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ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate the phytochemical constituents and anticoagulant,
and antibacterial activities of phenolic extracts obtained from flaxseed. The quantitative
estimation of total phenols by the colorimetric method showed that both agueous and
methanolic extracts are low in these compounds. The evaluation of the antibacterial activity of
polyphenols was carried out by the disc method by determining the minimum inhibitory
concentration (MIC). The results showed that no antibacteria activity with polyphenols was
observed; against the five bacteria tested. The anticoagulant activity of polyphenols was aso
evaluated in vitro using the cephaline-kaolin (TCK) and Quick time (TQ) tests. The
coagulation times obtained on normal plasma indicate that they have moderate activity on
both coagulation pathways.
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1. INTRODUCTION

Les plantes ont toujours constitué une source majeure pour les médicaments gréace a leur
richesse en ce qu'on appelle le métabolisme secondaire. Celui-ci produit des molécules
variées permettant aux plantes de contréler leur environnement animal et végétal [1].

Parmi les milliers de molécules produites par ce métabolisme, I'hnomme sélectionne celles qui
lui permettent de se défendre contre les agressions d'autres organismes vivants pathogenes
(champignons, bactéries, virus...) et de corriger ses troubles métaboliques, parmi ces
composés on retrouve, les coumarines, les acaloides, les lignanes, les terpénes, et les
polyphénals.

Les polyphénols présentent e groupe de métabolites secondaires le plus important a cause de
leurs structures chimiques diversifiées. Elles possédent des propriétés antioxydantes,
anticoagul antes, antimicrobiennes, hépato-protectrices, gastro-protecteur et
anticancereuses...etc [2]. Le lin est considérablement employé dans le quotidien de la santé
publigue et énormément introduit en nutrition animale. 1l n'est pas un nouvel aliment, il est un
des plus anciens et peut-étre, un des aliments originaux et précieux en raison de ses propriétés
de guérison qui ont fait de lui une plante millénaire aux vertus médicinales.Traduites par son
nom latin «Linum usitatissimunm (lin de tous les usages) [3].

L’objectif global de cette étude est de réaliser une caractérisation biochimique, ainsi que
d’évaluer in vitro I’activité antibactérienne et anticoagulante des extraits phénoliques de

Linum usitatissimum.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel vegétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude porte sur les graines de lin, Linum usitatissimum L.
qui s’appellent localement « Zaria’at el ketan », achetées d’un herboriste de Ferdjioua wilaya
de Mila

2.1.1. Préparation de matériel végétal

Les graines de Linum usitatissimum L. ont été nettoyées puis broyées en poudre a I’aide d’un
broyeur électrique. Le broya est récupéré apres tamisage et conserve dans des flacons en verre

fermés hermétiquement et stockés a I’abri de la lumiére jusqu’a utilisation.
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2.2. Screening  phytochimique

Afin de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains métabolites secondaires, un
criblage phytochimique est réalisé dans I’extrait préparé.

Les tests de I’analyse réalisés sont basés sur des réactions de précipitation ou de coloration ;
en utilisant des réactifs spécifiques a chague famille de composeés (Tableau 01). Les différents
groupes chimiques ont été caractérisés selon les méthodes décrites par Békro et al. [4], Kala
[5], Tadros[6], Oloyede [7], Koffi et al. [8], Dahou et al. [9], Trease et Evans [10], Memelink
et al. [11], Dialo[12].

Tableau 1. Tests de screening phytochimique, réactifs d’identification et indicateurs

Group chimique Reéactifs d’identification Indicateur
Polyphénols -Chlorure ferrique FeCl3 (2 ) “col oratloq bleu r10| rdre ou vert
plus ou moins fonce
. . -Apparition d’un mousse
- > .
Saponosides Indice mousse >1 cm Persistante
Flavonoides -Alcool chlorhydrique -coloration jaune claire
-H,SO4 : : .
Anthocyanes “NH.OH -Coloration bleu —violacée
Anthra—quinones  -NH,OH -Anneau rouge
: -KOH 10 f o
Coumarines "HCL 10 - Précipitation rouge brune
. - Alcool éthylique50 : A
Tanins FeCla1 Coloration verdétre
. . -Ether de pétrole - Laphase agueuse vire
Quinones libres -NaOH 10 au jaune ; rouge ou violet
Glucosides L'eau distillee -Précipité rouge brique

-Liqueur de Fehling

-Réactif de Wagner
-Acide chlorhydrique HCI (10 )

Alcaloides , . -Précipité blanc et brun
-Hydroxyde d’ammonium
-L’étherdi-éthylique; HCI (2 )
Stérols et -Anhydride acétique )
N -Chloroforme -Anneau rouge brunétre
triterpénes

-H2S0O4
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2.3. Extraction des polyphénols

2.3.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Une quantité de 10g de la poudre est macérée dans une solution de méthanol/eau (70 : 30,
V/V) sous agitation mécanique a température ambiante pendant 2 a 3 jours, apres filtration, le
filtrat obtenu est soumis ensuite a une évaporation par rotavapeur permettant ainsi d’obtenir
un extrait caractérisé par une couleur jaune claire, qui est consédéré comme étant le résidu sec,
qui est ensuite stocké dans des boites de Pétries en verre fermés hermétiquement a I’abri de la
lumiere jusqu’a utilisation.

