flavonoides
sont des constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien, a 1’exception des
algues. lls sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
(Nkhili, 2009).
Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des
fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui méme un dérivé du

noyau flavane de base (Figure7).

Figure 7: Structure de base des flavonoides




Les flavonoides sont donc des polyphénols complexes dont la structure est constituée de deux
noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d'un hétérocycle oxygéné (cycle C) (Benguerba,
2008).
Les flavonoides représentent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Ils sont considerés comme des pigments quasi universels des
végetaux. Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les
isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins.
Ces divers composes se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides.
On les trouve, d’une maniére tres generale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent
étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Middleton,
1993).

3.2-Biosynthese
De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine biosynthétique
commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une
chaine en C3 (Bruneton, 1999) (Figure 8).

Figure 8: Squelette de base des flavonoides

3.3-Sous-classes des flavonoides

Selon les modifications du cycle-C3 les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes

structurelles tels que les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanols,

les catéchines et les anthocyanidines (Bovy et al., 2007) (Figure 9).
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Figure 9: Représentation des principales classes et sous-groupes des flavonoides au niveau de
P’hétérocycle C.

3.4-Role dans les plantes et intérét pharmacologique

Les flavonoides ont suscité I'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a cause
de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rdles dans la pigmentation, mais
aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des plantes (Rodolphe et
al., 2004).1ls ont également pour fonction de protéger ces dernieres contre les pathogenes
d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes (Quezel et Santa, 1963).
Ainsi que la protection contre les rayons ultraviolets (UV).

Les flavonoides sont connus pour de remarquables activités pharmaco-biologiques. De
nombreux travaux semblent indiquer qu’ils possédent des propriétés antioxydantes, anti
inflammatoires, antitumorales (spécialement lorsqu’ils sont utilisés conjointement avec
d’autres agents chimiothérapeutiques), antiviraux, antibactériens et antiallergiques.

En effet, ils sont capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leur
groupement hydroxyle fortement réactif. 1ls inhibent aussi I'oxydation du cholestérol LDL et,
de ce fait, peuvent prévenir l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies

cardiovasculaires (Merghem, 2009).




4-Les tanins
4.1-Généralités
Les tanins sont des composes phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire copris entre 500et 3000Da. Tous les organes végétaux peuvent en renfermer
(I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits, les racines, les grains) (Khanbaba et Ree, 2001).
lIs représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse et
concise car il n’y a pas de structure chimique de base. Leurs structures chimiques sont en effet
variées et rassemblées en familles en fonction d’activités communes.
Leur structure chimique leur confére une capacité tres développée de se fixer sur des
molécules telles que les alcaloides, la gélatine, les polysaccharides, et essentiellement les
protéines (Mahmoudi, 1982).
Les tanins sont synthétisés a partir de la phénylalanine par la voie dite de ’acide shikimique
(Swain, 1979).
4.2-Classification des tanins

Sur la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2
groupes, les tanins hydrolysables et les tanins condensés :

> Les tanins condensés: ce sont des oligomeres ou des polymeéres de flavanes- 3 ol
dérivés de la (+) catéchine ou de ses nombreux isomeres (La zerat, 2009). Ils sont aussi
désignés aussi sous le nom de « tanins catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des
conditions fortement acides.
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Figure 10: Structure des tanins condensés (Peronny, 2005).

> Les tanins hydrolysables: ce sont des esters de glucose et d’acide gallique IIs sont
d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent &tre dégradés par 1’hydrolyse chimique

(enzymatique). lls liberent alors une partie non phénolique (Souvent du glucose) et une




partie phénolique qui peut étre soit de ’acide gallique, Soit un dimére de ce méme acide —

I’acide ellagique (Mahmoudi, 1982).
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Figure 11: Structure des tanins hydrolysables et des acides associés (Peronny, 2005).

4.3-Role et utilisation des tanins
Les tanins sont d’efficaces moyens de défense contre les herbivores, mais on suppose que leur
role majeur dans I’évolution était de protéger les plantes contre les attaques fongiques et
bactériennes (Swain, 1979). Cela est soutenu par le fait que la plus forte concentration de
tannin dans les angiospermes et gymnospermes actuels se trouve dans 1’écorce des arbres. Les
feuilles de ces derniers contiennent de moindres quantités de tanins, bien que leur
concentration augmente avec le temps.
Du point de vue plan biologique, Les tanins sont des molécules douées d’activites
pharmacologiques remarquables avec des effets signifiants sur la santé humaine. Grace a leurs
capacites anti-oxydantes, ils ont la particularit¢ d’inhiber la peroxydation des lipides, en
agissant comme donneurs de protons et accepteurs de radicaux libres, stoppant ainsi le
mécanisme d’autres oxydations.
Les tanins ont de grandes capacités anti-oxydantes dues a leurs noyaux phénol. Du fait que
I’efficacité anti-oxydative des polyphénols dépend de leur structure chimique : les tanins
hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples. Ainsi le
comportement alimentaire a travers la consommation de plantes a tanins peut influencer le
parasitisme intestinal (action antiparasitaire). De nombreuses études ont montré 1’effet
antimicrobien des tanins sur différents bactéries, virus et champignons (Peronny, 2005).
Les tanins condensés ont la propriété de coaguler les protéines du derme, d’ou leur utilisation

dans le tannage des peaux.




IV-Activité antioxydante

1-Le stress oxydant
L’oxygéne est indispensable a la vie des organismes aérobies ou les mitochondries, de la
cellule, qui en utilisent la majeure partie comme substrat de la chaine respiratoire pour la
production de I'énergie sous forme d’ATP. Ce métabolisme induit la production d’espéces
réactives dérivées de 1’oxygéne (ERO) et de 1’azote (ERA) en équilibre avec les systéemes
antioxydants (Roede et Jones, 2010).
Le stress oxydant est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la production de
composés pro-oxydants et leur élimination. C’est un déséquilibre de la balance
oxydants/antioxydants en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires (Atamer
et al., 2008).

2-Notion de radicaux libres et d’antioxydants
Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. Dans les phénomenes de stress oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont
une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron célibataire sur un atome

d’oxygene. Ceci leur confére la dénomination d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO ou

ROS) ou de I’azote (ERA ou RNS) (Serteyn 2002).

Tableau I11: Les principales espéces ERO et ERA générées dans les systemes
biologiques (Bartosz, 2003)

Nom Symbole
Anion superoxyde 02+
Radical hydroxyle OH-
Monoxyde d’azote NO-
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygéne singulet 102
Peroxynitrite ONOO
Radical alcoxy RO
Radical peroxy ROO

L'excés de production de ces radicaux libres entraine des consequences cytotoxiques et des
Iésions tissulaires par dégradation des protéines, altération de I'ADN, des glucides et surtout

des lipides constitutifs des membranes (Cadet et al., 2002).




L'organisme humain pour se défendre possede des agents neutralisant les radicaux libres qui
sont les enzymes et les vitamines "anti-oxydantes"” (C, E, A) (Bruneton, 1999).
Des substances végetales bio-synthétisées comme les pigments végétaux et les huiles
essentielles ont, également un effet protecteur neutralisant les radicaux libres.
Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber 1’oxydation
des substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les
rendent ainsi inoffensifs (Vansant, 2004).

3-Définition de I'activité antioxydante
L’activité antioxydante consiste en 1’inhibition de réactions en chaine de production de
radicaux libres et limitant ainsi leur action. Ceci a travers le piégeage direct des especes
réactives de ’oxygene (ERO), La suppression de la formation des ERO par I’inhibition de
quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur production.

Cette propriété se retrouve souvent dans les familles polyphénoliques.

V-Activité hémagglutinante des lectines des plantes

1-Plantes et effets immunostimulants

Les immunostimulants tendent a renforcer les défenses immunitaires naturelles lorsqu’elles
sont insuffisantes ou déprimées, en I’occurrence dans la lutte contre le SIDA, la réponse aux
vaccins, la résistance aux infections et dans certaines formes de cancers. Ces molécules
agissent sur différents types de cellules impliquées dans le systeme immunitaire a savoir les
macrophages, les lymphocytes B et T et sur les cellules NK.

