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Résume

La présente étude a pour but délaborer et de caractériser des formes nutraceutiques
fonctionnelles a base de fruit de gombo et de la graine de lin a des fins d’utilisation contre les
problémes gastriques.

Le screening phytochimique du fruit de gombo et de la graine de lin a été réalisé. En
outre, I’évaluation de certains paramétres physico-chimiques (pH, acidité, vitamine C, sucres
totaux) de fruit de gombo séché a différentes conditions de séchage et de la graine de lin a été
aussi réalisee.

Quatre gels fermentés ont été préparés a base de fruits de gombo,de la poudre de la graine
de lin, du lait (en poudre instantanée ou liquide) et de bactéries lactiques. L’ensemble des
formulations ont été caractérisées de point de vue physico-chimique, teneurs en substances
bioactives (polyphenols totaux, flavonoides et caroténoides), rhéologique (viscosité) et
galénique (possibilité de pastillage) et pharmacodynamique (gonflement et libération des
substances bioactives).

Les résultats d’analyse phytochimique démontrent que le fruit de gombo est riche en
coumarines, saponosides, flavonoides et en tanins galliques et que la graine de lin est riche
flavonoides et en coumarines. L’huile de lin est riche en acides gras insaturés ( Acide
Myristique (0,05%) , Acide palmitique (5,31%) ,Acide palmitoléique (0,05%), Acide
stéarique (4,84%) , Acide oléique (20,21%), Acide linoléique (15,96%), Acide linolenique
(52,69%), Acide Arachidonique (0,13%), Acide gondoique (0,28% ) ,Acide Béhenique
(0.10%) ).

L’ensemble des extraits éthanoliques des formulations (F1, F2, F3 et F4) possede une
activité antioxydante avec des pourcentages d’inhibition respectivement ( 77,26%, 39,3%,
30,3%, 40,09%).

Les résultats d’activité antimicrobienne ont révélé que les extraits éthanolique de 1’infusé
de gombo, graines de lin, F1, F2, F3 et F4 exercent une inhibition des deux souches
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus MU 50 avec des zones
d’inhibition respectivement égales 9 mm, 13 mm, 9,3 mm, 11 mm , O mm, 7 mm , 0 mm,
11,6mm ,13mm, 9 mm ,9 mm, 9 mm , Par contre, les deux souches Enterococcus feacalis et

Bacillus creus s’avérent résistantes contre ces deux extraits.

Mots clés: Albomuschus esculentus, Linum usitatissimum, gels, pastilles, activités

antioxydante et antimicrobienne.




Abstract

The present study aims to develop and characterize functional nutraceutical forms based on
okra fruit and flaxseed for use against
Gastric problems.

Phytochemical screening of okra fruit and flaxseed was performed. In addition, the
evaluation of some physicochemical parameters (pH, acidity, vitamin C, total sugars) of dried
okra fruit at different drying conditions and flaxseed was also performed.

Four fermented gels were prepared from okra fruit, flaxseed powder, milk (instant or liquid
powder) and lactic acid bacteria. All the formulations were characterized from
physicochemical point of view, contents of bioactive substances (total polyphenols,
flavonoids and carotenoids), rheological (viscosity) and galenic (possibility of pastillage) and
pharmacodynamic (swelling and release of bioactive substances).

The results of the phytochemical analyses show that okra fruit is rich in coumarins,
saponosides, flavonoids and gall tannins and that flax seed is rich in flavonoids and
coumarins. Flaxseed oil is rich in unsaturated fatty acids (Myristic acid (0,05%), palmitic acid
(5,31%), palmitoleic acid (0,05%), Stearic acid (4,84%), Oleic acid (20,21%), Linoleic acid
(15,96%), Linolenic acid (52,69%), Arachidonic acid (0,13%), Gondoic acid (0,28%),
Behenic acid (0,10%) ).

All the ethanolic extracts of the formulations (F1, F2, F3 and F4) have an antioxidant
activity with percentages of inhibition respectively ( 77,26%, 39,3%, 30,3%, 40,09%).

The antimicrobial activity results revealed that the ethanolic extracts of the infused okra,
flaxseed, F1,F2 ,F3 and F4 exerted inhibition of both Staphylococcus aureus ATCC 25923
and Staphylococcus aureus MU 50 strains with equal inhibition zones 9 mm, 13 mm, 9,3

mm, 11 mm, 0 mm, 7 mm, 0 mm, 11,6mm ,13mm, 9 mm, 9 mm, 9 mm , On the other hand,

the two strains Enterococcus feacalis and Bacillus creus were found to be resistant against

these two extracts.

Key words: Albomuschus esculentus, Linum usitatissimum, gels, lozenges, antioxidant and

antimicrobial activities
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Introduction générale

Le microbiote est un “second cerveau” pour 1’organisme humain qui est un ensemble de
micro-organismes qui vivent a I’intérieur du tube digestif et au niveau intestinal. Sa diversité
est maximale au niveau du cdlon, et reste évolutive au cours de la vie. Ces micro-organismes
posseédent plusieurs fonctions : protecteurs, structurales, immunitaires, métaboliques, et de
neuromodulateurs.

Plusieurs causes sont a 1’origine d’un déséquilibre de ce microbiote créant une dysbiose
intestinale. Parmi ces causes citant : les infections virales, bactériennes et parasitaires, le
stress, les facteurs environnementaux, la prise de médicaments, 1’alimentation et 1’alcool.
Une perturbation durable et importante favorise le développement de maladies digestives,
métaboliques, immunitaires, neurologiques et psychiatriques (Corblin et al. 2021).

De nos jours, les gens aspirent a l'utilisation de la phytothérapie pour tout type de
traitement parce qu'il est bien meilleur que le colt élevé des soins médicaux hors de portée
des pauvres. Les proprietes des plantes médicinales résident dans certaines substances
phytochimiques. Ces substances ayant une action physiologique définie sur le corps humain.
Les plus importantes de ces substances citant les alcaloides, les flavonoides et les tannins
(Kumar et al. 2018).

Le gombo (Abelmoschus esculentus L.) est la seule culture légumiére d'importance dans
la famille des Malvacées et trés populaire dans le sous-continent Indo-Pak (Kumar et al.
2013). Le fruit de gombo est utilisé non seulement pour ses valeurs nutritionnelles, mais aussi
pour ses propriétés nutraceutiques et thérapeutiques, en raison de la présence de divers
composés  bioactifs  importants dont leur applications  pharmacologiques et
potentielles (antidiabétiques,  antioxydants,  anticancéreux,  immunomodulateur et
microbicides) (Elkhalifa et al. 2021).

La graine de lin (Linum usitatissimum L.) est I'une des cultures les plus anciennes, ayant
été cultivée depuis le début de la civilisation (Goyal et al. 2014). Elle est plus riche en

glucides et constitue une source dhuile, mais aussi un facteur clé dans I’alimentation vu sa

richesse en composés phytochimiques protecteurs tels que la lignane agissant sur la santé

contre les maladies chroniques (Madhusudhan, 2009).



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0515370021000343#!

Alors, peut-on utiliser le gombo et la graine de lin et les ferments lactiques comme
probiotiques pour traiter les troubles gastriques ?
Dans ce contexte s’inscrit le présent travail comme étude préliminaire qui rentre dans le

cadre de projet de recherche de notre promotrice visant les objectifs suivants:

Extraction et dosage des substances bioactives (polyphénols, flavonoides, mucilage...) de

fruit de gombo et la graine de lin.

Elaboration des formulations (gels) et formes pharmaceutiques (pastilles fonctionnelles) a

base de fruit de gombo, la graine de lin, le lait sous forme (poudre instantanée ou liquide)

et les ferments lactiques comme probiotiques.

3 Caractérisation de formes élaborées de point de vue biochimique, rhéologique et

pharmacodynamique

4 Evaluation de I’activité bactérienne des extraits éthanolique de la graine de lin et fruit de

gombo.

o Ce travail est subdivisé en trois parties :

La premiére partie comprend trois chapitres traitant respectivement des généralités sur le fruit

du gombo, la graine de lin et la flore intestinale.

La deuxieme partie est consacrée a 1’¢tude expérimentale qui regroupe les différentes

méthodes ainsi que le matériel utilisé.

Enfin, la derniére partie rapporte les résultats et discussion finalisée par une conclusion

générale.




Chapitre 1: Généralités sur le gombo (Albomuschus esculentus L.)

1 Origine

Le gombo est originaire d'Afrique de I'Est et d'Ethiopie. Il est largement cultivé dans

toutes les régions du monde avec un climat tropical ou méditerranéen (Doymaz, 2004). Cette
plante est cultivée sur une large gamme de sols. Cependant, un sol fertile bien drainé riche en
matiére organique est souhaitable pour augmenter le rendement de sa culture (Abidi et al.
2014).

2  Description botanique

L’Abelmoschus esculentus L. (Figure 1) est une espece herbacée annuelle robuste,
dressée a la base pouvant atteindre 3 a 4 cm de hauteur plus au moins ramifiée suivant les
variétés.

Globalement, la tige principale est cylindrique, lignifiée ultérieurement, de couleur verte
souvent tachetée en rouge avec des poils raides disséminés, glabrescents. Sur le plan agricole,

on distingue deux groupes de variétés, I’espece a tige courte et a tige longue (Dhali, 2019).

Figure 1: Aspect des parties de la plante de gombo (a): la graine (b): les fleurs et (c): les fruits
(Menouar, 2015).

Les fleurs de gombo (Figure 1. (a)) se sont des Malvacées, sont ephémeres,

hermaphrodites, axillaires, solitaires, de grandes dimensions et de couleur créme, jaune ou




jaune d’or avec une coloration rouge a la base des cinq pétales libres. L’anthése se produit tres
tot dans la matinée, a I’aube les fleurs sont épanouies (Menouar, 2015).

Le fruit de gombo (Figure 1. (c)) est une capsule érigée, cylindrique, fusiforme, de
section ronde (fruit lisse) ou anguleuse (5 a plus de 10 arétes par fruit), de coloration variable
(vert a rouge). Généralement, les fruits peuvent étre duveteux, légérement rugueux ou
épineux. lls sont récoltés frais quelques jours apres la floraison. En effet, la croissance du fruit
est maximale la premiére semaine de culture. Au-deld, il se lignifie et devient impropre a la
consommation. A maturité, les fruits deviennent fibreux et s'ils ne restent pas complétement

fermés, s'ouvrent par des fentes longitudinales (Ouedraogo, 2009).

3 Classification

L'espéce Abelmoschus esculentus L. porte des noms différents selon les pays: Okra ou
Lady's finger en anglais, Gombo en francais, Quimgombo en espagnol, Bhindi en hindi,
Quiabero au Brésil et Bamiah en arabe. Les jeunes fruits produits par cette espece sont utilisés

comme légume. On récolte les fruits immatures de 3 a 6 cm de long dont les fibres ne sont pas

encore différenciées et dont les graines sont en cours de formation (Menouar, 2015).

La classification phylogénétique de cette espéce proposee par APG est présentée dans le
tableau ci-dessous.
Tableau I: Classification phylogénétique (APG, 2003 in Menouar, 2015).

Régne

Végétal

Sous-regne

Tracheohinota

Division

Magnoliophyta

Classe

Magnoliopsida

Sous-classe

Dilleniide

Ordre

Malvales

Famille

Malvaceae

Genre

Abelmoshus

Espéce

Ablmoshus esculentus L.