2.3.2. Préparation del'extrait aqueux

Pour préparer un extrait agueux, une quantité de 10g de broya de L. usitatissimum est macérée
dans 100 ml d’eau distillé sous agitation mécanique pendant 24 h a une température ambiante.
La solution obtenue est filtre a I’aide d’un papier filtre. Le filtrat est ensuite évaporé a une
température de 40 °C pour éliminer I’eau. Le résidu sec obtenu est conservé dans un flacon
opaque a basse température jusqu'a leur utilisation.

2.3.3. Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de Folin-Ciocalteu)

En milieu alcalin, les polyphénols réduisent I’acide phosphomolybdique du reactif Folin
Ciocalteu, qui se traduit par I’apparition d’une coloration bleue foncée [13]. Le dosage des
polyphénols totaux a été effectué par la méthode de réactif Folin Ciocalteu décrite par Skerget
et al. [14] et Lafkaet al. [15].

Le test de dosage des polyphénols totaux permet de déterminer la concentration en se référant
a une courbe d’étalonnage réalisée a partir des concentrations connues de I’acide gallique
(mg/ml) et exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait
(mg EAG/g derésidu sec) figure 1.

Pour le dosage des polyphénols, 500 ul de  chaque extrait a différentes concentrations ont été
goutés a 2.5 ml de réactif de Folin-Ciocateu (dilué 10 fois) (1 ml de réactif de Folin
-Ciocalteu et 9 ml d’eau distillé). Les solutions ont été mélangées et incubées pendant 15
minutes.

Apres 15 min, on goute 2 ml de NaCOj3 (7,5%) puis on agite le mélange. Le mélange final
est incubé pendant 2 heures a l'obscurité et a température ambiante. L’absorbance est mesurée

ensuit a 760 nm contre un blanc (solution sans extrait gouté) [16].
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Fig.1. courbe d’étalonnage de I’acide gallique

2.4. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des grains de lin vis-a-vis des cing espéces bactériennes étudiées a
été réaisée in vitro selon la méthode de diffusion par disque d'aromatogramme décrite par
(Hayes et Markovic, 2002) (tableau 2) [17].
Les antibiotiques utilisés dans ce travail sont : laGentamicine (CNyg) et la Cotrimoxazol
(SXT2s).

Tableau 2. Listedes éspédes bactériennes étudiées

Genre et espéce Gram Famille
Sataphylococuse aureus + Saphylococcaceae
Enterococcus sp + Enterococcaceae
Klebsiella pneumoniae - Enterobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa - Pseudomonadaceae
Escherichia.coli - Enterobacteriaceae

2.4.1. Préparation de I’inoculum

Aprés I’identification des souches bactériennes dans I’appareil Vitec, chaque espéce a été
ensemencée en stries sur les milieux gélosés pour obtenir des colonies isolées. Apres
incubation de 24h a 37°C, quelques millilitres de cette culture sont gjoutés dans 5 a 10 mi
d'eau physiologique stérile, et agité au vortex pendant quel ques secondes.

L’opacité de la suspension doit étre équivalente a 0.5 Mc Ferland, pour cela la concentration

bactérienne des différentes solutions ou inoculum est évaluée par turbidité est exprimeée par la
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mesure des densités optiques de 0.08 a 0.10 a une longueur d’onde de 625 nm a I’aide d’un
appareil densitcheck. L’ inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit le milieu de culture s’il est
trop faible, ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort. 1l est a signaler d’une part,
que la suspension gjustée devra contenir 108 UFC /ml (unitsformingcolony /ml) et d’autre
part, que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre utilisé au-dela del5minutes faute de quoi la
concentration et donc I’opacité risque d’augmenter a cause de la croissance bactérienne.

2.4.2. Préparation des disques d'aromatogramme

Pour effectuer e test, des disques de 6mm de diamétre de papier Whatmann®3 sont mis  dans
un tube a essai stérile (stérilisation a 120°C pendant 15 min par autoclavage) et déposé a
I’aide d’une pince stérilisée au bec bunsen sur la gélose précédemment inoculée avec le
microorganisme choisi.