Plusieurs plants, dans les travaux de recherche, ont manifesté un effet immunostimulant
remarquable. A ce propos on peut signaler I’extrait de racines de la plante Eleutherococcus
senticosus de la famille des Araliacées qui a montré un effet immunomodulateur marqué chez
des personnes ayant pris un extrait d’éleuthérocoque (Bohn et al., 1997). D’autre part les
chercheurs pensent que quelques préparations de la pharmacopée chinoise a partir de la racine
de I’astragale (Astragalus membranaceus) de la famille des Fabacées, peut permettre au corps
de fabriquer de Dl’interféron, ce qui permettrait d’accroitre les taux d’anticorps dans les
secrétions nasales (Upton et al., 1999). Il semble aussi que cette plante ait le pouvoir de
rétablir ’activité des lymphocytes T chez les cancéreux, chez qui cette fonction immunitaire
est supprimée (Sun, 1983).

D’autres substances chez les plantes possédent également des propriétés immunostimulantes
en particulier, les lectines qui sont des protéines aux effets mitogenes sur les cellules du

systéeme immunitaire.




2-Les lectines
2.1-Définition
Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capables de reconnaitre des glucides
complexes de maniére spécifique et réversible. Ces protéines ne montrent aucune activité
enzymatique vis-a- vis de leur ligand (Lis and Sharon, 1998).
Les lectines initialement connues sous le nom d’hémagglutinines, sont des protéines qui
possedent la propriété d’agglutiner les globules rouges du sang, cette faculté s’explique par
leur capacité d’établir des liaisons croisées avec les résidus glucidiques de plusieurs globules
rouges. Cette caractéristique trés importante des lectines est due au fait que ces protéines sont
généralement multivalentes, car elles possédent au moins deux sites de reconnaissances par
molécule, ce qui permet d'expliquer pourquoi elles vont précipiter des polysaccharides, des
glycoprotéines ou des glycolipides et induire I'agglutination de cellules diverses (Liener et al.,
1986).
Les lectines sont relativement petites, leurs masses moléculaires étant comprises entre 50 et
120 KD, Ubiquitaires qui se trouvent chez toutes les classes d’organismes vivants (animaux,
vegétaux, bactéries et champignons).
Chez les plantes on peut les extraire de différentes parties, surtout les graines et les racines ou
elles sont trés répandues.
2.2-Classes des lectines

En 1980, les études de biochimie structurale ont mis en évidence 1’oligomérisation des
lectines. Certaines sous-unités sont responsables de la reconnaissance glycanique et d’autres
ont une activité catalytique cytotoxique. Ces avancées scientifiques ont permis de commencer
a classer les lectines selon leur structure quaternaire (Van Damme et al., 1998) :

++ Les mérolectines (monovalentes et donc non agglutinantes).

+ Les hololectines (di ou multivalentes, concernent la plupart des lectines végétales).

¢ Les chimérolectines (protéine de fusion ayant une activité de reconnaissance glycanique

et une activité cytotoxique).

+ Les superlectines (oligomeres polyspécifiques constitués de plus de quatre monomeéres).
La banque de lectines comprend ainsi 48 familles structurales différentes dont 6 d’origine
végetale, 10 d’origine bactérienne, 18 d’origine animale, 5 d’origine virale, 8 d’origine

fongique et 1 de la famille d’algues (Tableau 1V) (Aragédo, 2008).




Tableau 1V: Récapitulatif des structures tridimensionnelles des lectines.

Origine Exemple de lectines | Native | Complexé | total
Plantes Concanavaline A 106 201 307
Ricine
Bacteries PA-IL de 37 79 116
pseudomonas toxine
de cholera
Animaux E-selectin 80 152 232
Helix pomatia
agglutinin
Virus Hemagglutinin de 43 25 68
virus
Champignons | Lectine de mousseron 17 23 40
Algues Griffithsin 2 7 9
Total 285 487 772

2.3-Role et intérét pour ’'homme
Les lectines jouent des rbles clé dans une multitude de processus de reconnaissance
moléculaire et de signalisation cellulaire :

» Chez les animaux les lectines semblent impliquées dans plusieurs processus a savoir
I’adhésion des lymphocytes sur la paroi interne des vaisseaux sanguins, la reconnaissance
entre la spermadhesine du spermatozoide et un glycoconjugué des ovocytes...

» Les lectines bactériennes peuvent contribuer a la virulence de la bactérie elle-méme et
contribuent & son adhésion sur les cellules hotes.

» Le role des lectines des plantes est probablement la défense contre les phytopathogéenes
(Aragéo, 2008).

Les lectines peuvent interagir avec des systemes biologiques et développer une diversité
d’événements et fonctions dans ses organismes vivants. Ces interactions ont une grande
importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi que dans
des processus pathologiques (Lis and Sharon, 1998). Aujourd’hui les lectines sont largement
utilisées comme outils dans la recherche et dans le secteur biomédical :

- De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent étre utilisées pour
I’identification, la purification de glycoconjugués aussi bien que pour leur caractérisation.
- Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigénes des groupes sanguins

humains et sont utilisées pour leur identification dans des banques de sang.

)




- Certaines lectines purifiées a partir des graines de légumineuses tropicales présentent
des propriétés anti-inflammatoires.

- Certaines lectines purifiées a partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histo-chimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées a

une modification des glycannes présents sur les cellules (Aragéo, 2008).
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MATERIEL ET METHODES

I-Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est originaire des alentours de la ville de Fés
(Maroc), il est représenté par : les sommités fleuries séchées de Lavandula dentata, et les
graines de Linum usitatissimum, qui sont achetés aupres d’un herboriste de la ville de Fes. Les
parties choisies de chaque plante sont les plus utilisées en médecine traditionnelle dans la

région ce qui explique notre choix.
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Figure 12: Boutons floraux Lavandula dentata Figure 13: Graines Linum usitatissimum
Une partie de chaque drogue végétale est broyée a I’aide d’un broyeur électrique afin d’étre
utilisée par la suite. Ensuit la poudre obtenue ainsi que la drogue végeétale ont été conservées

dans des flacons a I’abri de la lumiére jusqu’a leurs utilisation.
II-Méthodes expérimentales

1-Pureté de la drogue végétale
La pureté de la drogue végétale consiste a rechercher les éléments étrangers et les parties
étrangeres par rapport a la drogue étudiée.
Donc pour évaluer le pourcentage des éléments étrangers, une prise d’essai de 5g de chacune
des deux drogues étudiées est débarrassée de tout élément étranger, ces derniers sont ensuite
pesés pour déterminer leur pourcentage par la formule suivante :

% des éléments étrangers = (m/M) x 100

m : masse (en g) des éléments étrangers.
M : masse (en g) de la prise d’essai au départ de la drogue végétale.

2-Teneur en eau et perte a la dessiccation
Afin de determiner les taux de pertes pour avoir une idée sur le séchage et la possibilite de
conservation, une prise d’essai de 1g exactement pesée de chaque drogue végétale est sechee

dans une étuve réglée a une température de 100-105°C, pendant 2 heures.




La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante :

H(%) = [(mz1-m2)/m1] x 100
H(%) : teneur en eau (humidité).
M1 : masse (en g) de la prise d’essai avant séchage.
m> : masse (en g) de la prise d’essai aprés séchage.

3-Extraction des mucilages
L’extraction est faite selon le protocole décrit par (Ameena et al., 2010). 5g de graines de
Linum usitatissimum et des sommités fleuries de Lavandula dentata est mise a macération
dans 50ml d’eau distillée pendant 6h. Le mélange est porté par la suite a ébullition pendant
30min et mis a repos pendant une heure pour la libération complete de mucilages. Il est par la
suite filtré sur un tissu en mousseline.
L’acétone (3 fois le volume du filtrat) est ajoutée au filtrat pour précipiter les mucilages.
Aprés centrifugation, les mucilages séparés du surnageant sont passés au four pour étre séchés
a une température de 45°C. Recueillis en poudre par la suite et pesés pour calculer le
rendement, avant d’étre stockés au réfrigérateur.
Le rendement des mucilages est calculé par la formule suivante :
Rendement (%) = (mm/My) x 100

Mnm : masse (en g) des mucilages obtenus.
My : masse (en g) de la matiére végétale de départ.