4  Taxonomie

Les taxonomistes ont décrit environ 50 espéces dans le genre Abelmoschus. En 1966

Van Borssum-Waalkes a pu classer seulement 6 especes en se basant sur les caractéres de




I’épicalice et du fruit (nombre, longueur et forme des pieces de 1’épicalice, caducité de
I’épicalice avant I’anthése ou apres la déhiscence de la capsule, longueur relative de

I’épicalice et de la capsule, forme de la capsule). Puis la classification de Van Borssum-

Waalkes a été amendée lors du collogue international tenu & New Delhi (Inde) dont 9 espéces

ont été classées a partir de ses travaux de la cytogénétique:

« Abelmoschus esculentus L. Moench est une espece exclusivement cultivée;

» Abelmoschus moschatus Medikus, Abelmoschus manihot L.) Medikus et Abelmoschus
caillei (A. Chev.) Stevels: les trois espéces sont cultivées et sauvages;

» Abelmoschus tetraphyllus, Abelmoschus tuberculatus P., Abelmoschus ficulneus L.,

Abelmoschus crinitus, Abelmoschus angulosus: sont des espéces sauvages (Fondio, 2005).

5 Composition biochimique

Les gousses fraiches de gombo sont faibles en calories, pratiquement sans graisse,
riches en fibres et ont plusieurs nutriments essentiels comme la vitamine C, I'acide folique ou
la vitamine B9 (46 a 88 mg) et un peu de la vitamine A. Les glucides du gombo se présentent
principalement sous forme de mucilage. La peau de la gousse (mésocarpe) et les graines sont
des excellentes sources de zinc (80 mg/ g). Le gombo contient également du magnesium, du

manganeése et du nickel (Tableau II) (Silue, 2016).

Tableau I1: Composition nutritionnelle de la partie comestible du gombo frais (Silue, 2016).

Eléments nutritifs Organe

Feuilles pour 100 Fruit pour 100 g
Eau (g) 88,6 81,50
Energie (kcal) 36,00 56,00
Matiére seche (g) 0,20 0,60
Glucides (g) 8,20 11,30
Protéines (g) 2,10 4,40
Fibres (Q) 1,70 2,10
Calcium (mg) 84,00 532,00
Fer (mQ) 1,20 0,70
Phosphore (mg) 90,00 70,00
B-Carotene (ug) 185,00 385,00
Thiamine (mg) 0,04 0,25




Riboflavine (mg)

Niacine (mg)

Vitamine C (mg)

6 Activités pharmacologiques

6.1 Activité antidiabétique

Les parties de gombo ont été largement rapportées pour réduire les niveaux
hyperglycémiques. En effet, le mucilage de gombo mélangé avec de I'éthanol et les extraits
aqueux des gousses ont été testés sur des modéles de diabéte, 1’abaissement des niveaux de
glucose dans le sang a été constaté. En pratique clinique, un médicament chinois a base
d’extrait des fleurs séches d’Abelmoschus manihot, nommé la capsule Huangkui (HKC), est
utilise pour le traitement de I'IRC, DN, glomérulonéphrite chronique, néphropathie
membranaire et d’autres maladies inflammatoires (Elkhalifa et al. 2021).
Aussi, la peau et les graines d' Abelmoschus esculentus possedent une action de normalisation
de la glycémie et d'abaissement des profils lipidiques dans un état diabétique (Sabita et
al.2011).

6.2 Activité anticancéreuse
L'extrait brut de polysaccharides de gombo exerce un effet anticancéreux sur les cellules
cancereuses Huh7it en diminuant considérablement la prolifération cellulaire et induisant
I'apoptose cellulaire. Ainsi, le gombo cru et son extrait de polysaccharides peuvent étre
potentiellement utiles pour soigner des patients atteints de cancer du foie (Hayaza et al.2019).
L’¢tude réalisée par Deng et al. (2020), a démontré qu’A. Esculentu inhibe

significativement la croissance et la métastase de cellules CRC in-vitro. Ainsi, la méme

espéce pourrait étre développée comme un complément alimentaire candidat pour la

prévention ou le traitement du cancer colorectal (Deng et al. 2020).

6.3 Effet sur la digestion

Plusieurs nutriments de gombo sont utilisés pour traiter les problemes digestifs a savoir,
les polysaccharides présents dans les gousses immatures possédaient des propriétés
antiadhésives considérables. En effet, ces polysaccharides ont été particulierement efficaces
pour inhiber l'adhésion d’Helicobacter pylori, qui peut provoquer une gastrite et des ulcéres

gastriques, et aussi ils sont utilisés pour soutenir la santé du colon (Gemede et al. 2015).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sabitha%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21966160

En outre, les fibres sont nécessaires a la santé du colon et a la santé digestive. Elles
aident a nettoyer le systeme intestinal, permettant au c6lon de fonctionner a des niveaux plus
élevés d'efficacité. Particulierement, la vitamine A joue un role dans les muqueuses saines,

aidant le systeme digestif a fonctionner correctement (Gemede et al. 2015).

6.4 Effet sur le systéme de défense de I’organisme
Wahyuningsih et al. (2018), ont demontré que les polysaccharides bruts des gousses
de gombo pourraient améliorer l'activité phagocytaire, l'indice splénique, la prolifération
des splénocytes et le niveau de TNF- «, mais diminuer le niveau d'IL-17 en réponse a la

prévention de la surexpression des cytokines pro-inflammatoires.

Activité antibactérienne

Luthfi et al. (2020), ont prouvé que les métabolites secondaires d'extrait de fruit de
gombo inhibent la prolifération de la bactérie Aggregatibacter
actinomycetemcomitans qui est responsable d’une parodontite agressive. D’autres études
antérieures ont montré que les composés glycolyses des fruits de gombo immatures sont
capables d'inhiber lI'adhésion de la bactérie (H. pylori) a la muqueuse gastrique humaine
et l'adhésion de Campylobacter jejuni a I'épithélium intestinal de poulet in vitro
(Carvalhoetal . 2011).

6.6 Impact socio-économique

Des études réalisées en Chine ont révélé qu'un extrait alcoolique de feuilles de gombo a
une activité antioxydante, il améliore les fonctions rénales et aussi il réduit la protéinurie, et sa
graine constitue une source de protéines (20%) et d'huile végetale (14%).
Généralement, I’huile est riche en protéines et en éléments minéraux comme le phosphore, le
magnésium, le calcium et le potassium.
Les graines de gombo torréfiées sont employées dans certaines régions comme substituant du
café (Piozongo, 2014).

En effet, le fruit de gombo est riche en glucides (7 a 8 %), présents essentiellement sous forme

de mucilage possédant des propriétés variées. Cependant, les fibres et les protéines se

présentent en faibles teneurs (1,8 %), I’acide aspartique et l'arginine représentent 10 % des
acides aminés. Le gombo revét donc une importance économique, surtout pour les femmes et

il joue un role essentiel dans I'équilibre nutritionnel des populations (Piozongo, 2014).




6.7 Production mondiale

La production mondiale de gombo en 2003 a été estimée a 4 940 071 tonnes. Les
principaux producteurs étaient I'Inde (3 500 000 t), le Nigeria (730 000 t) et le Pakistan (110

000 t). Pour la méme année, la production nationale de gombo au Burkina Faso s'élevait a
26000 tonnes (Ouedraogo, 2009).




Chapitre 11: Généralités sur la graine de lin

1 Origine et généralités

Le Lin (Linum usitatissimum) est une culture a fleurs bleues qui produit des petites

graines plates dont la couleur varie du jaune doré au brun rougeatre. Ces graines sont
consommées soit enticres, soit sous forme de poudre ou d’huile (Heli et al. 2007).
L'huile de lin est une excellente source d'acides gras oméga-3, l'acide linoléique, avec des
niveaux typiques de 55% dans I'nuile (Oomah, 2001). Actuellement, le lin est cultivé pour son
huile (Berugland, 2002). De méme, il rentre dans la composition de certains aliments,
médicaments, textiles et revét donc une grande importance pour la culture et le
développement de I'numanité depuis plus de 8 000 ans (Karg, 2010).

L'histoire culturelle de lin peut é&tre retracée par les restes botaniques mis au jour lors de
fouilles archéologiques, tels que les graines, les fragments de capsules, les tiges de lin et le
pollen, ainsi que par les produits du lin tels que les fibres et les textiles. Des sources écrites
historiques et des peintures murales anciennes fournissent des informations supplémentaires
sur l'utilisation de lin (Karg, 2011).

Le lin est probablement exploité au Proche-Orient avant méme sa domestication, car
les plus anciennes découvertes proviennent de sites épipaléolithiques, non encore concernés
par ’agriculture (cultures du prepottery Neolithic A et B ancien) (Muriel et al. 2012). Les
plus anciennes mentions ont été faites dans la région du Croissant Fertile et remontent au
9éme millénaire avant J-C (Helbaek, 1959 ; Van Zeist et Bakker-Heeres, 1975).

2  Description botanique

Le lin est I'une des plus anciennes plantes cultivées pour la production d'huile et de
fibres. IL appartient au genre Linum et a la famille des Linaceae (Tableau IIl). Le nom
botanique, Linum usitatissimum a été donné par Linnaeus dans son livre "Species Plantarum"
(Linnaeus, 1857 ; Jhala et Hall, 2010).

Le lin est une plante herbacée annuelle avec un systeme racinaire peu profond et ayant
une tige fibreuse pouvant atteindre 60 cm de hauteur. Les feuilles sont simples et épaisses,
alternes et lancéolées. Les fleurs sont solitaires de couleur bleu pale. Les fruits ont la forme de

petites capsules sphériques, qui renferment des graines brunes, ovales et aplaties (Jesus,

2017). Les noms communs lin et graine de lin sont utilisés en Amérique du Nord et en Asie,




respectivement, pour L. usitatissimum. Les variétés d'oléagineux et de fibres sont des

développements spécialisés de cette espece (Millam et al. 2005).

Tableau I11: Description botanique du lin (Millam et al. 2005).

Description botanique Plante

Nom scientifique Linum usitatissimum

Noms communs lin, lin cultivé, lin domestique, lin usuel, lin des fleurs, lin de Riga

Noms anglais flax, common flax, linseed

Classification botanique famille des linacées (Linaceae)

Formes et préparations graines, huiles, farines, cataplasmes

3  Classification
Le Lin est une plante dicotylédone autogame (Bloedon et Szapary, 2004) annuelle,

bisannuelle ou vivace, d’une extréme finesse, assez peu profondément enracinée (racine

pivotante) car le lin est arraché, il n’est pas fauché (Roberto, 1982; Bernard, 2001).

(Tableau V).
Tableau IV: Classification scientifique de Linum usitatissimum L

(Diedericbsen et Ricbards, 2003).

Classification Nom scientifique

Regne Plantae

Sous régne Tracheobionta

Division Ptéridophyte

Sous-division Angiospermae

Classe Dicotyledoneae

Sous-classe Rosidae

Ordre Geraniales

Famille Linaceae

Tribu Linoideae

Genre Linum

Espéce Linum usitatissimum L.




4 Variétes
Il est possible de distinguer deux grandes variétés au sein de I’espéce Linum usitatissimum
selon leurs utilités (Aline, 2019):

e Le lin oleagineux est cultivé pour la production de graines riches en huile (35 a 45 % du
poids sec) qui ont une forte teneur en acides gras insaturés, notamment en acide linoléique (C
18 : 2) et en acide linolénique (C 18 : 3) (Jain et al. 1999). Ce type de lin est utilisé pour la
production d’huile qui rentre dans la fabrication de peintures, vernis, linoléums ou pour
I’alimentation humaine et animale (Aline, 2019).

e Le lin fibreux est cultivé pour ses fibres qui ont une forte valeur ajoutée dans 1’industrie
de textile et un intérét grandissant en agro-industrie.