Ils sont ensuite imbibés par différentes concentrations d’extraits.Chaque disque contient 10pl
d’une seule concentration d’un seul extrait (polyphénol), d’autres disques imprégnés avec
10ul de solvant d’extraction (10pl pour chaque disque et pour chague souche bactérienne)
sont utilisés comme témoins négatifs. La gentamicine (Gnyg) €t le cotrimoxazol (sxtzs) sont
utilisées comme témoins positifs. Le test est répété trois fois et les antibiogrammes sont
effectués en paralléle avec les aromatogrammes. Finalement, les boites de Pétri sont incubées
pendant 18 a 24 heures a 37°C dans I’étuve. Le diametre d’inhibition, qui traduit I’activité
antibactérienne de polyphénol est ainsi déterminé [17,18].

2.5. Activité anticoagulante

Cette activité a éé évaluée in vitro vis-avis des deux voies de la coagulation (la voie
endogéne et la voie exogene) sur un pool des plasmas normaux déplaquettes et a I’aide des
deux tests chronométrique globaux, le test de temps de céphalin-kaolin (TCK) et le test de
temps de Quick (TQ). Le pool plasmatique déplaquetté est un mélange de plasma déplaquetté
des10 volontaires sains adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux.

Le sang de chaque volontaire est prélevé par ponction veineuse dans un tube en plastique sur
une solution anticoagulante de citrate de sodium a 3,2% et a raison de 1 volume pour 9
volumes du sang. Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm pour obtenir
un plasma pauvre en plaquettes.

Le mélange de ces plasmas (plasma standard) est conservé & basse température (-10 C)
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jusqu’a son utilisation [19].

2.5.1. Activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene

L’activité des extraits et de certains de leurs composés est établie sur 100 pl de ce plasma qui
est mélangé avec différents volumes de ces solutions (10, 20, 30 pl) préparées a une
concentration donnée. Apres 15 min. d’incubation a 37°C, 100 pl de céphaline-kaolin est
additionné au mélange qui est réincubé durant exactement 3 min sous agitation a 37°C.

Le temps de coagulation est alors déterminé a I’aide d’un coagulométre par ajout de 100 pl de
chlorure de calcium (0,025M) préchauffé [20].

2.5.2. Activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogéene (TQ)

L’effet des extraits sur la voie exogéne de la coagulation a été évalué selon le protocole décrit
par Wang et al. [20].

100 pl de plasma pauvre en plaquettes préchauffé durant 2 min a 37C° est mélangé avec
différents volumes des extraits et de certains de leurs composés (10, 20, 30 pl), préparées a
une concentration donnée. Apres 15 min. d’incubation a 37°C, 200 pl de thromboplastine
calcique (préchauffée au moins 15 minutes a 37°C) est additionné au mélange et le temps de

la coagulation est alors enregistreé a I’aide d’un coagulometre.

3. RESULTATSET DISCUSSION

3.1. Sceening phytochimique

Le Screening phytochimique qualitatif basé sur des réactions colorées ou des précipitations
par des réactifs chimiques spécifiques sur les extraits de graines de L.usitatissimum a pour but
de réevéler les différentes familles de substances existantes dans les graines de cette plante

étudiée. Les résultats des tests phytochimiques sont représentés dans le tableau 3.
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Tableau 3. Résultats de screening phytochimique

Test Résultat
Polyphénols +
Saponosides -
Flavonoides +
Anthocyanes -

Anthraquinones -

Coumarines +
Tanins +
Quinones libres +

Glucosides +

Alcaloides +

Les stérols et les triterpenes +

(+) Test positif, (-) Test négatif, () Trace.

Les tests phytochimiques effectués sur I’extrait de L .usitatissimum révelent la présence des
flavonoides, des polyphénols, des alcaloides, des stérols et triterpenes, des tanins, des
qguinones libres, des glucosides et quelque trace des coumarines ; tandis que les tests de
saponines, anthocyanes et anthragquinones sont négatifs.

De méme les résultats du screening phytochimque réalisés par ALAchaher [21] ont montré
que L.usitatissimum contient les flavonoides, glucosides, terpénoides, alcal oides et les phénols
et ne contient pas les saponosides, ce qui s’accorde avec nos résultats.

Egalement Javed et al. [22] ont trouve que les graines de lin contient des alcaloides, des
flavonoides, des stérols et des triterpénes.