4-Extraction et dosage des sucres totaux

4.1-Extraction
L’extraction ainsi que le dosage des sucres sont effectués selon le protocole adapté de
(Oomah et al., 1995).
1g de poudre végétale est mise a macération dans 50ml d’eau distillée a 85°C pendant 2h. Le
mélange est ensuite centrifugé a 4000 rpm pendant 10min. enfin on récupére le surnageant qui
contient le mélange des sucres totaux a doser.

4.2-Dosage
Le dosage est réalisé a partir de 0.5ml de surnageant récupéré auquel est ajouté 0.5ml de
solution aqueuse de phénol a 5% et 2ml d’acide sulfurique concentré a 98%. Apres
homogénéisation au vortex, les tubes sont placés au bain-marie a 90°C pendant 5min. Les
tubes sont ensuite conservés a 1’obscurité 30 min pour refroidir le mélange avant lecture de
I’absorbance de la solution au spectrophotomeétre a 492nm. Le blanc est constitué de 0.5ml

d’eau distillée auquel tous les réactifs du dosage ont été ajoutés.

<



La quantification des sucres totaux est réalisée par une gamme d’étalonnage externe

préparée a partir d’une solution meére de glucose et qui s’étend de Spg/ml a 100 pg/ml.
5-Extraction des huiles fixes

20g de chacune des deux poudres étudiées est mise a macérer dans 100ml de chloroforme
sous agitation pendant une heure a température ambiante. Le mélange est ensuite filtré, et le
filtrat est évaporé a 60°C dans 1’étuve pour récupérer les huiles fixes.

R% (mI1/100g) = [(V/ms) x 100]
R% (mI1/100g) : rendement en huiles fixes exprimé en ml/100g
ms : masse (en g) de la plante a I’état sec

V : volume récupéré de I’huile (en ml)
6-Extraction des huiles essentielles

Le principe de cette méthode consiste a exploiter la volatilit¢ des constituants de 1’huile
essentielle (HE).
L’extraction des huiles essentielles a partir du matériel végétal choisi est réalisée par
hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger durant 3 heures a raison de 150 g du
matériel végétal (Lavandula dentata et Linum usitatissimum) pour 500 ml d’eau distillée.
Les huiles essentielles récupérées sont stockées a une température de 4°C a I’abri de la
lumiére. Le rendement est calculé selon la formule suivante :
R% (ml/100g) = [(V/ms) x 100]
R% (mI/100g) : rendement en huiles essentielles exprimé en ml/100g
ms : masse (en g) de la plante a 1’état sec
V : volume récupéré de I’huile essentielle (en ml)
7-Dosage des polyphénols et tanins
7.1-Extraction
La qualité alimentaire ou thérapeutique d’un extrait naturel est lice a 1’efficacité et a la
sélectivité du procédé d’extraction utilisé. D’aprés plusieurs travaux effectués 1’éthanol est
parmi les solvants les plus employés pour extraire les polyphénols.
1g de chacune des deux poudres végétales est mise a macérer dans 10ml d’éthanol 50 %
(solution hydro alcoolique). Le mélange est maintenu sous agitation pendant une nuit.
L’extrait est par la suite centrifugé a 5000 rpm pendant 5min. Deux phases ont été séparées. A
I’aide d’une micropipette on aspire le surnagent qui contient les composes phénoliques.

Les extraits obtenus seront utilisés pour le dosage des polyphénols et des tanins.




7.2-Dosage des polyphénols
Le principe du dosage repose sur la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, ce réactif
de couleur jaune au départ est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PM012040). L’oxydation des phénols réduit
ce réactif en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité¢ de la
couleur est proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés dans 1’extrait végétal
(Ghazi et Sahraoui, 2005).
Le protocole utilisé est celui de (Marigo, 1973) : Aprés avoir effectué des dilutions de 1/10
pour Linum usitatissimum et 1/50 pour Lavandula dentata, 0,5ml de chacun des deux extraits
dilués est ajouté a 3ml d’eau distillée et 0,5ml de NapCOz 20%. L’ensemble est mélangé au
vortex et 0,5ml de réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté aprés 3min. Les tubes sont placés dans
une étuve a 40°C pendant 30min. L’absorbance est lue par la suite a 760nm.
La teneur en composés phénoliques, est déterminée grace a une gamme étalon d’acide
gallique effectuée dans les mémes conditions. Cette gamme est effectuée a partir d’une
solution d’acide gallique de 1g/1, a partir duquel on prépare les dilutions suivantes 100mg/I,
50mg/l , 25mg/1, 12,5mg/1 et 6,25mg/1.
Les résultats obtenus représentent une moyenne de 9 valeurs correspondant a 3 extractions et
3 dosages.

7.3-Dosage des tanins condensés
Il est basé sur la propriété que les tanins se transforment en anthocyanes par chauffage en
milieu acide (Ribereau et Stronestreet, 1975).
Sur deux séries de tubes, on met 3 ml de I’extrait éthanolique auquel on rajoute 3 ml de HCI
concentré. Pour la série 1, les tubes sont placés dans le bain marie a 100°C pendant 30
minutes, suivis d’un refroidissement rapide sous un jet d’eau ; et pour la série 2, les tubes sont
maintenus a température ambiante. Sur les deux séries, on rajoute 0.5ml d’éthanol concentrg,
la lecture est réalisée au spectrophotometre a 550 nm. Les calculs sont rapportés a la relation
suivante:

Teneur en tanins condensés (g/l) = (DO1 - DO2) x 19.33
DO1 : densité optique des tubes de la série 1.
DO2 : densité optique des tubes de la série 2.
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8-Dosage des flavonoides
8.1-Extraction

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules polyphénoliques (flavonoides)
contenues dans les parties aériennes de la plante en utilisant des solvants organiques qui
accélérent et augmentent le rendement d’extraction. Pour une plus haute récupeération de
flavonoides (polyphénols), le méthanol est le solvant approprié (Falleh et al., 2008).

Les extraits méthanoliques des deux plantes étudiées (Lavandula dentata et Linum
usitatissimum) ont été préparés a partir de 1g de poudre végétale qui est mélangée avec 90ml
de méthanol. Apres agitation pendant 10 min le mélange est chauffé a reflux pendant 50 min.
Ensuite la solution est filtrée sur papier filtre sous vide. Le filtrat est complété jusqu'a 100ml
avec du méthanol pour constituer finalement 1’extrait méthanolique.

De cet extrait méthanolique, on a prélevé 1ml et on a complété jusqu'a 10ml avec de I’cau
distillée pour avoir la solution mére qui sera utilisée pour le dosage des flavonoides.

Le reste de notre extrait méthanolique est concentré sous vide a 1’aide d’un évaporateur
rotatif, & une température de 40°C. Le résidu obtenu est récupéré avec 10ml de méthanol et

conservé au congeélateur jusqu'a son utilisation pour I’activité antioxydante (Figure 14).

ﬁ g de poudre végétale + 90ml de méthanol

Agitation pendant 10min

Chauffage a ieﬂux pendant 50 min
Filtration

Compléter a 100ml avec du méthanol

Evaporation au évaporateur rotatif (40°C)

Résidu + lOrlll de méthanol

\ Extrait méthanolique brut J

Figure 14: protocole de préparation de I’extrait méthanolique

8.2-Dosage
Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de trichlorure daluminium (AIClz)
(Bahorum, 1996). A 2ml de la solution mere préparée a partir de chaque extrait des deux

plantes étudiées on ajoute 2ml de la solution d'AlICIz & 20g/L (préparée dans le méthanol).