De nos jours, environ trente variétés de lin textile sont inscrites dans le catalogue officiel
francais de 2000 a 2016 et selon Geves, (2012), nous citons quelques variétés : Agatha,

Alizée, Aramis, Jade, lisette, Mélina, Novéa, Olga, Vivéa.

5 Morphologie

Le lin présente plusieurs constituants (Figure 2): une racine principale pivotante (1)
surmontée d’une tige sur laquelle les feuilles sont disposées en spirale (2). L’inflorescence en
forme de cyme porte des fleurs de type 5 (3). Apres fécondation, 1’ovaire donne naissance a
une capsule (4) dont une coupe transversale montre la présence de 5 loges (5) contenant dix

graines de forme ovale (6) (Masclef, 1891).

o
N
N

La capsule<=

Les loges

la racine | -
P <) La forme de | La grain O
principale -

tige et les

=1 5
feuilles

Figure 2: Morphologie de la plante de lin (Masclef, 1891).




5.1 Morphologie des graines

Les capsules sphériques du fruit contiennent deux graines dans chacun des cing
compartiments. La graine est plate et ovale avec un bout pointu (Ganorkar et Jain, 2013). Elle
a une surface lisse et brillante. Sa couleur varie du brun foncé au jaune. La texture de la graine
de lin est croquante et moelleuse et posséde un agréable golt de noix (Carter, 1996).

La graine de lin mature est oblongue et aplatie, comprenant un embryon avec deux
cotylédons entourés d'une fine enveloppe mince endosperme et d'une enveloppe lisse, souvent

brillante, de couleur jaune a brun foncé (coque) (Youn et al. 2014).
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Figure 3:Coupe manuelle de graine de lin (L. usitatissimum) (Youn et al. 2014).

6 Utilisations traditionnelle et moderne
Les graines de lin sont consommeées pour leurs qualités nutritives. Leur utilisation en
médecine remonte a 1’Egypte ancienne. Ce sont ensuite les grecs qui développérent de
nombreux remeédes a base de lin, tout comme la médecine traditionnelle chinoise et indienne
(Chatain et al. 2016). Au moyen age, le lin était considéré comme une plante magique
(Chevalier,1944).
Les graines de lin sont riches en huile, en particulier 1’acide lino-lénique (oméga-3) et
I’acide linoléique (oméga-6). En France, I’huile de lin a été longtemps réservée a un usage

technique. Elle n’est autorisée a la consommation humaine qu’en 2009. Ces graines sont




utilisées en boulangerie, grillées ou non, en couverture de pains spéciaux (Goyal et al. 2014),
et en alimentation animale, en particulier pour les poules pondeuses dont on souhaite
augmenter la teneur en oméga-3 des ceufs (Chatain et al. 2016).

Depuis ’antiquité, ces graines sont utilisees en medecine pour leurs propriétés laxatives
et diurétiques, pour leurs propriétés émollientes et adoucissantes pour la peau séche
et finalement sous forme de cataplasmes pour leurs propriétés anti-inflammatoires contre les
irritations des muqueuses et les inflammations cutanees.

Les préparations par voie orale a base de farine ou d’huile des graines de lin sont
également employées en médecine traditionnelle pour combattre la fatigue, les difficultés de
concentration et le vieillissement mental et physique. La médecine ayurvédique (Inde) utilise
le lin en infusion contre la toux, les bronchites et les inflammations des voies urinaires
(Tableau V) (Goyal et al. 2014).

De plus, les graines de lin protégeraient contre les maladies cardiovasculaires et les
syndromes métaboliques, en réduisant les taux de lipides et de glucose, la pression artérielle,
le stress oxydatif et I’inflammation a cause de sa richesse en oméga-3 et en lignane, le
diglucoside de sécoisolaricirésinol, un phyto-cestrogene et antioxydant (Prasad, 2009; Goyal
et al. 2014). Sa richesse en fibres aurait des effets positifs sur la satiété, d’ou 1’utilisation
également comme amincissant. Grace aux propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires,
ces graines réduiraient également le risque de certains cancers, surtout hormonosensibles
(cancer du sein, de ’endométre, de I’ovaire et de la prostate) (Tableau V) (Adolphe et al.
2010 ; Goyal et al. 2014).

Le lin est utilisé en textile peut étre responsable de byssinose, maladie respiratoire
non-IgE médiée, ou d’asthme professionnel provoqué par 1’inhalation de poussiere de lin chez
les ouvriers de I’industrie de textile (Noweir et al. 1975).

La farine de lin peut étre responsable de dermatite ou d’urticaire de contact chez les

infirmiéres, les pharmaciens, les droguistes manipulant la farine de lin a titre professionnel ou

chez les enfants qui regoivent des cataplasmes a la farine de lin (Rajka et al. 1950 ; Charpin

et al. 1992). Le tableau V résume quelques utilisations de la graine de lin.




Tableau V: Utilisations traditionnelle et moderne de la graine de lin (Goyal et al. 2014).

Forme

Préparation/ Indications

Préparation/ Indications

Utilisations traditionnelle et méd

icinale

Boisson

1 cuillére-a-café de poudre de

graine de lin dans I’eau chaude

Constipation

Farine

Mélange la farine de lin avec du
miel
30-40 g de cette pate est

consommée a jeun

Tuberculose pulmonaire,
hémoptysie, toux, bronchite
Ulcére gastroduodénal
Inflammations intestinales
Douleurs abdominales
Splénomégalie
Déclin du systeme nerveux,
difficultés de concentration

Vieillissement mental et

physique

Farine

pour cataplasme

Plaies, eczéma, psoriasis,

sécheresse de la peau

Farine

pour bains de bouche

Gingivite, pharyngite

Huile de lin

Maladies rénales (diurétique)

Tisane

Infusion de graines de lin dans

I’eau chaude (30 minutes)

Asthme, bronchite, dyspnée,

toux

Utilisation moderne

Graine, huile, extrait

Sous forme naturelle ou en
préparation pour sa richesse
en lignanes (phytooestrogenes,

antioxydant)

Acide linolénique (oméga-3)

Acide linoléique (oméga-6)

Hypercholestérolémie,
dyslipidémie, HTA, maladies
cardiovasculaires
Diabete, Syndrome
métabolique, obésité
Tumeurs, surtout

hormonosensibles




7 Production mondiale

Le lin est produit dans plusieurs pays du monde : Chine, Russie, Pologne, Lituanie,
Bi¢lorussie, Ukraine mais aussi en Europe de I’ouest : France, Belgique, Pays-Bas et en
Afrique avec I’Egypte le long du Nil.
Le lin est une culture mineure au niveau mondial a peine 1% des surfaces totales d’oléagineux
(Francoise et al. 2011).

La production mondiale de graines de lin en 2010 s’¢léve a 2 millions de tonnes, le

Canada étant le principal producteur de graines (22% de la production mondiale). Une partie

des graines produites au Canada sont exportées vers 1’Union Européenne (Natacha, 2013).




Chapitre 111: Généralités sur les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont synthétisés en tres faibles quantités, de maniere
spécifique et en fonction d’un stade de développement ou d’une condition éco-physiologique.
Les métabolites secondaires sont classiquement regroupés en trois grandes familles. Ainsi, les
molécules possédant au moins un groupement hydroxyle lié a un noyau aromatique
constituent la famille des composés phénoliques (coumarines, lignines, flavonoides...).

Les métabolites secondaires formés de plusieurs unités de type isopréne forment
la famille des terpénoides (terpénes), I'une des plus vastes catégories de métabolites
secondaires (caroténoides, chlorophylles...). Enfin, la famille des alcaloides regroupe les

molécules présentant un ou plusieurs atomes d’azote intracycliques (Ginis, 2012).

1 Généralités sur les composés polyphénoliques

Les polyphénols sont des composés naturels que I'on trouve en grande partie dans les
fruits, les legumes, les céréales et les boissons. Les polyphénols sont des meétabolites
secondaires des plantes et sont généralement impliqués dans la défense contre les rayons
ultraviolets ou les agressions des agents pathogenes.

Vers la fin du 20 ™ siécle, les études épidémiologiques et les méta-analyses connexes

ont fortement suggéré que la consommation a long terme des régimes alimentaires riches en
polyphénols végétaux offrait une certaine protection contre le développement des cancers,
des maladies cardio-vasculaires, le diabete, 1’ostéoporose et les maladies neurodégénératives
(Pandey et Rizv, 2009).

v' Classification

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbone (Tableau VI). Ces
molécules sont généralement trouvées conjuguées aux sucres et les acides organiques
(Belyagoubi, 2011).




Tableau VI : Structure des squelettes des polyphénols (Belyagoubi, 2011)

Nombre de

carbones

Squelette

Classification

Exemple

Structure

base

de

7

C6-C1

Acides phénols

Acide gallique

8

C6-C2

Acétophénones

Gallacetophénone
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Acide
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Acide p -
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hydroxycinamiques

Acide p -coumarique
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C6-C3

Coumarines

Esculitine

[w]

2o

0

Naphthoquinones

Juglone

L)

C6-C1-C6

Xanthones

Mangiferine

C6-C2-C6

Stilbénes

Resveratrol

C6-C3-C6

Flavonoides

Naringénine

2  Flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la

famille des polyphénols. lls sont considérés comme des pigments quasiment universels des

végétaux. Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des

écorces d'orange. Cependant, d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutét

prété du flavus ; (flavus=jaune) (Farez, 2016).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique Chervreul en 1814, mais ont été

réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de

vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins,

cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne




correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances

appartiennent aux flavonoides (Farez, 2016).

v Classification

Les flavonoides sont définis avec une structure de base commune formée de deux cycles
aromatiques (cycle A et cycle B) reliés par trois atomes de carbone qui forment un
hétérocycle oxygéné (Heim et al. 2002).

L’organisme humain ne synthétise pas de flavonoides. Le seul apport de flavonoides se

situe dans notre alimentation (Guerra et al. 2004).

3 Tannins

Les tannins sont des métabolites secondaires de certaines plantes terrestres vasculaires.
On les rencontre dans toutes les parties du végétal (racines, écorce, feuilles, liege, fruits non
mdrs, galles, etc.). Ce sont des molécules de nature phénolique dont I’'un des roles est de

protéger les plantes contre I’attaque de certains parasites et des herbivores (Brillouet, 2013).

v Classification
Chimiguement il existe deux grands types de tannins
Les tannins condensés (ou proanthocyanidines) se rencontrent dans 1’écorce, les racines et

les feuilles de la plupart des especes végétales et aussi dans les fruits et les graines. Les

tannins condensés sont des diméres, des oligomeres ou des polymeres de flavonoides,

spécifiqguement des flavan-3-ols, Les tannins hydrolysables ont une distribution taxonomique
plus restreinte ; principalement dans les arbres et les plantes herbacées dicotylédones et dans
de nombreux aliments comme les grenades, les fraises, les noix et les vins. Les tannins
hydrolysables proviennent principalement des acides phénoliques, tels que I’acide gallique ou
I’acide ellagiques d’ou leur subdivision en gallotanins ou tannins galliques et ellagitanins ou
tannins ellagiques. Associé au D-glucose, 1’acide gallique constitue un ester, le pentagal-

loylglucose, précurseur des tannins hydrolysables (Brillouet, 2013).