3.2. Dosage des polyphénols totaux

D’apres les résultats du dosage des polyphénols totaux (Tableau 4), il ressort que I’extrait

methanolique présente une teneur plus faible en phénols totaux par apport a I’extrait aqueux
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avec des valeurs moyennes de 0.065 + 0.0293 mg EAG/g et de 0.178 = 0.0028 mg EAG/qg,

respectivement.

Tableau 4. Résultat de la teneur en polyphénols totaux de I’extrait aqueux et methanolique

desgrainesdelin
Extrait Teneur en polyphénols totaux mg EAG/g

Plante

Meth 0.065 + 0.0293

Linum usitatissimum
Aqu 0.178 + 0.0028

Selon I’étude réalisée par Acket [23], e dosage des polyphénols dans les grains de lin adonné
une teneur estimée a 0.90g/100g de matiére seche (MS), la courbe d’étalonnage utilisée dans
cette etude est celle de I’acide férullique. Ces resultats ont permis de dire que la teneur en
polyphénols enregistrée dans notre étude (0,178mg/g de MS) est trés faible.

De I’autre c6té, nos résultat ont révélé une teneur trés faible par rapport a celles trouvées par
Veliouglu et al, en 1998 (5 mg EAG/g) dans I’extrait hydrométhanolique 80% des graines de
lin, et de Anwar et Przybylski [24] (3 mg EAG/g) de polyphénols lorsgque I'éthanol éhylique a
80% est utilisé pour I’extraction.

Par ailleur, la teneur moyenne en polyphénol totaux de I’extrait méthanolique (0.065mg
EAG/gdeMS) enregistrée dans notre cas est plus importante que celle trouvée par Alachehar
[21] travaillant sur des polyphénols des graines de lin obtenus aprés extraction par du
méthanol, butanol et benzene ou elle a enregistrée des teneurs de I’ordre de (47,01 + 5,40),
(43,33 = 2,77) et (1441 = 1,3 pg) d’équivalent d’acide gallique (EAG/g de MYS)
respectivement.

Cette variation de la teneur en polyphénols totaux peut étre expliquée d’une part par le
comportement génétique de la plante, le protocole d’extraction et de quantification et la
sélectivité du solvant utilisé [25] ou encore due aux facteurs climatiques et environnementaux
[26] et la période de récolte et de conservation [27].

3.3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits des graines de lin a été estimée en termes de diametre

de zone dinhibition autour des disques contenant I’extrait & tester vis-avis de cinq souches
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bactériennes testées. L’activité antibactérienne réalisée dans cette étude par la méthode des
disques ains que par la détermination des CMIs (concentration minimale inhibitrice), révéle
gue les extraits de lin n’avaient aucun effet inhibiteur vis-avis de toutes les souches
bactériennes testées, ce qui est probablement due a la faible concentration de polyphénols
totaux contenue dans les graines de lin, qui ne les contiennent qu'au niveau des tiguments
[28].

3.4. Activité anticoagulante :

3.4.1. Lavoieendogéene (TCK)

L’évaluation de la capacité anticoagulante des deux extraits de L. usitatissimum vis-a-visde la
voie endogene de la coagulation a été réalisée a I’aide du test de temps de céphaline kaolin
(TCK) et la voie commune (facteur X, V, Il, fibrinogene) de la coagulation avec un temps de
coagulation (TCK) alongé par rapport a un témoin de TCK de 28,3S.

Les résultats de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene des deux extraits

(méthanoligue et agueux) sont représentés dans lafigure 2,

40
35
30

s ¢ —
20
15
10 mEx.Aq

5
0

TCK

B Ex.Méth

10 20 30
B Ex.Méth 31.2 33.8 38.4

W Ex.Aq 29.5 29.9 325

Fig .2. Capacité anticoagulante de I’extraits méthanolique et aqueux de grainesdelin vis-&vis

delavoie endogéene

A la lumiere des résultats obtenus, il ressort que les deux extraits (méthanolique et agueux)
exercent une activité anticoagulante positivement corrélée avec le volume de I’extrait
vis-&vis de lavoie endogene (figure2).

Le volume 10pL est capable d’exercer une activité anticoagulante estimée par un TCK de
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31,2 S par un allongement de 2,9 S pour I’extrait méthanolique et un TCK de 29,5 S avec
allongement de 1,2 S pour I’extrait aqueux.

Alors que le volume 20 pL des deux extraits méthanolique et aqueux a une activité
anticoagulante estimé par un TCK de 33,8 S par un allongement de 5,5 Set un TCK de29,9 S
par un alongement de 1,6 S respectivement.

Le volume 30 pL des extraits phénoliques de a allongé le temps de coagulation avec des
valeurs de I’ordre de 10,1 S avec un TCK de 32,5 S pour I’extrait méthanolique et 4,2 S avec
un TCK de 32,5 S pour I’extrait aqueux.