=



Aprés 15 minutes d'incubation, lI'absorbance est effectuée a 425nm contre un blanc (solution
de compensation) qui ne contient que 2ml de la solution mére + 2ml de méthanol.
Le calcul de la teneur en flavonoides totaux exprimés en rutoside et en quercitine se
fait a l'aide de deux gammes étalon :
» Une gamme d'étalonnage déja établie avec le rutoside, dont I’absorbance spécifique (a
1% 1cm) de ce dernier a 425nm est égale a 370 :
Concentration (mg/g de matiére séche) = (DO/370) x10000
» Une deuxieme gamme établie avec différentes concentration de la quércitine.
- Tous les dosages sont réalisés en 3 essais.
9-Extraction liquide-liquide des flavonoides
Cette technique permet de fractionner les flavonoides en affrontant 1’extrait végétal avec des
solvants a polarité différente dont chacun va extraire un type donné de flavonoides. Les
fractions obtenues vont subir un test d’activité antioxydante aprés avoir déterminé leur
rendement.
9.1-Préparation de I'extrait brut :
Suivant le protocole d’extraction adapté décrit par (Merghem et al., 1995), le matériel végétal
sec broyeé (5g) est soumis a une extraction dans le mélange méthanol/eau (85/15 : v/v) pendant
48 heures sous agitation avec renouvellement de solvant au bout de 24 heures.
Les macérats sont réunis puis filtrés sur un papier filtre. Le filtrat est évaporé a sec au moyen
d’un évaporateur rotatif dans le but d’éliminer le solvant.
9.2-Fractionnement de I'extrait brut :
L’extrait brut est repris dans 50 ml d’eau distillée. Aprés une décantation de toute une nuit on
récupére la phase limpide qui va étre lavée trois fois par I’hexane (délipidation des extraits et
élimination des impuretés) puis épuisée (v/v) successivement par 3 solvants: le chloroforme,
I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Pour chaque solvant utilisé un contact de 30 min est
respecte.
Les phases organiques chargées de molécules spécifiques sont évaporées dans un évaporateur
rotatif et sont reprises dans 10ml d’eau distillée.
La série d’extraction permet d’obtenir cing fractions :
» D’extrait brut hydro-méthanolique (EBr) ;
» la fraction d’hexane (EHex) ;
» lafraction du chloroforme (ECh) ;
» la fraction d’acétate d’éthyle (EAcOEY) ;




» lafraction du n-butanol (En-BuOH).
La Figure 15, résume les étapes de fractionnement de 1’extrait brut. Les extraits sont
conservés a température de 4°C.
Le rendement de chaque fraction est calculé par la formule suivante :

Rendement (%) = (m/M,) x 100

my : masse (en g) du résidu apres évaporation du solvant.

My : masse (en g) de la matiére végétale de départ.

.



| Affrontement
| par le chloroforme (x3)

: Affrontement
: par I’acétate d’éthyle (x3)

| Affrontement
| par le n-butanol (x3)

Matiére seche
broyée (59)

-

- Extraction (méthanol 85%0)

- Filtration (mousseline)

- deux extraction successives
avec renouvellement du solvant
au bout de 24h.

\4

Macérats réunis

- Evaporation a sec

- Reprise dans 50ml d’eau
distillée

- Décantation pendant une nuit

\ %4
Extrait brut

= :> Extrait brut
Phase limpide hydro-methanolique (EBr)

:

Fraction hexane
~ (EHex)

Fraction chloroforme

—~ (ECh)

Fraction acétate d’éthyle

~ (EACOEL)

Fraction n-butanol
~ (En-BuOH)

Phase eau résiduelle

Figure 15: protocole d’extraction et de fractionnement des flavonoides (Merghem et al., 1995)




10- Test de I'activité anti oxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer 1’activité antioxydante des extraits volatils des
plantes aromatiques. Dans notre cas [I’activité antiradicalaire des extraits de Linum
usitatissimum et Lavandula dentata a été évaluée par la capacité de balayage du radical libre
DPPH.

Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule
antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son
absorbance caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante et en
milieu méthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce

test est trés utilisé, car il est rapide, facile et non couteux (Hadbaoui, 2012). (Figure 16).

Q ; + Free radical (R-OH) 2 4@7

DPPH: 2, 2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) R=-0H or -NO2

1{4-Hydroxyphenyl)- 1 -phenyl-2-picryl hydrazing
1{4-Nitrophenyl)- 1-phenyl-2-picryl hydrazine
fm 517 nm

Figure 16: Réduction du radical DPPH

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie
UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm provoquée par la présence
des extraits. Le DPPH est initialement de couleur violette, se décolore lorsque 1’électron
célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger
ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques (Hadbaoui, 2012).

Le protocole utilisé est celui décrit par (Chen et al., 2004). 2.5 ml de différentes
concentrations des extraits (gamme de concentration de 0-400 pg/ml) des deux plantes
étudiées sont additionnés a 2.5ml d’une solution de DPPH (100.M) préparé dans le méthanol.
Le mélange reactionnel a été agité immédiatement, puis maintenu a 1’obscurité pendant 30min
a température ambiante (25°C). L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 517 nm
contre un blanc qui ne contient que du méthanol. Le controle est constitué d’un mélange
réactionnel contenant 2.5ml de DPPH et 2.5ml de méthanol.

Le méme test a été réalisé avec un anti-oxydant de référence qui est I’acide ascorbique.




Les mesures de I’absorbance du DPPH des différentes substances antioxydantes (les extraits
et I’acide ascorbique) permettent de déterminer le pourcentage d’inhibition Pl en appliquant
la formule suivante :
Pl (%) = (1- (Abs test/ Abs controt)) x 100
Ou:
ADs control : Absorbance du contréle a la longueur d'onde 517nm.
ADs test : Absorbance du radical aprés 30 minutes de contact a 1’obscurité avec 1’antioxydant a
la longueur d'onde 517nm.
Les pourcentages d’inhibition ainsi déterminés, nous permettent de calculer la
valeur du parameétre Clso (concentration inhibitrice) qui représente la concentration
de la substance (extrait ou acide ascorbique) nécessaire pour diminuer de 50% les
radicaux libres dans le milieu réactionnel. Les valeurs Clso ont été calculées par la
régression linéaire ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés
testes et I'ordonnée par le pourcentage d'inhibition (P1%).
11- Test d’hémagglutination
Ce test a porté sur les hématies du rat. Il se base sur ’observation de 1’agglutination ou la
précipitation des érythrocytes en présence de lectines afin d’affirmer leur présence. Dans ce
cas on confirme que 1’extrait analysé possede une activité hémagglutinante.
11.1-Préparation de I'’extrait total
20g de chacune des deux poudres végeétales est mise en suspension dans le milieu PBS (Figure
17) a raison de 10% pour Linum usitatissimum et 4% pour Lavandula dentata. Le mélange est
agité pendant 2h, puis centrifugé a 3000 rpm pendant 15min. le surnageant obtenu est ensuite
filtré, pour récupérer le filtrat qui représente I’extrait total de la plante, qui sera conservé

finalement a 4°C jusqu’a son utilisation.

PBS
(Phosphate Buffered Saline)
NaCl 8g/l
kCl 0.2g/1
NazHPO: 1.44g/l
KH2PO4 0.249/1
H20 1L

Le pH est fixée a 7,4.

Figure 17: Composition du milieu PBS.
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11.2-Préparation des hématies
Le sang est récupéré dans un tube a essai hépariné pour éviter sa coagulation. Trois lavages
des hématies par centrifugations successives (15min a 3000rpm) sont effectués en utilisant de
I’eau physiologique (NaCl 0.9%), le surnageant est jeté, le culot restant représente les
hématies. Ces derniéres sont ensuite diluées a raison de 3% avec NaCl 0.9%.
11.3-Technique de ’hémagglutination
Le test de phytohémagglutination est réalisé sur des plaques de 96 puits a fond rond.
> Pour I’échantillon de la plante : 25ul de chacun des deux extraits totaux de Linum
usitatissimum et Lavandula dentata ou du témoin positif sont déposés dans chaque
puit, avec 50ul de NaCl 0.9% et 25l de la suspension érythrocytaire a 3%.
» La concanavaline : est une lectine de 1’haricot rouge connue par son effet agglutinant,
utilisée comme témoin positif dans ce test.
» Le blanc (témoin négatif) : 75ul de NaCl 0.9% + 25pl de la suspension
érythrocytaire a 3%.
La plaque est ensuite couverte puis incubée a I’étuve a 37°C pendant 30min, avant la lecture
des résultats.
Un test de limite d’hémagglutination est réalisé afin de déterminer la concentration minimale
de I’extrait qui provoque 1’agglutination des érythrocytes. Le méme Protocole cité au-dessus
est utilisé mais avec cette fois-ci une gamme de dilutions pour chaque extrait qui s’étend de
1/5 jusqu’a 1/2000 fois.
12- Analyse statistique
Les dosages des sucres, des polyphénols, des flavonoides et des tanins ont fait I’objet d’une
analyse statistique (calcul des moyennes, analyses de la variance ANOVA, écart type) pour
rechercher la variabilité existant entre les différentes extraits et dosages. Les données ont été
traitées a 1’aide du logiciel « SYSTAT 12». Un test de comparaison des moyennes a été fait
chaque fois qu’il y avait un effet significatif de facteur étudi¢ par ’ANOVA.