4  Coumarines
Les coumarines sont des substances naturelles et synthétiques connues depuis

longtemps. Elles ont un grand intérét en raison de leurs applications potentielles biologiques.




11 s’agit de composés a neuf atomes de carbone possédant le noyau 2H-1-benzopyran-2-one.
Ce composé dériverait de la cyclisation de ’acide cis cinnamique oxygéneé en C-2 (Borgesetal
et al. 2005).

v Classification
Les auteurs ont classé les coumarines selon la nature des substituants sur leurs

structures en cing catégories: les coumarines simples sont les plus répandues dans le régne
végétal possedent des substitutions (OH ou OCHz) en R2 et R3 et les furanocoumarines
constituent une famille de composés synthétisés par certaines espéces de végétaux supérieurs.
Elles dérivent principalement de 1’ombelliféracée par condensation isopronoides en C5, et
souvent liposolubles. (Harkati, 2011)
Pyranocoumarines : Composés formés par la fusion d'un hétérocycle pyrane avec la coumarine
qui sont soit dans le prolongement (forme linéaire) : xanthyletine ; ou bien latéralement (forme
angulaire) : seseline, visnadine.

Dicoumarines (coumarines dimériques) : Ce sont des composes formes par la liaison de deux

unités coumariniques simples (Harkati, 2011).

5 Généralités sur les polysaccharides
Daprés Dupont. (1998), un polysaccharide est un polymere de résidus mono-

saccharidiques reliés entre eux par des liens glycosuriques. Ces liens se forment par

I'tlimination d'une molécule d'eau entre le groupe hémiacétal hydroxyle de I'extrémité de I'un

et le groupe hydroxyle primaire ou secondaire du résidu suivant (Dupont.1998).

v' Classification

Selon la nature de leurs composants ils sont divisés en deux classes:

» Homopolysaccharides ne sont composés que de monosaccharides identiques. Parmi les
homopolysaccharides, on retrouve les a-glucanes genéralement composes des résidus de
glucose liés en a-1,6 et a-1,3.

 Heétéropolysaccharides: la majorité des polysaccharides bactériens est probablement
constituée d'hétéropolysaccharides. Ils comprennent les polymeres dont I'unité répétitive est
constituée d’au moins deux résidus différents (Rougeaux et al. 1999). Les monosaccharides
les plus fréqguemment rencontrés sont le glucose, le galactose et le rhamnose pour les oses
neutres, 1’acide glucuronique et I’acide galacturonique, pour les oses acides (Dubreucq et al.

1996).




6 Mucilages

Ce sont des constituants normaux des plantes. Ils sont localisés dans les graines le plus
souvent. Il en existe de 2 sortes : acides uroniques et neutres. Vercaitere, (2011) dévoile que
les mucilages sont des complexes de polysaccharides formés du sucre, par contre les
mucilages acides uroniques d'unités forment les masses gluantes dans I'eau, sont en général

hétérogenes en composition (Divekar et al. 2010).

7  Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments colorés dont la couleur varie du jaune au rouge.
Environ 700 caroténoides ont été isolés a partir de produits naturels mais seulement une
vingtaine est détectable dans les tissus ou le sérum humain. Ils sont naturellement synthétisés

par des plantes, certains champignons, des algues et quelques bactéries (Thi Hanh, 2014).

8  Définition d’un antioxydant
Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres
qui sont responsables de nombreuses maladies. Ces molécules inhibent ou retardent le

processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de réactions

oxydatives. lls sont utilisés dans les aliments pour retarder la détérioration (Engonga, 2009).

8.1  Systemes de defenses d’antioxydants
Diverses stratégies des antioxydants existent, soit en augmentant les défenses
enzymatiques antioxydants endogénes, soit en renforcant les défenses non enzymatiques par

des moyens diététiques ou pharmacologiques (Saidi, 2019).

8.1.1 Antioxydants endogenes enzymatiques

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le
glutathion peroxydase.

D’autres enzymes jouent un rdole non négligeable dans la lutte antioxydante, I’ensemble
formant un systeme complexe: glutathion réductase, thioredoxine réductase, glutathion

transférase (Rezaire, 2012).




8.1.2 Antioxydants exogénes non enzymatiques

Les antioxydants exogénes, vu leur efficacité, leur faible colt et leur disponibilité, sont

largement utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité.

Plusieurs substances peuvent agir en tant gu'antioxydants in vivo ont été proposées. Elles
incluent : la vitamine E, l'acide ascorbique, la B-carotene, les flavonoides, et les composés
phénoliques. Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité et elles

ont également une capacité de lier les acides gras libres (Ait Chaouche, 2018)




Chapitre 1V : Généralités sur la flore intestinale

1 Definition

La flore intestinale normale est une collection complexe et un équilibre de
microorganismes qui habitent normalement le tractus gastro-intestinal et remplissant un rdle
dans la nutrition, la physiologie et le contréle du systéme immunitaire de 1’hote. La microflore

intestinale est un organe acquis apres la naissance (Mahmoudi, 2014).

Un tube digestif est constitué de 10* micro-organismes qui composent le microbiote

intestinal, ce qui est 10 fois plus important que le nombre total de cellules eucaryotes dans le
corps humain, des variations qualitatives et quantitatives de la flore intestinale sont observées
tout au long du tube digestif de la bouche a I’anus (Figure 4).

La flore buccale est tres diversifiée et comprend des bactéries aérobies et anaérobies.

Les bactéries dominantes du microbiote peuvent etre réparaties en 3 phyla bactériens
majeurs ,le phylum des firmicutes qui compose 3 classes de bactéries qui contient les genrs
( Clostridium .listeria , Enterococcus et Streptocococcus, Staphylococcus, Lactobacillus), le
phylum des bacteroidetes qui représente jusqu’a 30% de la population bactérienne qui
contient les bactéries de genres Bacteroides et Prevotella, le phylum des actinobacteria qui
représente moins de 10% de la population de microbiote dont des genres ( Actinomyces ,
Bifidobacterium ) (Dolié, 2018).
La flore gastrique est en revanche limitée quantitativement et qualitativement. Les
concentrations varient de manicre croissante, en effet, au niveau de 1’estomac il y a quelques
centaines de bactéries par gramme de contenu alors qu’au niveau du co6lon distal on retrouve

10! bactéries par gramme de contenu (Dolié, 2018).




Figure 4 : Microbiote intestinale au fil de tractus digestif (Mahmoudi, 2014).

Le microbiote intestinale constitue un écosysteme qui fonctionne comme un organe a
part entiére en étroite symbiose avec notre organisme et forme avec lui un supra-organisme.
En effet, c’est une usine biochimique indispensable pour la digestion des aliments non
assimilés par D’organisme et pour diverses fonctions physiologiques chez I’'Homme :
maturation du systeme immunitaire, effet barriere contre des pathogenes extérieurs,
production de vitamines, collecte d’énergie, accessibilité aux micronutriments, métabolisation

des xénobiotiques (Bourlioux, 2014).

2  Composition classique de la flore humaine

2.1 Flore gastrique

Dans I’estomac, la forte acidité, pH variant entre 1 et 5 dépendamment de la prise

alimentaire, est responsable de la faible prolifération microbienne (10'-10* Unité Formant
Colonie par gramme; UFC/g) (Le Lay, 2015).

L’ulcére de I’estomac est trés rarement dd au stress. Les médecins connaissent depuis

longtemps un secret que le grand public continu a ignorer. Dans 70 a 80% des cas, I’ulcére est




une maladie infectieuse due a une bactérie au nom étrange: Helicobacter pylori. Cette bactérie

serait également responsable des cancers de I'estomac (Camille, 2018).
2.2  Flore intestinale

On est loin de connaitre toutes les espéces et leurs différents types d’une flore intestinale
humaine, donc de bien appréhender les variations de flores induites par les modifications de

régime alimentaire, les bactéries exogenes et les substances d’antibiotiques (Pierre, 2021).

Les bactéries habituellement présentes dans I’intestin gréle appartiennent aux genres :
Lactobacillus, Streptococcus, et a quelques espéces de la famille des Enterobacteriaceae a
des concentrations faibles jusqu’a I’iléon ou elles apparaissent dominées par des especes

anaérobies a Gram négatif appartenant au genre Bacteroides (Pierre, 2021).
Dans le colon, il faut distinguer 4 types de flores (Pierre, 2021) :

- Flore dominante (N>10° UFC/g) exclusivement anaérobie renferme de Bacteroides,
Eubacterium,  Bifidobacterium,  Peptostreptococcus, = Ruminococcus,  Clostridium,

Propionibacterium.

- Flore sous dominante (106>N>108 UFC/g) : renferme différentes espéces de la famille des

Enterobacteriaceae (surtout E.coli) et les genres Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,

Fusobacterium, Desulfovibrio, Methanobrevibacter.

- Flore résiduelle (N<10° UFC/qg) : constitue des bactéries en transit ou réprimées par la flore
résidente.

- Flore fécale: c’est une flore facilement accessible pour I’analyse, elle renferme de
nombreuses espéces mortes et n’est pas représentative des différentes niches €cologiques de
I’écosystéme microbien digestif. L’analyse de cette flore ne donne qu’une vue trés limitée de
I’écosystéme mais elle permet de retrouver des souches pathogénes ou potentiellement

pathogénes pour 1’hote.

3 Interactions bactériennes dans le tube digestif
Les interactions entre bactéries qui constituent la microflore du tube digestif peuvent étre

antagonistes ou synergiques (Ducluzeau et Raibaud. 1989).




3.1 Antagonisme bactérien

Lorsqu'on ensemence deux souches bactériennes ensemble ou successivement, deux
cas sont possibles: les deux bactéries se développent ensemble aussi bien que
lorsqu'elles se trouvent seules et I'équilibre qui s'établit ainsi est généralement stable,
ou bien une interaction apparait entre les deux bactéries inoculées : l'une des bactéries
I'emporte sur lautre et éventuellement I'élimine totalement, quel que soit [l'ordre
d'inoculation.

Ces observations permettent de faire table de la \vieille théorie du
premier occupant, qui voulait que la premiere souche implantée «occupe le terrain»
et de ce simple fait interdise la prolifération de n'importe quelle autre bactérie

introduite ultérieurement (Ducluzeau et Raibaud. 1989).

3.2 Effet synergique

Les interactions ayant trait aux niveaux de population ne sont pas seulement des forces
antagonistes. Il peut sagir aussi de forces synergiques. Ainsi, I'établissement de souches
anaérobies strictes tres sensibles a I'oxygéne (EOS) dans le tractus gastro-intestinal d'animaux
gnotoxéniques n'est possible que si d'autres souches résistantes a l'oxygéne s'établissent au
préalable et aménent le potentiel d'oxydo-réduction de l'intestin & un niveau compatible avec
I'établissement des souches EOS. D'autres exemples montrent une interaction plus spécifique

entre deux souches. Ainsi, Dubos et ses collaborateurs (1985), ont montré qu'une souche de

Clostridium difficile permettait I'établissement d'une souche de Clostridium perenne dans

I'intestin de souris gnotoxéniques recevant un aliment semi-synthétique. Dans ce cas, la
souche de Clostridium difficile hydrolyse un dipeptide tres particulier, B-aspartique-e-lysine,
apporté dans l'aliment par la caséine chauffée, non absorbable et qui est un inhibiteur du

développement de Clostridium perenne lorsqu'il chélate le cuivre de I'aliment dans l'intestin.