3.4.2. Lavoieexogene(TQ)

Le TQ norma est compris entre 12 et 14 secondes selon les réactifs utilisés [29] et un
alongement par rapport a un témoin de TQ de 13,5S traduit une activité anticoagulante des
extraits méthanoliques et agueux des extraits de lin vis-a-vis de la voie extrinseque de la
coagulation.

Les résultats de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene des extraits aqueux et

méthanoliques sont représentés dans lafigure 3.

P
20
15
10 /
O’ 5 H Ex.Méth
= 0 m Ex.Aq
10 20 30
B Ex.Méth 14.4 16.2 18.9
H Ex.Aq 14.3 14.9 15.1

Fig .3. Capacité anticoagulante des extraits de lin vis-a-vis de la voie exogene

Le volume 10 pL des deux extraits méthanoliques et aqueux est capable d’allonger le temps
de quick avec des valeurs d’ordre de (0.9 Set de0.8S) avec un TQ de 144 Set de 14.3 S
respectivement, cela nous a permis de déduire qui il ny apas de différence significative entre

le temps de coagul ation de témoin et celui des deux extraits.
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Le volume 20 uL est capable d’exercer une activité anticoagulante sur la voie exogéne de la
coagulation, estimée par TQ de 16.2 S avec un allongement de 2.7 S pour I’extrait
méthanolique et un TQ de 14.9 Savec un allongement  de 1.4 S pour I’extrait aqueux.

Alors que le volume 30 uL des deux extraits présente un TQ de 18.9 S avec allongement de
5.4 S pour I’extrait méthanolique et un TQ de 15,1 S avec allongement de 1.6 S pour I’extrait
aqueux (figure 3).

Malgré qu’il existe plusieurs projets de recherche axés sur I’activité anticoagulante de divers
extraits végeétaux, cette activité n’a pas été étudiée pour les extraits phénoliques des graines de
Lin, de ce fait le sujet de cette éude est considéré comme étant le premier de son genre qui
s’inscrit dans le cadre des études intéressées a la prévention et la thérapie des maladies
thrombotiques et cela par la recherche d’une éventuelle activité anticoagulante des
polyphénols de L.ussitatissmum L. Les résultats obtenus dans notre étude montrent que les
extraits testés sont capables d’allonger le temps de coagulation, ces résultats s’accordent avec
d’autres travaux réalisés sur différentes plantes médicinales. Selon Sakthipriya et Vidhya
[30] Pergularia deamia présente une bonne activité anticoagulante qui peut étre attribuée ala
présence des tanins, des acaoides et d'autres composés actifs, ces études confirment nos
résultats vu de larichesse de notre plante en alcaloides et en tanins.

En fin, il faut signaler auss qu’ils existent d’autres composés doués aussi de cette activite,
tels que les peptides [31], les glycoprotéines, les coumarines [32], quelques tanins et
polysaccharides [33]. De ce fait ces études donnent un grand espoir pour le développent des

suppléments alimentaires qui peuvent contribuer ala prévention des thromboses.

4. CONCLUSION

Le criblage phytochimique, nous a permis de mettre en évidence que les graines de Linum
usitatissimum L. renferment plusieurs familles de composés naturels comme les flavonoides,
les stérols et les triterpénes, les polyphénols, les composés réducteurs et les tanins. Ces
substances sont généralement responsables de certaines activités biologiques des extraits des
plantes médicinales.

La détermination quantitative des composés phénoliques de nos extraits méthanolique et

aqueux chez I’espéce étudiée a bien montré que leur graines contiennent une faible teneur en
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polyphénols totaux.
S’agissant de I’activité antibactérienne des deux extraits phénoliques, les extraits phénoliques,
n’ont exprimé aucune activité contre les bactéries testées par contre |’étude du pouvoir
anticoagulant démontre que ces extraits exercent une activité anticoagulante importante pour
les deux voies de la coagulation mais elle est plus observée dans la voie exogene que dans la
voie endogene de la coagul ation.
Le lin est une plante médicinale riche en métabolites actifs. Une exploitation de ses propriétés
pharmacologiques s’impose sur une recherche approfondie de ses principes actifs.
A cet effet, il est souhaité de:
Approfondir I’analyse chromatographique pour isoler et identifier les molécules actives
de cette plante.
Compléter I’étude in vivo pour I’évaluation de I’activité antioxydante, antibactérienne et
anticoagul ante des extraits phénoliques et des huiles fixes des graines dellin.
Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui peuvent répondre aux

problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments de syntheses.
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