Les résultats des analyses obtenues sont représentés dans les annexes 6,7,8 et 9.




RESULTATS ET DISCUSSION

I-Pureté et perte a la dessiccation de la drogue végétale

D’aprés les résultats obtenus (Tableau V), les deux drogues étudiées contiennent une trés
petite quantité d’éléments étrangers, montrant ainsi une pureté de 1’ordre de 99.56% et de
99.44% respectivement pour Linum usitatissimum et Lavandula dentata. Ceci laisse a dire que
les deux drogues étudiées sont de bonne qualité.

De méme pour la teneur en eau (taux d’humidité), les deux drogues ont enregistré une perte a
la dessiccation inférieure a 15%, d’ou la conclusion que les drogues de Linum usitatissimum
et Lavandula dentata ont été bien séchées, et peuvent étre conservées sans crainte de risque de
contamination par les microorganismes. Notant ici que plusieurs facteurs pourraient
influencer la teneur en eau et en matiére seche des plantes comme la nature des fibres, 1’age
des plantes, 1’état du sol et la durée de conservation du végétal apres récolte (Bachiri et al.,
2016).

Tableau V: Teneur en eau et en éléments étrangers chez L. dentata et L. usitatissimum.

% des éléments étrangers | Teneur en eau (%H)
Linum usitatissimum 0,44% £ 0,013 6,30% + 0,60
Lavandula dentata 0,56% + 0,016 10,85% = 0,65

II-Teneur en mucilages

En termes de mucilages, Linum usitatissimum est riche en ce type de polysaccharides avec un
rendement de 4.46 %, et dont la teneur est de 1’ordre de 44.6 mg/g de maticére végétale.
Résultat proche de celui trouvé par Fedeniuk et Biliaderis, (1994) ou le rendement était de
I’ordre de 3.6%, bien que ce dernier augmente considérablement lorsque la température et le
temps d’extraction augmentent, et il peut arriver jusqu’au 9.4%. Ceci est confirmé par les
travaux de Mazza and Biliaderis, (1989).

Lavandula dentata ne contient que 25.60mg/g de mucilage, dont le rendement de 1’extraction
est de 2.56 %. Aucun travail de recherche auparavant n’a porté sur I’extraction des mucilages
de cette plante, bien que celui de Lavandula stoechas était effectué en 2015 par Yassine et ses
collaborateurs, qui ont trouvé un rendement en mucilages de 1.5%, et donc inférieur a celui
que nous avons trouvé. Il faut noter ici que la teneur en mucilages varie en fonction de

I’organe concerné par 1’extraction chez la plante, ainsi que 1I’environnement de chaque région.

*



Les résultats obtenus n’ont qu’a renforcer 1’idée d’utilisation de ces deux plantes en médecine
traditionnelle, puisque I’analyse de la littérature met en lumiere des polysaccharides
hydrosolubles (mucilages) extraits de plantes médicinales comme des composes
multifonctionnels, avec plusieurs activités pharmacologiques; antitumorales, antioxydantes,
anti-virales, anticoagulantes, anti-compléments, anti- inflammatoires, anti-ulcéreuses,

hypoglycémiantes, etc. (Boual, 2014).
Tableau VI: Teneur en mucilage chez L. dentata et L. usitatissimum.

Teneur en mucilage Rendement (%)
(mg/g de matiére séche)

Linum usitatissimum 446 + 1,43 4,46 %
Lavandula dentata 25,60+ 1.01 2,56 %

III-Teneur en sucres totaux

Puisque les résultats du dosage des mucilages ont montré des teneurs importants de ce type de
polysaccharides, nous avons pensé a quantifier les sucres totaux présents chez Lavandula
dentata et Linum usitatissimum.

Le dosage est effectué selon le protocole adapté de (Oomah et al., 1995), en utilisant comme
standard le glucose (annexe 3). Les teneurs en sucres sont exprimees en mg EG/g de matiére

seche.
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Figure 18: Teneur en sucres totaux chez L. dentata et L. usitatissimum.

Au vu des résultats, les sucres totaux représentent une teneur importante de 1’ordre de 133,46
mg EG/g de matiére végétale chez Lavandula dentata. Ceci peut expliquer pourquoi les
abeilles sont beaucoup attirées par cette plante aromatique, dont les recherches de Bogdanov

et al, (1999), ont montré une teneur allant jusqu’a 15% dans le miel monofloral de Lavandula.
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Pour Linum usitatissimum la quantité des sucres totaux est inférieure par rapport a Lavandula
dentata. Elle est de I’ordre de 73.48 mg EG/g. Wanasundara, (1992) a trouvé chez le lin une
teneur en sucres plus importante de ’ordre de 7.69%. La plupart des sucres de cette plante
constituent des fibres alimentaires dont la teneur varie entre 20 et 25% (Rubilar et al., 2010).

En comparaison avec les mucilages trouvés chez Lavandula dentata et Linum usitatissimum,
ce résultat des sucres totaux représente 1’inverse entre les deux plantes. Cela trouve son
explication dans la différence structurale des sucres, puisque les mucilages sont des
polysaccharides, alors que les sucres renferment d’autres classes autres que les
polysaccharides, a savoir les monosaccharides, les héterosides, Les glucosinolates (Leme,
2013). Donc la richesse en sucres totaux ne reflete pas obligatoirement une richesse en

mucilages et vis versa.
IV-Rendement en huiles essentielles

L’évaluation quantitative de la teneur en huiles essenticlles des sommités fleuries de
Lavandula dentata nous a permis d’obtenir une huile, dont le rendement est de 1%, avec une
densité relative de I’ordre de 0.624g/ml, une couleur jaune vert pale et odeur fraiche
caractéristique. Ce résultat est Iégerment supérieur a celui de Gamez et al., (1990) qui a trouvé
un rendement de 0.8%. D’autres chercheurs ont travaillé sur d’autres organes que les
sommités fleuries, ainsi ils ont trouvé que les feuilles de Lavandula dentata fournissent un
rendement en huile essentielle estime a 0.89 %, et 0.68 % pour les tiges. Enfin, la racine qui
renferme 0.22% (Bettaiebet al., 2017). Les différences des rendements en huiles essentielles
entre les espéces, peuvent étre dues a diverses conditions, notamment, I’environnement, le
génotype et I’origine géographique de la plante (Smallfield, 2001).

Pour Linum usitatissimum I’hydrodistillation qui a duré 3h n’a pas donné d’huiles essentielles.
Il semble que les graines de cette plante ne contiennent pas assez de composés volatils pour

engendrer une quantité remarquable d’huile essentielle dans nos conditions experimentales.

V-Teneur en polyphénols et tanins

1-Teneur en polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spéctrophotométrique de
Folin-Ciocalteu, en utilisant comme standard I’acide gallique (annexe 4). Les teneurs en

polyphénols totaux sont exprimées en mg EAG/g de matiére séche.
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Figure 19: Teneur en polyphénols totaux chez L. dentata et L. usitatissimum.

L’examen des résultats du dosage des polyphénols totaux dans les deux extraits de Linum
usitatissimum et Lavandula dentata divulgue une forte différence des teneurs en polyphénols
totaux entre les deux plantes.