4  Deéséquilibres du microbiote (dysbiose) et pathologies intra-intestinales

L‘hote et son microbiote sont habituellement en interrelations symbiotiques, des
perturbations de l‘un des deux peuvent retentir sur l‘autre et déséquilibrer 1‘ensemble
(Youness, 2018). Les causes de cette perturbation sont diverses dont lesquelles on peut citer le
changement de régime alimentaire, vieillissement, stresse et la prise d'antibiotiques perturbent
également la flore intestinale (Descoins, 2017). Cette perturbation conduit aussi a diverses
pathologies telles que les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), le

syndrome de l'intestin irritable (Desscoins, 2017).




5 Pharmacobiotique

Le microbiote intestinal joue un role clé dans la sant¢ de 1’hote et de nombreuses
pathologies sont associéees a des perturbations de cet écosysteme (Possemiers et al. 2009). Ces
observations ont conduit au développement de stratégies visant & moduler celui-ci par I’apport
de bactéries probiotiques ou de fibres probiotiques afin de rétablir 1’équilibre intestinal c’est
ce qu’on appelle la Pharmacobiotique. L’usage de ces produits en santé humaine s’est
largement généralisé depuis deux décennies dans la prévention ou le traitement d’affections
diverses (Debré et Le Gall. 2014).

La majorité des probiotiques utilisés appartiennent aux genres Lactobacillus et

Bifidobacterium, des taxons reconnus comme étant des représentants de la flore commensale

bénéfique du tube digestif, alors que les prébiotiques sont essentiellement représentés par des

polysaccharides et oligosaccharides (Debré et Le Gall. 2014).




Chapitre V: Matériel et méthodes

1 Cadre de I’étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de différents laboratoires :

-Laboratoires Communs (I et II) d’Analyses Physico-chimiques, ainsi que le Laboratoire
pédagogique de Microbiologie, et Laboratoire de Physique et Chimie de Matériaux (LPCM)
de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO).

-Laboratoires de Chimie Pharmaceutique et de Rhéologie de I’Université de ~ Boumerdes

Les objectifs ambitionnés a travers cette étude sont:
1/Caractérisation des fruits de gombo (Albomuschus esculentus L.) et des graines de lin;
2/Elaboration des formes nutraceutiques fonctionnelles contre les problémes gastriques a base

de fruit de gombo, des graines de lin, du lait et des ferments lactiques comme probiotiques.

Le travail pratique est subdivisé en quatre parties suivantes:
-Analyse phytochimique des fruits de gombo séchés (a I’air libre, a 50°C et a 60°C) et des
graines de lin ;
-Extraction et quantification des composés nutraceutiques de fruit de gombo et des graines de
lin (polyphénols totaux, caroténoides, flavonoides et mucilage) ;
- Caractérisation physico-chimique de fruit de gombo, des graines de lin et les quatre
formulations élaborées a base des graines de lin, de fruits de gombo, du lait en poudre ou
liquide et des ferments lactiques ;
-Tests rhéologiques et pharmacodynamiques des pastilles des formulations élaborées ;
-Activité antibactérienne des extraits éthanolique des graines de lin et de gombo et les quatre

formulations élaborées.

2  Matériel

2.1 Matériel végetal

Les matériaux végétaux utilisés sont :

-Le fruit de gombo Albomuschus esculentus récolté du sud de Sahara de 1’ Algérie.

-La graine de lin (Linum usitatissimum) commercialisée chez I’herboriste




2.2 Materiel Biologique
Quatre souches bactériennes (Enterococcus feacalis, Bacillus creus, Staphylococcus

aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus MU 50) fournies par le laboratoire de

microbiologique du département Microbiologie-Biochimie de 1’Université Mouloud

Mammeri de Tizi-Ouzou ont été utilisées pour réaliser les tests de ’activité antibactérienne
des extraits éthanolique et aqueux préparés a base de fruit de gombo, la graine de lin et les

formulations élaborées.

2.3 Préparation des poudres de fruit de gombo et la graine de lin

Trois types de poudres de fruits de gombo (fruits séchés a I’air libre, a 50°C, et a 60°C) et
la poudre de la graine de lin ont été analysés. L’ensemble des matiéres étudiées a été broyé en
poudre fine a 1’aide d’un broyeur type (moulin & café¢). Les poudres obtenues ont été

conservées dans des bocaux en verre a 1’abri de 1’air et de I’humidité.

2.3.1 Elaboration des formulations nutraceutiques

Quatre formulations ont été préparées en respectant les ingredients signalés dans le tableau
VILI.

Tableau VII : Composition des formulations élaborées et leurs temps de fermentation

Ingrédients F1 F2 F3 F4

Infusé de fruit de 50 50 50 50

gombo (ml)

Lait pasteurisé (ml)

Poudre des graines
de lin (9)

Poudre du lait 3.5

instantanée (Q)

Ferments lactiques 0,015 0,015 0,015 0,015
(9)

Temps optimisé de 1h 15min 1h15min 1h15 min 1h30min
fermentation

(coagulation)




On mélange les ingrédients de chaque formulation dans un bocal stérile, puis on incube
I’ensemble des formulations au bain marie a 45°C pour se fermenter (coaguler). Les temps de
coagulation ont été choisis sur la base des tests de coagulation préliminaires.

Les quatre gels obtenus aprés coagulation ont été étalés sur papier aluminium sous forme des
fines couches et soumis au séchage dans une étuve a 40°C pendant 2 jours. Une fois sécher,
un broyage a été réalisé a 1’aide d’un broyeur type (moulin a café). Les poudres fines obtenues
ont été conditionnées dans des flacons en verre et conservées a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité jusqu’a leurs caractérisation.

2.4 Materiel du laboratoire et produits utilisés
Les Annexes let 2 regroupent I’ensemble d’appareillages, solvants, réactifs chimiques et

milieux de culture, matériels utilisés pour la réalisation de cette étude.

3  Méthodes d’analyses

3.1 Caractérisation morphologique de fruit de gombo et de la graine de lin

3.1.1 Mesure de poids moyen

Pour notre fruit, la pesée a été faite sur un échantillon de 30 fruits de gombo, 100
graines de lin et les poids moyens de fruit de gombo et de la graine sont calculés selon cette

formule :

Pt
Pm:_
n

Soit :
Pm : poids moyen d’un échantillon ;
Pt : poids total de I’échantillon ;

n: nombre de I’échantillon

3.2 Analyse phytochimique de fruit de gombo et de la graine de lin

3.2.1 Préparation de I’infusé

Deux infusés ont été préparés a base de la poudre des fruits de gombo séchés a air libre et la
poudre des graines de lin. 20 g de chaque poudre ont ét¢ macérés dans 100 ml d’eau distillée;
(1 Porter le mélange a 1’ébullition pendant 15 min puis filtrer ;
() Le filtrat est ajusté a 100 ml d’eau distillée.




Les infusés ainsi obtenus ont été utilisés pour la recherche des différents composés

phytochimiques.

3.2.1 Les anthocyanes
Introduire dans un erlenmeyer 5 ml de I’infusé, puis on les ajoute quelques gouttes

d’HCI. Une réaction positive donne une coloration rouge en présence des anthocyanes.

3.2.2 Lestannins
Quelques gouttes de la solution de FeCls (5%) sont ajoutées a 5 ml de I’infusé. La

présence des tannins est identifiée par une coloration bleue noire de la solution.

3.2.3 Lestannins galliques
On sature le filtrat (Sml) par 1’acétate de sodium (CH3COONa), puis on lui ajoute

quelques gouttes de FeCls. La réaction est dite positive lorsque la coloration bleue foncée

apparait.

3.2.4 Les flavonoides
Environ Sml d’HCI, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool iso butanol sont ajoutés a 5 ml de

I’infusé. La réaction est dite positive lorsque la coloration est rouge oranger.

3.2.5 Lessaponosides

Dans deux tubes a essai fermés, on met dans 1’'un 5 ml d’HCI, dans ’autre 5 ml de
NaOH ;

On introduit dans chacun deux a trois gouttes de I’infusé ensuite on I agite
verticalement pendant 30 secondes et laisser reposer 15 min. Une réaction positive est
déterminée par la présence ou non d’une mousse persistante.

Deux cas sont possibles :

1% cas: en présence des saponines stéroidiennes, on obtient dans les deux tubes, le

méme volume de la mousse.
2°M°cas : Si la plante contient des saponines tri terpéniques, en milieu basique il y’aura

formation d’une mousse quelque fois plus grande par stabilité et par volume.

3.2.6 Les quinones libres
Un volume de 2 ml d’HCI (IN) et 20ml de chloroforme est ajouté a 2 g de la poudre

végétale, puis on laisse le mélange pendant 3 heures. Aprés filtration, on ajoute 5 ml




d’ammoniaque (1/2 V : V). La réaction est dite positive lorsque la coloration rouge violette

apparait.

3.2.7 Les quinones combinées
5 ml d’H2SO4 (2N) ont été ajoutés a 2g de la poudre, on chauffe le mélange a reflux

pendant 2 heures. Le mélange est filtré a 1’aide d’un papier filtre. Par la suite, 20 ml de
chloroforme sont ajoutés au filtrat, puis on évapore la solution a sec, et reprise a

I’ammoniaque. La réaction est dite positive lorsqu’une coloration rouge se manifeste.

3.2.8 Les alcaloides
20 ml d’ammoniaque (1/2) et 50 ml du mélange éther —chloroforme (3/2 V : V) ont été

ajoutés a S5g de la poudre. Le filtrat obtenu est épuis¢ par HCI (2N). L’identification des
alcaloides a été réalisée gréace au réactif de Dragendroff qui donne un précipité rouge.

3.2.9 Lesglucosides
Quelques gouttes d’H2SO4 ont été ajoutées a 2g de la poudre de fruit. Une coloration

rouge brique ensuite violette se manifeste en présence de glucosides.

3.2.10 Lescoumarines
Un volume de 20 ml du mélange (éthanol /eau distillée V : V) est ajouté a 2g de la

poudre. La suspension obtenue est ensuite bouillie pendant 15 min a reflux puis filtrer et
laisser refroidir. L’identification des coumarines se fait par I’ajout de 10 gouttes de la solution
KOH (10%) a 3 ou 5 ml de filtrat et quelques gouttes d’HCl & 10% jusqu'a I’obtention d’un

milieu fortement acide. L’apparition d’un trouble indique la présence des coumarines.

3.2.11 Les sennosides
Une quantité de 2,5 g de la poudre analysée est introduite dans une fiole conique puis 50

ml d’eau distillée et 2ml d’HCI concentré sont additionnés. Un chauffage au bain-marie

pendant 15 min a été réalisé. Refroidir le mélange puis ajouter 40 ml d’éther.

On separe la phase organique éthérée de la phase aqueuse. On seche la phase éthérée sur
sulfate de sodium anhydre (Na2SO4H-0). Ensuite on évapore. Lorsque le résidu est refroidi,
on lui ajoute 5 ml d’ammoniaque (1/2).

La présence des sennosides est identifiée par une coloration jaune ou orange de la
solution. Le chauffage de cette solution au bain- marie pendant 2 min donne une coloration

violette rouge.




3.3 Caractérisation physico-chimique des fruits de gombo et la graine de lin
Les mémes protocoles opératoires ont été utilisés pour caractériser le fruit de gombo et

la graine de lin.