Les résultats ainsi obtenus montrent que Lavandula dentata contient une teneur en
polyphénols allant jusqu’a 27,43 mg EAG/g de matiére séche. Bettaieb et al, (2017) a trouvé
une teneur en polyphénols totaux plus élevée (42,57 mg EAG/ g) chez la racine de Lavandula
dentata par rapport aux feuilles (39,58 mg EAG/g) et aux tiges (16,17 mg EAG/g). Par
ailleurs, une teneur plus élevée en polyphénols totaux (184,02 mg EAG/Q) est enregistrée dans
le macéré aqueux de la lavande dentée marocaine testée par (Bachiri et al., 2016).

De I’autre cOté, Linum usitatissimum contient une faible teneur en polyphénols par rapport a
la lavande, il ne dépasse pas 7,24 mg EAG/g. Ce résultat est plus élevé par rapport a celui
trouvé par 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. 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 (Kasote et al.,
2011).

Il est maintenant 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 intrinséques (génétique) et extrinséques
(origine géographique, conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte
et les conditions de stockage) (Amaral et al., 2010).




2-Teneur en tanins condensés

Les tanins condenses sont dosés selon la méthode de (Ribereau et Stronestreet, 1975). Elle est

basée sur la transformation des tanins en anthocyanes par chauffage en milieu acide.

12 -

10 -

oo
1
H

»
1

9,20

iSN
1

N
1

Teneur en tannins condensés
(mg/g de MS)

0 1,35

Lavandula dentata Linum usitatissimum

Figure 20: Teneur en tanins condensés chez L. dentata et L. usitatissimum.

A T’issu des résultats, Lavandula dentata est la plus riche en tanins par rapport au lin, avec
une teneur allant jusqu’a 9,20mg/g de maticre seéche. Ce résultat est inférieur a celui trouvé
par Bachiri et al, (2016), enregistrant ainsi une teneur en tanins condensés de 21.56mg/g dans
le macéré aqueux, et 17.53mg/g dans I’'infusé. Cette différence des résultats semble due a la
méthode d’extraction ainsi que la polarité du solvant utilisé.

Linum usitatissimum dans nos résultats comprend 1.35mg/g de tanins condensés. Ce resultat
est proche de celui trouve par Wanasundara, (1992), qui est de I’ordre de 1.36mg/g de matiére
végetale.

VI-Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits méthanoliques brutes du lin et de la lavande a été
réalisé selon la méthode utilisant 1’AlCls. Le tableau VII présente les teneurs en flavonoides
dans les extraits de chaque plante étudiée.

Les teneurs en flavonoides sont exprimées en fonction de deux standards le rutoside (mg ER/g

de matiere seche) et la quércitine (mg EQ/g de matiére seche).
Tableau VII: Teneur en mucilage chez L. dentata et L. usitatissimum.

Flavonoides

mg EQ/g de matiére seche = mg ER/g de matiere seche
Lavandula dentata 20,62 + 0,840 1,41 £ 0,057
Linum usitatissimum 60,49 £ 1,782 4,16 + 0,122




Selon ces résultats, Linum usitatissimum est plus riche en flavonoides avec une teneur de
60,49 mg EQ/g exprimeée en quércitine et 4,16 mg ER/g exprimée en rutoside. Notre résultat
est largement supérieur a celui trouvé par Oomah et al, (1996) variant de 0,302 a 0,835 mg /g.
Anwar et Przybylski, (2012) qui ont trouvé dans 1’extrait méthanolique brut du lin des teneurs
entre 1,9 et 4,8mg EC/g en utilisant la catéchine comme standard.

Concernant la teneur en flavonoides totaux de la lavande dentée, Il est bien repérable a partir
du tableau VIII que les sommités fleuris de cette plante contiennent une teneur en flavonoides
de I’ordre de 20,62 mg EQ/g exprimée en quércitine et 1,41 mg ER/g exprimée en rutoside.
Une valeur largement supérieur est trouvée dans le macéeré de Lavandula dentata testée par
Bachiri et al, (2016). Une teneur aussi plus élevée en flavonoides est enregistrée chez la
lavande dentée dans les travaux de Bettaieb et al, (2017), elle était de I’ordre de 30.06 mg
EC/g dans la racine face a 17,36 mg EC/g dans la feuille, et 10.74 mg EC/g dans la tige.

Nos résultats montrent que méme Lavandula dentata est moins riche en flavonoides par
rapport & Linum usitatissimum, pourtant elle contient la teneur la plus élevée en polyphénols
totaux dosés auparavant. D’ou la conclusion que la lavande est obligatoirement riche en

d’autres familles des composés phénoliques en particulier les tanins condensés.
VII-Activité anti oxydante

Dans ce test on a essayé d’évaluer le pouvoir anti oxydant de 1’extrait méthanolique brut, et
des différentes fractions de flavonoides préparées, ainsi que les huiles fixes. Ceci a travers la
méthode spéctrophotométrique au DPPH. Il possede une coloration violette foncée
qui va se transformer en jaune péale, ce qui diminue son absorbance a 517nm, lorsqu'il

est réduit par les composés antioxydants en lui donnant un proton ou un électron.
1-Extrait méthanolique brut

- La figure 21 représente le développement de I’inhibition du radical libre DPPH par
I’acide ascorbique et par les extraits méthanoliques de Lavandula dentata et Linum

usitatissimum.
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Figure 21: Inhibition du DPPH par I’acide ascorbique et les extraits de L. dentata et L.
usitatissimum.

Selon ces résultats illustrés par la figure 21, ’effet anti-radicalaire des différents extraits testés
diminue selon ’ordre suivant : Vitamine C utilisée comme standard > extrait de Lavandula
dentata > extrait de Linum usitatissimum.

A la concentration de 100ug/ml, par exemple, l’inhibition résultante est de 100,
23.91, et 11.74% respectivement. Cela montre que il ya une déférence importante entre les
trois extraits en terme d’inhibition des radicaux libres.

- Le tableau VIII représente les valeurs de la Clso de I’acide ascorbique et des extraits

méthanoliques de Lavandula dentata et Linum usitatissimum.

Tableau VIII: Valeur de CI50 de I’acide ascorbique et des extraits de L. dentata et L.
usitatissimum.

Rendement (%) | Valeur de Clso (ug/ml)

Acide ascorbique 3,1
Linum usitatissimum 413% + 1,17 287.4
Lavandula dentata 82.1% + 2.03 233,1

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau ci-dessus 1’acide ascorbique est un excellent
piégeur de radicaux libres (Clso=3,1pg/ml). Ainsi, les extraits de la lavande denté et du lin ont
aussi un bon effet anti-radicalaire avec des faibles valeurs de la concentration inhibitrice
(Clso) : 233,1pg/ml pour Lavandula dentata, et 287,4ug/ml pour I’extrait de Linum

usitatissimum.




Donc la lavande dentée est douée d’un pouvoir antioxydant plus important que celui du lin.
Ceci trouve son explication dans la richesse en composés piégeurs de radicaux libres, en
particulier les polyphénols qui sont largement présents chez Lavandula dentata. En général et
d’aprés la bibliographie, l'effet anti-radicalaire augmente avec l'augmentation de Ila
concentration des polyphénols dans I'extrait. Falleh et ses collaborateurs, (2008) ont montré
qu’il existe une corrélation trés significative entre la teneur en polyphénols (polyphénols
totaux, flavonoides et tanins condensés) et 1’activité anti-radicalaire contre les radicaux
DPPH, de I’extrait méthanolique de Cynara cardunculus, une plante de la famille des
Astéracées. L'effet antioxydant d'un extrait peut aussi différer selon la qualité des polyphénols
y présents tels les flavonoides qui ont montré des activités antioxydantes (Wang et Mazza,
2002).

Selon des travaux récents, I’hydrolyse de protéines alimentaires a 1’aide d’enzymes
génere certains peptides possédant des propriétés antioxydantes. Cela a notamment été
démontré sur des protéines contenues dans les oléagineux tels les graines de lin (Marambe et
al., 2008).

Les travaux similaires concernant 1’activité antioxydante ont démontré un pouvoir
antioxydant plus important chez la lavande dentée testée par Bettaieb et al, (2017) dont la Clso
ne dépassant pas 50.36 pg/ml. Quant’a Linum usitatissimum les travaux de Anwar et
Przybylski, (2012) ont montré une activité antioxydante importante de 1’extrait méthanolique
du lin allant jusqu’a 83.6% d’inhibition du DPPH.

2-Fractions de flavonoides

- Les figures 22 et 23 représentent le développement de I’inhibition du radical libre DPPH
par les différentes fractions des flavonoides de Lavandula dentata et Linum usitatissimum.
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Figure 22: Inhibition du DPPH par les différentes fractions des flavonoides de L. dentata.
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Figure 23: Inhibition du DPPH par les différentes fractions des flavonoides de L. usitatissimum.

Selon les figures ci-dessus la fraction la plus performante en termes de pouvoir antioxydant
dans le cas de Lavandula dentata est celle de 1’acétate d’éthyle, suivie par celle du n-butanol
et enfin la fraction du chloroforme.

Pour Linum usitatissimum la fraction n-butanol est la seule marquant un potentiel anti oxydant
important.

N




- Le tableau IX représente les valeurs de la Clso de différentes fractions des flavonoides de

Lavandula dentata et Linum usitatissimum.

Tableau 1X: Valeur de CI50 de différentes fractions des flavonoides de Lavandula dentata et
Linum usitatissimum.

Rendement (%) | Valeur de Clso (ug/ml)

Fraction chloroforme 3.2% 2050
Lz\é?]?:tlgla Fraction acétate d’éthyle 8% 16
Fraction n-butanol 8.2% 42
Fraction chloroforme 0.6% ---
Linum Fraction acétate d’éthyle 3.6% —
usitatissimum | Fraction n-butanol 3% 1290

Les valeurs de la Clsp viennent confirmer nos constats, la fraction de I’acétate d’éthyle pour
Lavandula dentata enregistre la valeur de Clso la plus petite (16 pg/ml). Pour Linum
usitatissimum, seule la fraction du n-butanol a marqué une Clsg élevée allant jusqu’a 1290
pg/ml.
Le chloroforme permet I’extraction d’une phase organique contenant les flavonoides
aglycones et aglycones méthoxylés. Le n-butanol est utilisé pour 1’extraction des flavonoides
di-O-glycosides et tri-glycosides et C-glycosides. Tandis que 1’acétate d’éthyle est utilisé pour
I’extraction des flavonoides aglycones ou flavonoides mono-O-glycosides et partiellement di-
O-glycosides, (Benkiki, 2006).
En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le fractionnement, on admet
que les fractions d’acétate d’éthyle et de n-butanol contenant les flavonoides mono, di, et tri-
glycosides, représentent les classes de flavonoides qui influencent et augmentent le plus le
pouvoir antioxydant chez la lavande dentée et le lin.
D’un autre c6té, la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants et les interactions
synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que 1’activité antioxydante dépend
non seulement de la concentration, mais également de la structure et la nature des
antioxydants (Falleh et al., 2008). Ce qui devrait étre pris en considération dans l'activité
biologique.

3-Huiles fixes
- Les figures 24 et 25 representent le développement de I’inhibition du radical libre DPPH

par les huiles fixes de Lavandula dentata et Linum usitatissimum.

.
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Figure 24: Inhibition du DPPH par les huiles fixes de L. dentata
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Figure 25: Inhibition du DPPH par les huiles fixes de L. usitatissimum

Selon les résultats présentés dans les figures ci-dessus, les deux huiles fixes de Lavandula
dentata et Linum usitatissimum, manifestent une activité anti-radicalaire par I'iinhibition du
DPPH, avec un avantage cette fois-ci pour I'huile de lin.

- Le tableau X représente les valeurs de la Clso des huiles fixes de Lavandula dentata et

Linum usitatissimum.

Tableau X: Valeur de CI50 des huiles fixes de L. dentata et L. usitatissimum

Densité (g/ml) Rendement (%) | Valeur de Clso (mg/ml)
Linum usitatissimum 0.798g/ml 32.5% £ 1,03 39,5
Lavandula dentata 0.744g/mi 8% £ 0.7 414




Au vu du tableau, I'huile fixe de Linum usitatissimum dont le rendement est de 32.5%
présente une activité antioxydante importante reflétée par sa Clso qui ne dépasse pas les
39,5 mg/ml, face a 414 mg/ml pour la Clso de Lavandula dentata.

Des travaux effectués sur I’huile fixe de Pistacia lentiscus ont dévoilé une activité
antioxydante proche de celle de I’huile de la lavande dentée, avec une Clsp allant jusqu’a

304,379 mg/ml (Bensaci et Hadj Mokhnache, 2015).
VIII-Activité hémagglutinante
Ce test se base sur I’observation de I’agglutination ou la précipitation des érythrocytes en
présence de lectines afin d’affirmer leur présence.
1-Test de phytohémagglutination

- Le tableau XI représente I’agglutination des hématies du rat par 1’extrait total de Lavandula

dentata et Linum usitatissimum.

Tableau XI: Agglutination des hématies du rat par I’extrait total de L. dentata et L.
usitatissimum.

Test d’agglutination

Lavandula dentata -

Linum usitatissimum ++

++ : Forte agglutination ;
- : Absence d’agglutination ;

L’extrait total de Linum usitatissimum montre une trés forte agglutination vis-a-vis des
hématies du rat. Cette agglutination a été observée a la fois a I’ceil nu et au microscope ce qui
prouve que cette plante contient des lectines. L’interaction entre les lectines et les globules
rouges, se manifeste généralement lors du dépot des lectines au niveau du puits contenant les
hématies, ces derniéres vont sédimenter au fond du puits dés leur dépét ; alors que les lectines
vont interagir avec elles, formant ainsi un amas homogéne sous forme d’une phase
gélatineuse : c’est le phénoméne d’hémagglutination (Figure 26).

Par contre I’extrait de Lavandula dentata n’a montré aucune agglutination vis-a-vis des
hématies du rat, méme lors de 1’observation au microscope ce qui prouve que cette plante ne

contient pas des lectines (Figure 27).
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Figure 26: Test d’hémagglutination des hématies du rat par I’extrait
total de L. usitatissimum (observation a I’eeil nu).

Figure 27: Test d’hémagglutination des hématies du rat par ’extrait
total de L. dentata (observation a I’eeil nu).

Figure 28: Témoin positif par la Concanavaline A (T) et négatif (T") du
test d’hémagglutination des hématies du rat (observation a I’eeil nu).

La lectine au niveau de la plante s'attache au récepteur sur la surface des hématies, et parce
gu'elle est polyvalente, il se forme un réseau de globules rouges qui se déposent en couche
fine, rosée. Ce résultat est observé au microscope: on parle d'hémagglutination positive
(Figure 29). En absence de lectines, les cellules se précipitent au fond des puits ou elles
s’accumulent en un bouton rouge dense: I'hémagglutination est dite négative dans ce cas
(Figure 30).
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Figure 29: Observation microscopique d’hémagglutination des hématies du rat par ’extrait total
de L. usitatissimum (Gx40).

Figure 30: Observation microscopique d’hémagglutination des hématies du rat par I’extrait total
de L. dentata (Gx40).

Le potentiel d’hémagglutination des lectines a été étudié en utilisant des érythrocytes natifs du
rat. Le résultat est positif pour Linum usitatissimum qui a montré une bonne hémagglutination.
Ce résultat est similaire a ceux des lectines extraites des racines des plantes comme Moringa
G et Moringa M et qui ont montré de trés fortes agglutinations lors de I'addition de la
suspension d'érythrocytes de lapin (Necib et al., 2014).
2-Limite d’hémagglutination

La limite d’hémagglutination est exprimée en fonction du rapport de dilution pour lequel on
observe une hémagglutination. Le tableau XII et la Figure 31 montrent les résultats obtenus

lors du test de la limite d’hémagglutination.

Amas de globules
rouges agglutinés




Tableau XII: Activité de la limite d’hémagglutination des extraits de L. dentata et L.
usitatissimum.