3.3.1 Détermination de la teneur en eau

3.3.1.1 Principe

Le séchage de I’échantillon a été réalisé dans une étuve avec ventilation d’air de type

Mammert & 105+ 03°C jusqu'a avoir un poids constant.

3.3.1.2 Mode opératoire
La détermination de la teneur en eau se fait de la maniére suivante:
Peser les capsules en aluminium et tarer les capsules puis peser dans chaque capsule
5g de I’échantillon, et les placer dans I’étuve ensuite retirer les capsules de 1’étuve, et
les placer dans un dessiccateur, apres refroidissement, on les pese, 1’opération est

répétée chaque 15 minutes jusqu'a 1’obtention d’un poids constant.

3.3.1.3 Expression des résultats
La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante:

H(%) = ~——x 100 (1)

Soit :

H(%) : humidite

Mz : masse de la capsule + la matiére fraiche avant séchage en (Q) ;
M2 . masse de la capsule + la matiére apres séchage (9) ;

P : masse de la prise d’essai en (g).

3.3.2 Mesure de pH (NF V 05-108, 1997)

3.3.2.1 Principe

La détermination du pH par la méthode potentiometrique, a été réalisée a 1’aide d’un

pH métre.




3.3.2.2 Mode opératoire

[1 Macérer 4g de I’échantillon dans 100ml d’eau distillée chaude et agiter et laisser le
mélange refroidir puis étalonner le pH métre en utilisant une solution tampon ensuite
prélever un volume V de 1’échantillon suffisamment important pour permettre

I’immersion de 1’¢lectrode enfin noter la valeur du pH.

3.3.2.3 Remarque

I1 faut rincer 1’¢lectrode avec 1’eau distillée avant chaque mesure puis sécher a 1’aide du

papier absorbant.

3.3.3 Détermination de la teneur en cendres (NF V 05-113, 1972)

3.3.3.1 Principe
L’échantillon a analyser a été calciné a 550°C dans un four a moufle jusqu’a

I’obtention des cendres blanchatres de poids constant.

3.3.3.2 Mode opératoire
[ Dans des creusets en porcelaine, peser 5g de 1’échantillon et placer les creusets dans
un four a moufle fermé; la température est augmentée progressivement de maniere a

éviter une calcination violente de produit ce qui entrainerait des pertes maintenues a

une température de 550°+15°C jusqu'a 1’obtention d’une poudre de couleur blanchétre

de poids constant enfin retirer les creusets du four et les mettre a refroidir dans le

dessiccateur, puis les peser.

3.3.3.3 Expression des résultats
La teneur en cendres est calculée par la formule suivante:
MO% = "= x 100 )
Soit:
MO: matiére organique en (g) ;
M1 masse de creuset + la prise d’essai en (g) ;
Ma: masse de creuset apres incinération en (Q) ;

P: masse de la prise d’essai (g).

Tc% = 100- MO




Soit:

Tc: Taux de cendres.

3.3.4 .Détermination de I’acidité titrable (NF V 05-101, 1974)

Le principe de cette méthode consiste en un titrage de 1’extrait de la matiere végétale
analysée avec une solution d’hydroxyde de sodium NaOH (0,IN) en présence de

phénophtaléine comme indicateur de couleur.

3.3.4.1 Mode opératoire

[ Peser 10g de I’échantillon et placer le dans une fiole conique, puis ajouter 70ml d’cau
distillée récemment bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu'a 1’obtention d’un liquide
homogeéne ensuite chauffer le contenu au bain marie pendant 30mn puis Refroidir,
transvaser quantitativement le contenu de la fiole conique dans une fiole jaugée de
100ml et compléter jusqu’au trait de jauge avec 1’eau distillée, bien mélanger puis
filtrer et additionner 10ml du filtrat aux 10ml d’eau distillée enfin ajouter trois gouttes
de phénolphtaléine et tout en agitant, titrer avec de la solution d’hydroxyde de sodium

0,IN jusqu’a I’obtention d’une couleur rose persistante pendant 30 secondes.

3.3.4.2 Expression des résultats

L’acidité titrable est calculée selon la formule suivante:
175xV1

A% = Yo @

Soit;

M: masse prélevée en gramme;

Vo: volume en ml de la prise d’essai;

V1: volume en ml de la solution NaOH a 0,1N.

3.3.5 Dosage des sucres

Pour ce dosage, on met en évidence trois catégories de sucres a savoir: le saccharose,
les sucres totaux et réducteurs.
Avant de lancer les dosages, on prépare deux solutions Fehling A et B et les deux

filtrats (1) et (2) de compositions suivantes:




3.3.5.1 Filtrat (1)

[

Peser 10g de I’échantillon dans un bécher de 100ml et ajouter 2,5ml d’acétate de
plomb et Remplir jusqu’au 2/3 du volume de bécher avec I’cau distillée puis agiter a
plusieurs reprises et laisser reposer pendant 15min ensuite ajuster avec d’eau distillée

a 100ml enfin homogénéiser et filtrer sur un papier filtre et récupeérer le filtrat.

3.3.5.2 Filtrat (2)

[

Soit:

Prélever 50ml du filtrat(1) et ajouter 5ml d’HCI concentré puis chauffer le mélange au
bain marie a 70°C pendant 5 min ensuite neutraliser avec NaOH (10N) en présence de
phénolphtaléine a 1%.

Dosage des sucres totaux

Mode opératoire

Prélever 5ml de la solution Fehling A et 5ml de la solution Fehling B et ajuster jusqu'a
100ml avec I’eau de robinet puis chauffer le contenu jusqu'a ébullition durant 2min
ensuite titrer par le filtrat(2) obtenu jusqu’a la disparition de la couleur bleue et
ajouter 2 gouttes de bleue de méthyléne jusqu’a ce que la coloration bleue soit
remplacée par une coloration marron cuivrée enfin noter le volume de filtrat (2) V-.
Expression des résultats

La quantité des sucres totaux dans la prise d’essai est donnée par la formule suivante:

500

St = Vx(V2-0.05)

x 10 (5)

St: quantité des sucres totaux (g/100ml) ;

V: volume de la prise d’essai;

V2. volume du filtrat (2) utilisé au titrage.
b-
v

U

Dosage des sucres réducteurs

Mode opératoire

Introduire 5ml de la solution Fehling A et 5ml de la solution Fehling B dans un bécher
de 500ml et ajuster jusqu’a 100ml avec I’eau de robinet puis chauffer le contenu
jusqu’a I’ébullition durant 2mn puis titrer par le filtrat(1) jusqu’a ce que la teinte
bleue disparaitre et ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne et continuer le titrage
jusqu’a ce que la coloration bleue devienne rouge brique enfin arréter le titrage et

noter le volume du filtrat (1) dépensé V.




v' Expression des résultats
La quantité de sucres réducteurs dans la prise d’essai est calculée selon la formule

suivante:

240
Sk = oo ©)

Soit:
Sr: quantité des sucres réducteurs (g/100ml) ;
V: volume de la prise d’essai (ml) ;
V1. volume du filtrat (1) utilisé pour le titrage.
C-Taux de saccharose
La guantité de saccharose est calculée selon la formule suivante:
S =(Sr—Sg) x0.95 (7)
Soit:
S: quantité de saccharose (g/l) ;
St: quantité des sucres totaux (g/l) ;

Sr: quantité des sucres réducteurs (g/l).

3.3.6 Dosage de I’acide ascorbique

Le dosage direct de I’acide ascorbique par la méthode iodométrique.

3.3.6.1 Principe

Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydation de 1’acide ascorbique par I’iode en

milieu acide.

3.3.6.2 Mode opératoire
(1 Prendre 50ml du filtrat et ajouter 3ml de I’acide sulfurique (H2SO4) a 0,1N et quelques
gouttes d’amidon & 0,5% comme indicateur coloré ensuite titrer le melange par une

solution d’iode a 0,05% jusqu'a I’apparition de la couleur bleue.

3.3.6.3 Expression des résultats
La quantit¢ d’acide ascorbique que contient 1l de filtrat est donnée par la formule
suivante:
Y=NXx20x44 D’acide ascorbique par litre. (8)
Soit:




N: nombre de ml d’iode versé;

Y: quantité de la vitamine C dans 1’échantillon (mg/1).

3.4 Extraction et dosage des substances bioactive

3.4.1 Extraction de matiere grasse par soxhlet

3.4.1.1 Principe

Un extracteur soxhlet (ou appareil de soxhlet) est une piéce de verrerie utilisée en
chimie analytique et en chimie organique, elle permet de faire I’extraction par solvant continu.
Cet appareil porte le nom de son inventeur Franz VVon Soxhlet (figure 5)

La graine de lin est épuisée en matiere grasse par le passage de solvant. On estime
qu’une extraction est totale au bout de 2 heures. Le solvant utilisé est: 1’hexane. Une fois
I'extraction est terminée le solvant est récupéré a l'aide d'un Rotavapeur. Cette extraction
repose sur le principe suivant : les composés apolaires comme les corps gras sont insolubles
dans les composés polaires comme I’eau, mais solubles dans les solvants apolaires tels que
I’hexane. Le point d’évaporation de 1’hexane étant inférieur a celui de la matiére grasse a

extraire, il est donc trés facile de les separer par chauffage.

3.4.1.2 Mode opératoire

30 g de la poudre de la graine de lin sont mis dans la cartouche, puis celle-ci est placée
dans le tube spécialement congu reli¢ a un ballon contenant 500ml de I’hexane puis on
procéde au chauffage du solvant, Le montage de l'appareil est lié a un réfrigérant en le
branchant & un robinet puis brancher la prise du chauffe-ballon et régler la température a 60°
C pensant 1 h et 30 min (I’extraction a ¢été réalisée pendant environ 8 cycles) ensuite
débrancher le chauffe-ballon. Arréter le robinet aprés refroidissement puis démonter I’appareil

, ’hexane de D’extrait a été évaporé sous vide a I’aide d’un Rotavapeur, la matiére grasse

obtenue a été analysée par la chromatographie phase gazeuse (CPG) pour déterminer le profil

des acides gras (annexes 4 et 5). Enfin La matiére grasse obtenue doit étre conservée au frais
et a ’obscurité pour que les acides gras ne perdent pas leur activités d’une part et empécher

leur oxydation d’autre part.

3.4.1.3 Expression des résultats

Le taux de la matiére grasse est calculé selon la formule suivante :




MG(%) = = x 100 % 9)

P2 : poids du ballon vide (g).
P1 : poids du ballon apres évaporation(g).
ME : masse de la prise d’essai(g).

MG : taux de la matiére grasse(g).

Réfrigérant

Cartouche

Hexane

Chauffe-ballon

Figure 5: Montage d’extraction de la matiére grasse par soxhle

3.4.2 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols ont été déterminés par spectrométrie selon la méthode de Folin-

ciocalteu (Singleton et al.1999). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange

d’acide phosphotungstique

3.4.2.1 Principe
Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-ciocalteu en un
complexe ayant une couleur constitue d’oxyde de tungstéene (Wg O23) et de molybdéne (Mos
O23), I’intensité de la couleur est proportionnelle au taux des composés phénoliques oxydés
(Biozot et Charpentier. 2006).

3.4.2.2 Mode opératoire
La poudre du végétal (0,25g) a été soumise a une extraction par macération dans deux
solvants, 1’eau distillée et 1’éthanol (10 ml) pendant 72 h . Les extraits obtenus sont filtrés puis

dosés par le protocole présenté dans la figure 6




0,5ml d’extrait de 1’échantillon

N
v

Ajouter 5 ml d’eau distillée J

V.
Bien mélanaer J

v

Ajouter 0,5 ml de réactif de Folin-ciocalten’s
v

Laisser reposer 3 min

v

Ajouter 0,5 ml de carbonate de sodium a 20%

v

Bien mélanger J

v

Incubation pendant heure a température ambiante J

et a’abri de la lumiére

v

Mesure 1’absorbance a 760nm J

Figure 6: diagramme de dosage des polyphénols totaux (Singleton et al.1999)

3.4.2.3 Courbe d’étalonnage
La concentration en composés phénoliques totaux a été déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique comme standard d’étalonnage (annexe 6).
Les resultats des polyphénols totaux sont exprimés en milligramme d’Equivalent

d’Acide Gallique par gramme de Matiére Séche de plante (mg EAG /g MS).

3.4.3 Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium AlCl3 (Kosalec et al. 2004) a été adoptée pour

quantifier les flavonoides dans les différents extraits obtenus (Figure 7).

3.4.3.1 Principe




La quantification des flavonoides a été effectuée par la methode basée sur la formation
d’un complexe tres stable ,entre le chlorure d’aluminum et les atomes d’oxygene présents sur

les carbones 4 et 5 les flavonoides ( ali-Rachedi et al.2018)

1ml d’extrait de 1’échantillon J

Ajouter Iml d’AlIClz a 2% J

Incubation pendant 10min a ’ombre a la
température ambiante

Mesure de 1’absorbance a 430nm J

Figure 7: Etapes de dosage des flavonoides

3.43.2 Courbe d’étalonnage
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire réalisée par la Quercétine comme étalon a différentes concentrations (0,001-

0,01mg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en milligrammes d’Equivalent de Quercétine par gramme

de matiere seche (mg EQ/g MS) présentés dans I’annexe 7.




3.4.4 Dosage des caroténoides

3.4.4.1 Principe

Les caroténoides sont des composés insolubles dans 1’eau et soluble dans les solvants

apolaire tels que 1’hexane et le chloroforme. L’extraction de ces substances consiste a utilisé

deux phases : une phase apolaire qui permet la récupération des caroténoides et une phase

polaire (éthanol/acétone) qui élimine les interférents tels que les polyphénols et les

flavonoides (Ammara et Dilmi .2017).

Mode opératoire

Peser 0,5 g de la poudre végétale finement broyée et ajouter 20 ml du mélange
hexane/acétone/éthanol (2 :1 :1) ensuite agiter le mélange a 1’abri de la lumiére pendant 30
minutes puis filtrer et récupérer la phase supérieure par 10 ml d’hexane pour une
deuxiéme extraction et réunir les deux phases enfin lire 1’absorbance a 450 nm pour le
dosage des caroténoides totaux , les concentrations des caroténoides sont estimées en se
référant a la courbe d’étalonnage utilisant la solution mere de PB-carotéene (0,1g/ml de
solvant) et les résultats sont exprimés en mg/100g d’extrait (Voir annexe 8 de la courbe

d’étalonnage de la B carotene).

3.4.5 Extraction de mucilage du gombo et la graine de lin

Préparer deux béchers, ajouter 30 g de poudre de fruit de gombo dans 1’'un et 30 g de la
poudre de la graine de lin dans 1’autre bécher, et ajouter 30 ml d’eau distillée dans les deux
béchers.

-Placer les deux béchers dans un bain marie a 50°C pendant 96 min, puis précipiter les deux

solutions par 35 ml d’éthanol et sécher a 40°C ou a I’aide d’un lyophilisateur

3.5 Indice de gonflement des poudres des formulations élaborées

3.5.1 Principe

L’indice de gonflement est le volume en ml occupé par 1gramme de poudre, y compris

le mucilage qui y adhére, qui a été mis a gonfler dans un liquide aqueux (Paris ,1976).




3.5.2 Mode opératoire

Dans une éprouvette graduée a bouchon rodé, de 20 cm de hauteur sur 20 mm de
diamétre, introduire 1g de poudre. Humecter la poudre avec Iml d’alcool et ajouter 25 ml
d’eau. Agiter énergiquement toutes les 10 min pendant 1 h. Laisser reposer pendant 2h.

Mesurer le volume occupé par la poudre. Effectuer 3 essais simultanément. L’indice de
gonflement est donné par la moyenne des 3essais.

IG = (V14 V2 +V3)/3 (10)

3.6  Pastillage de poudres des formulations élaborées

Les comprimés sont généralement fabriqués par compression d’un volume constant de
particules obtenues par la méthode de granulation. L’opération de compression nécessite des
presses qui peuvent étre alternatives ou rotatives. C’est 1’ensemble matrice/ poingons qui va
déterminer la forme du produit fini.

Cependant, compte tenu des propriétés des poudres (ou mélange de poudres) qui sont
trés sensibles a la manutention, a la provenance ou a la manipulation, la réussite du procédé
de compactage et la formation d’un comprimé conforme demande une compréhension des
propriétés  fondamentales des poudres. Ces propriétés, peuvent-étre d’ordre
physico-chimique et/ou mécanique, permettent d’expliquer comment une formulation pourrait

se comporter en compression.

3.6.1 Protocole opératoire

Chaque pastille €laborée pése 4 g, une balance de précision permet de peser
la masse de grains pour l'introduire dans la matrice . L’introduction manuelle des grains peut

provoquer une perte dans la masse pesée initialement a été surestimée a 2 %, c’est pour ¢a

nous avons ajouté quelques milligrammes.

Le pastillage des poudres de formulations élaborées a été réalisé a 1’aide d’une presse
manuelle HERZOG (Figure 8) ; en utilisant des poincons ronds et plats et avec un diametre de
40 mm. Le poids moyen de chaque pastille est de I’ordre de 4g +0,05g.

Les pastilles elaborées présentent des résistances mécaniques suffisantes pour pouvoir étre

manipulées sans s’effriter, ni se briser.




Figure 8 :Appareil de la pastilleuse (HERAZOG).

3.7 Analyses galéniques des pastilles

Certaines propriétés physiques et galéniques des pastilles élaborées ont été
déterminées citant : I’épaisseur, la dureté et y compris I'¢tude in vitro (Taux de

gonflement) a été effectuée dans une solution (eau distillée).

3.8  Taux de gonflement
Sachant que les comprimés une fois consommées pénetrent dans le tube digestif ou
I’estomac et ils vont subir un processus spontané d’absorption par les macromolécules telles
que (protéines, cellulose...) s’accompagnant d’une importante augmentation du volume.
Dans le but de montrer le comportement rhéologique des constituants de nos pastilles
au niveau de I’estomac nous avons utilisé : I’eau distillée.
Pour réaliser ce test, les pastilles ont été pesées avec précision puis placées dans des

béchers contenant 100 ml de solution (eau distillée) ; Aprés 5, 10, 15,30 minutes d’incubation

a température ambiante, chaque pastillé a été retirée du milieu et Iégerement épongée avec le

papier absorbant pour enlever I’exces du liquide puis repesée.




3.9 Activité antioxydante

3.9.1 Testdu DPPH

La capacité antioxydante des extraits de gombo et de la graine de lin a été déterminée
selon la méthode de Kim et al. (2002). L’extrait de plante (0,1 ml) est ajouté a 2,9 ml de
DPPH a 0,004% (P/V) dans du méthanol- eau (8 : 2).

La lecture de I’absorbance est faite a 517 nm apres 30 mn d’incubation dans I’obscurité.
Un blanc constitué de 50 % de méthanol et la solution de DPPH accompagné la lecture de
chaque série. La vitamine C (acide ascorbique) est utilisée comme composé étalon et le
résultat est exprimé en mg de vitamine C équivalent (mg VCE) par g de matiére séche. La
solution radicalaire de DPPH est préparée fraichement et les essais sont repris au moins trois
fois (Kim et al. 2002)

0,1 ml d’extrait 2.9 ml de DPPH

e

100pg/m 200ug/m 300ug/m 400ug/m 500ug/ml

Incubation 30 mln a ’obscurité

Lecture de ’absorbance a 517 nm

Figure 9 : Protocole de test du DPPH (Kim et al.2002).




3.10 Mesure de la viscosité des gels élaborés
La caractérisation rhéologique des gels des formulations élaborées F1, F2, F3 et F4 a été
effectuée par un rhéometre HAAKE VTS50 au niveau de 1’Unité de recherché de I’Université

de Boumerdes.

3.10.1 Mode opératoire

-Mettre une goutte de gel sur le plateau de Visicometre (Figure 10) de type (HAAKE
VT550) puis allumer ce dernier. La programmation et la mesure se font avec le logiciel
(HAAKE Rheowin 4.63.0004), puis les résultants sont présentés sous forme des courbes
traduisant la viscosité des gels.

Figure 10: Préparation de 1’échantillon dans le Viscosimetre (a) Viscosimétre en marche (b)

3.11 Analyse par microscope électronique a balayage (MEB)

Le microscope électronique a balayage permet d'obtenir des images a informations

topographiques. Il fournit en particulier des informations sur la taille des grains.

L'analyse par microscopie électronique a balayage en utilisant un appareil de modéle
MEB de type Philips ESEM XL 30 a filament de tungstene couplé a un systeme complet de la
microanalyse X.




Figure 11 : Appareil de microscope électronique a balayage.

3.12 Activité antimicrobienne des extraits éthanolique préparés a base de la poudre de

fruit de gombo et la poudre de la graine de lin et les quatre formulations élaborées

3.12.1 Principe

La méthode de diffusion sur des disques dont le principe est la détermination de la
sensibilité des souches bactériennes (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus MU 50, Enterococcus feacalis et Bacillus creus) vis-a-vis les extraits a tester a été
utilisée.

3.12.2 Préparation des milieux de culture

Dans notre travail nous avons utilisé les milieux de culture suivants:

La gélose Muller Hinton (MH) a été utilisée pour les souches bactériennes.

3.12.3 Préparation des disques

Des disques stérilisés du papier Wattman de 6mm de diamétre ont été utilsés, ces
disques sont mis dans un tube a essai, a stériliser dans un autoclave et les garder le jusqu'a

[’utilisation.




3.12.4 Préparation des prés cultures

Dans des boites Pétri les souches bactériennes a tester ont été cultivées contenant de la

gélose nutritive et incubées pendant 18 4 20 h a 37°C. A la fin de I’incubation, on obtient des

cultures jeunes de colonies isolées.

3.12.5 Standardisation des suspensions bactériennes

A l'aide d’une pipette Pasteur, nous avons prélevé quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et ont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0,9% de sel
(NaCl). La suspension bactérienne est bien homogénéisée.

L’absorbance (densité optique) de chaque suspension a €té mesurée a une longueur

d’onde de 620 nm et doit &tre comprise entre 0,08 et 0,1.

3.12.6 Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des disques

La méthode de diffusion a partir d’un disque a été utilisée pour mettre en évidence
I’activité antimicrobienne

Les disques préparés sont imbibés de 10 pl de chaque extrait. Par ailleurs, la gélose de
Mueller-Hinton stérile a été coulée dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre jusqu’a une
épaisseur de 4 mm puis laisser refroidir.

Des boites de Pétri stériles préalablement coulées, les souches ont été ensemencées par
écouvillonnage a I’aide d'un écouvillon stérile, en tournant chaque fois la boite environ 60°de
telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries.