Dilutions

1/5 1/10 | 1/20 | 1/50 | 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/1000 | 1/2000

Lavandula dentata - - - - R -

Linum usitatissimum ++ ++ ++ + + -

++ : Forte agglutination ;
+ : Faible agglutination ;

- : Absence d’agglutination ;

Figure 31: Limite d’agglutination de Linum usitatissimum (observation a I’ceil nu).

L’extrait de Linum usitatissimum a montré une forte agglutination vis-a-vis des globules
rouges lors de sa dilution au niveau des 4 premiers puits, alors qu’elle diminue au niveau des
2 puits qui suivent, et disparait completement au niveau des puits restants. Dans ce cas la
limite d’agglutination est représentée par la concentration de (100 UH.mIY) qui correspond a
une concentration de 1’extrait de 1’ordre de 2mg/ml. La plante Terfezia bouderei a montré une
forte agglutination allant jusqu’a la dilution 128 UH.mlI? (Zitouni et al., 2014). Alors que
I’absence d’agglutination au niveau des autres puits est due a la dilution effectuée.

Par contre I’extrait de Lavandula dentata n’a montré aucun effet agglutinant quel que soit la
dilution effectuée. 1l semble que sommités fleuries de cette plante ne contiennent pas de
lectines. La plupart des lectines des végétaux supérieurs sont localisés dans la graine : elles se
forment au cours de la maturation et disparaissent au cours de la germination. Elles sont
surtout fréquentes chez les Fabacées (arachide, soja, lentille, canavalia, haricot etc.)(Bruneton,
1993).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans le présent travail, on s’est intéressé a la valorisation de deux plantes aromatiques et
médicinales trés utilisées en médecine traditionnelle marocaine, il s’agit de Lavandula dentata
et Linum usitatissimum. Notre travail consistait a doser les principes actifs les plus importants
chez ces plantes médicinales, a savoir la teneur en composés phénoliques, les mucilages et les
sucres totaux, le rendement en huiles essentielles et huiles fixes, ainsi que deux activités
biologiques, celle de I’activité antioxydante et 1’activité hémagglutinante des hématies.
Les résultats des dosages phytochimiques montrent que Lavandula dentata est plus riche en
tanins condenses, en polyphénols totaux et en sucres totaux. Alors que Linum usitatissimum
renferme la plus grande teneur en flavonoides et en mucilages.
Lavandula dentata élabore un rendement important en huiles essentielles, alors que la richesse
en huiles fixes est enregistrée chez Linum usitatissimum. Ces deux types d’huiles sont douées
d’activités biologiques.
Par ailleurs, les deux extraits du lin et de la lavande dentée possédent une activité
antioxydante importante in vitro. Les deux extraits montrent une inhibition importante vis-a-
vis du radical DPPH, surtout celui de Lavandula dentata. Le fractionnement des flavonoides
par des solvants a polarité croissante, a dévoilé que, la fraction de I’acétate d’éthyle
renfermant les flavonoides aglycones ou flavonoides mono-O-glycosides et partiellement di-
O-glycosides pour Lavandula dentata, et celle du n-butanol contenant les flavonoides di-O-
glycosides et tri-glycosides et C-glycosides pour Linum usitaissimum, semblent étre les plus
performantes en termes de pouvoir antioxydant.
Le test d’hémagglutination a témoigné la richesse de Linum usitatissimum en lectines, qui
attribuent a cette plante un effet immunostimulant en faveur du systeme immunitaire. Ces
lectines sont absentes dans les sommités fleuries de la lavande dentée.
Enfin, cette étude témoigne sur la richesse de ces deux plantes médicinales en principes actifs
qui leurs conféerent un potentiel antiradicalaire contre les radicaux libres, ainsi qu’une activité
immunostimulante importante. Ce qui donne une explication a leurs utilisations en médecine
traditionnelle.

En perspectives :
Linum usitatissimum et Lavandula dentata constituent une source prometteuse d’agents
antioxydants et immunostimulants, ce qui est expliqué par la nature des composés présents
dans ces plantes. D’autres études concernant 1’identification des molécules bioactives, la
confirmation de la capacité antioxydante par des tests in vivo, ainsi que 1’évaluation d’autres
activités biologiques intéressantes telle que 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles

et des extraits de ces plantes sont recommandees afin de les valoriser d’avantage.
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ANNEXES

ANNEX1 : Composition des graines de lin / Valeur nutritionnelle moyenne pour 100g.
(Source : Souci, Fachmann, Kraut : La composition des aliments. Tableaux des valeurs
nutritives, 7e édition, 2008, MedPharm Scientific Publishers / Taylor & Francis).
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ANNEXE 2 : Composition de I’huile de lin

Composé Famille d'acide gras Teneur pour 100 g
Vitamine K - -
Vitamine E - 17,5 mg
Total acides gras saturés - 944
Total acides gras poly-insaturés - 66 g
Total acides gras mono-insaturés - 20,2 ¢
Acides gras trans - 0,019¢
Acide érucastique (mono-insaturé) w-9 0,13 g
Acide stéarique (saturé) - 3,428 g
Acide pentadécanoique (saturé) - 0,014 g
Acide palmitoléique (mono-insaturé) w-7 0,046 g
Acide palmitigue (saturé) - 6,047 g
Acide oléique (mono-insaturé) w-9 18,115 ¢
Acide myristique (saturé) - 0,041 ¢
Acide linoléique (poly-insaturé) w-6 15,553 ¢
Acide lignocérique (saturé) - 0,078 g
Acide heptadécanoique (saturé) - 0,046 g
Acide cétoléigue (mono-insature) w-11 0,068 g
Acide béhénique (saturé) - 0,068 g
Acide arachidique (saturé) - 0,146 g
Aude a}lpha-lmolenlque (poly- w-3 56,018 g
insaturé)




- La composition en acides gras des triglycérides de I'huile de lin est la suivante:

YV VYV

- L'analyse nutritionnelle, pour 5ml d'une huile de lin alimentaire typique, est la suivante:

acide a-linolénique: 45 - 70 %
acide linoléique : 12 - 24 %
acide oléique: 10 - 21 %
acides gras saturés : 6 - 18 %

Energie
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0

4,7

0

Dont Acides gras:

176 KJ

saturés: 0,4 g

monoinsaturés : 0,8 g
polyinsaturés : 3,5 ¢
linoléique : 0,6 g

ANNEXE 3: Composition de I’huile essentielle des différents organes
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ANNEXE 4 : Gamme étalon de glucose

y =0,010x + 0,016
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ANNEXE 5 : Gamme étalon de I’acide gallique

0.4

y=0,003x
0,35 RZ=0,988

/Q 0,329

o =
[ Y]
w 8] w w

Absorbances

o

01 a‘i{

0,05 059
0,023
0 e} T

0 20 40 60 80 100 120

Concentration de |'acide galligue mg/l

ANNEXE 6 : Analyse de la variance relative a la teneur en sucres chez L. dantata et

L. usitatissimum.

Sou_rce_ des Somme des carrés D(_agre Qe Moyennfa des F P
variations liberté carrés
Espéces 5 395,681 1 5 395,681 3 586,740 0,000

Erreur 6,017 4 1,504




ANNEXE 7 : Analyse de la variance relative a la teneur en plyphénols chez L. dantata et

L. usitatissimum.

Sou_rce_ des Somme des carrés Degre Qe Moyenng des F P
variations liberté carrés
Espéces 1 834,968 1 1 834,968 831,973 0,000
Erreur 35,289 16 2,206

ANNEXE 8 : Analyse de la variance relative a la teneur en flavonoides chez L. dantata et

L. usitatissimum.

Source des

Degré de

Moyenne des

. Somme des carrés | . . ) F P
variations liberté carreés
Especes 4 769,502 1 4 769,502 409,09 0,000
Erreur 116,588 10 11,659

ANNEXE 9 : Analyse de la variance relative a la teneur en tanins chez L. dantata et

L. usitatissimum.

Sou_rcg des Somme des carrés D(_agre (,je Moyennfa des F P
variations liberté carreés
Espeéces 184,772 1 184,772 236,223 0,000
Erreur 7,822 10 0,782
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