A l'aide d'une pince stérile, les disques contenant les produits a tester ont été déposés a la
surface de la gélose.
L'activité antimicrobienne est déterminée en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition

qui apparit aprés incubation ( 24/37°C).

3.12.7 Lecture

La lecture se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition et peut étre
symbolisée par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de 1’extrait
- Souche non sensible (-) ou résistante: diamétre <a 0,8 cm ;
- Souche sensible (+): diametre compris entre 0,9 et 1,4 cm ;

- Souche tres sensible (++): diamétre compris entre 1,5et 1,9 cm;




- Souche extrémement sensible (+++): diamétre >a 2,0 cm.




Chapitre VI: Résultats et discussion

1 Reésultats de la caractérisation morphologique du fruit de gombo et des graines de

lin

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous ;

Tableau VIII: Résultats des poids moyens de fruit de gombo (n=35) et les graines de lin

(n=100)

Gombo séché a
60°C

Gombo séché a
50°C

Gombo séché a
Pair libre

Graines de lin

(en poudre)

Pm + P’écart

45+ 6

39+6

38,66 + 0,94

1,93 +0,0203

type (9)

D’aprés le tableau (II1I11), les poids moyens des fruits gombo séché a des
températures inférieures ou égales a 50°C sont presque similaires. Par contre les fruits de
gombo séchés a 60°C possédent un poids moyen un peu élevé.

Nous expliquons la différence de poids de trois types de fruits de gombo soumis aux
différentes conditions de séchage par la taille de fruit séché initialement qui n’est pas
homogeéne et aussi au phénomene de sorption de I’humidité suite a un séchage a la

température de 60°C.

2 Reésultats d’analyse phytochimique du fruit de gombo et des graines de lin

Les résultats des tests phytochimiques du fruit de gombo et des graines de lin sont

regroupés dans le tableau IX.




Tableau IX : Résultats d’analyse phytochimique de fruit de gombo et des graines de lin

Composés

phytochimiques

Observation et disponibilité

Résultats

Fruit de gombo

Graine de lin

Anthocyanes

Absence de couleur rouge (-)

Absence de couleur rouge (-)

Tanins galliques

Coloration bleu noire (+)

Absence de coloration bleu noire

)

Tanins

Absence de couleur bleu

foncee (-)

Absence de coloration bleu foncée

)

Flavonoides

Coloration rouge orange (+)

Coloration rouge orangée

(++)

Saponosides

Présence de mousse (++)

Formation de mousse (+)

Quinones libres

Absence de couleur rouge

violette (-)

Absence de couleur rouge violette

()

Quinones

combinées

Absence de couleur rouge (-)

Absence de couleur rouge (-)

Alcaloides

Absence de précipité rouge (-)

Absence de précipité rouge (-)

Glucosides

Coloration rouge brique mais
pas de coloration violette

(+++)

Coloration rouge brique ensuite

violette (+++)

Coumarines

Apparition d’un trouble (+++)

Apparition d’un trouble

(+++)

Sennosides

Absence de couleur jaune ou

orange(-)

Absence de couleur violette rouge

)

(+) : présence en faible quantité.

(++) : Présence en quantité moyenne.

(+ + +) : présence en forte quantité

(-) : absence des composes




Le tableau 1X montre 1’absence des anthocyanes, tannins, tannins galliques, quinones
libres et combinées, alcaloides et sennosides au niveau de fruit de gombo. Ces résultats
coincidents avec ceux de Yora et Syukur. (2018) lesquels ont démontré 1’absence de
quinones analysant divers génotypes du gombo (Abelmoschus esculentus)

Par contre, les coumarines, saponosides, flavonoides, tanins galliques sont présents dans ce
génotype de gombo.

Nous constatons d’aprés ce tableau que la graine de lin est riche en flavonoides.
Cependant, les tannins galliques, les quinones libres et combinées, les alcaloides et les
sennosides sont absents.

Notamment, les coumarines sont présentes dans les deux matieres végétales analysées ;
ces composes phénoliques exercent une activité anti-inflammatoire et aussi une activité
antimicrobienne (Tiwari et al. 2016).

En effet, les flavonoides sont des substances solubles dans I'eau, ont un réle antioxydant,
capables de piéger de radicaux libres, et peuvent prévenir les dommages cellulaires oxydatifs.

Elles ont également une forte activité anticancéreuse.

3 Résultats de la caractérisation physico-chimique du fruit de gombo et des graines de

lin

Les résultats de la caractérisation de certains paraméetres physico-chimiques (acidité

titrable (%), pH, teneur en eau (%)) du fruit de gombo, des graines de lin sont présentés

dans le tableau suivant :

Tableau X : Résultats de la caractérisation physico-chimique de fruit de gombo

et les graines de lin

Parametres Gombo séché a Gombo séché a | Gombo séché a | Graines de
physico- 50°C 60°C I’air libre lin

chimiques

pH 5,21+0,0003 5,16+0,00006 4,88+0,0023 5,56+0,0002

Teneur en eau 10 £0 10 +0 10 +0 1+0
(%)

Acidité titrable 2,62 4.7 3,9 11
(%0)




Les résultats du tableau X démontrent que les fruits de gombo et des graines de lin
présentent un pH acide.

Les fruits de gombo séchés a différentes températures possédent des humidités similaires
élevées de (10%), cette teneur d’humidite favorise le développement des microorganismes.

Il est constaté que que I’augmentation de la température de séchage influence 1’acidité du
fruit de gombo. En effet, les fruits de gombo séchés a 50°C et a 60°C présentent des valeurs
élevées en acidité qui sont de 2,62% et 4,7% respectivement. Ces valeurs sont supérieures a
celles rapportées par Dos Santos et al. (2019) séchant les fruits de gombo aux mémes
températures 1’acidité des fruits de gombo sechés a 50°C est de 0,83% et celle des fruits de
gombo séchés a 60°C est de 0,61%.

Les resultats de la caractérisation physico-chimique des fruit de gombo et les graines de lin

sont présentes dans le tableau ci-dessous

Tableau XI: Résultats du dosage des sucres contenus dans les extrait des fruit de gombo et

des graines de lin

Gombo séché a Graines de lin

Pair libre

Sucres 4,66

Sucres totaux
(g/ml)

Taux de

saccharose

Sucres

réducteurs

D’aprés le tableau XI nous constatons aussi que le fruit de gombo est riche en sucres totaux
contrairement aux graines de lin ou ils sont complétement absents .

Nous constatons aussi 1’absence de la vitamine C chez la poudre de gombo et des graines

de lin ceci peut s’expliquer d’une part, ’effet de la température de séchage qui influence

négativement la conservation de la vitamine C et du stade de la récolte d’autre part.




3.1 Résultats des formulations élaborées F1, F2, F3, F4

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous ;

Tableau XI1 : Aspect des formulations élaborées

Formulations | Formulations sous | Formulations sous forme de poudre
forme

Coagulée

———

Les résultats de la caractérisation physico-chimique des formulations élaborées F1, F2, F3,

F4 sont présentés dans le tableau ci-dessous




Tableau X111 : Résultats du dosage des sucres des quatre formulations élaborées

Parameétres physico- | Formulation 1 | Formulation 2 | Formulation 3 | Formulation
chimiques 4
Sucres 1,95 0
Sucres totaux
(9/l) Taux de 1,77
saccharose
Sucres 0,08

réducteurs

Les résultats du tableau X111 révelent que la formulation F3 est plus riche en sucres totaux,
mais la teneur est moins importante que celle du fruit de gombo. Cependant, les autres
formulations Flet F4 sont dépourvues des sucres.

Nous constatons aussi I’absence de la vitamine C I’ensemble des formulations élaborées

ceci peut s’expliquer d’une part l'effet de la température de séchage qui influence

négativement la conservation de la vitamine C et du stade de la récolte d’autre part.

4 Résultat des extraction et dosage des substances bioactives

4.1 Résultats d’extraction de la matiere grasse des graines de lin

La matiére grasse extraite des graines de lin est présentée dans la figure suivante :

Figure 12 : Résultat d’extraction de matiére grasse des graines de lin.




Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous ;

Tableau X1V : Profil en acides gras d’huile des graines de lin obtenu par chromatographie en

phase gazeuse (% m/m d’esters méthyliques)

Composition et teneur en acides gras d’huile des graines de lin en (%)

Acides gras Denomination Huile des graines | Huile extraite
de lin des graines de
commercialisée lin
par Soxhlet
C14:0 Acide Myristique 0,05 0,05
C16:0 Acide palmitique 6,55 5,31
C16 107 Acide palmitoléique 0,05 0,05
C18:0 Acide stéarique 5,06 4,84
Cl18: 109 Acide oléique 19,82 20,21
C18 :2mw6 Acide linoléique 22,92 15,96
C18:3m3 Acide linolénique 44,75 52,69
C20;0 Acide Arachidonique 0,21 0,13
C20:1 Acide gondoique 0,14 0,28
C22:0 Acide Béhenique 0,21 0,10

Dix acides gras sont identifiés dans les deux huiles analysées ( Figure 13 ) a savoir
I’acide gondoique , Béhenique, Arachidonique, linoléique, oléique, stéraique, linolénique, et
I’acide palmitique a différents pourcentages. Cependant, 1’acide palmitoléique et 1’acide
Myristique sont présents sous forme de traces dans les deux types d’huiles analysées.

L’huile des graines de lin est trés riche en @3 (acide linolénique), en w6 (Acide linoléique)

et en ®9 (Acide oléique) ; des teneurs presque similaires caractérisent les deux huiles

analyseées.

Les acides gras w6 et surtout ®3 sont bénéfiques pour la santé humaine, notamment ils
préviendraient 1’apparition de certains cancers, de I’athérosclérose et de I’obésité (Kaleem,
2013). En outre, ces acides peuvent réduire le risque des maladies cardiovasculaires en

diminuant le taux de triglycérides dans le sang.
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Figure 13: Comparaison entre les acides gras des deux huiles des graines de lin en %.

4.2  Résultats du dosage des polyphénols totaux du fruit de gombo, les graines de lin et

les formulations élaborées

Les taux de polyphénols totaux de nos extraits sont présentés dans le tableau XV.

Tableau XV : Résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits aqueux et

éthanoliques des différentes formulations, des fruits de gombo séchés a 1’air libre et des

gaines de lin.

Echantillons

Teneur en polyphénols de

P’extrait aqueux

(mg EAG/g MS)

Teneur en polyphénols de
P’extrait éthanolique

(mg EAG/g MS)

F1

0,308

0,271

F2

0,451

0,894

F3

0,310

0,282

F4

0,563

0,178

Fruits de gombo séchés a

P’air libre

0,487

0,242

Graines de lin

0,298

0,284




Nous remarquons d’apres le tableau XV que les extraits aqueux des formulations F4
et F2 et le fruit de gombo présentent des teneurs élevées en polyphenols respectivement
(0,563mg EAG/g MS ; 0,451 mg EAG/g MS et 0,487 mg EAG/g MS).

L’extrait éthanolique de la formulation F2 présente la meilleure valeur en polyphénols
totaux. Cette déférence dans les teneurs peut étre attribuée aux divers facteurs notamment le
type de solvants, les facteurs intrinséques (génétique) et

extrinseques (origine géographique, conditions climatiques, les pratiques culturelles, la

maturité a la récolte et les conditions de stockage).

4.3 Résultats d’analyse des flavonoides

La concentration des flavonoides est calculée selon 1’équation de la courbe
d’étalonnage suivante DO = C x 0,0942

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau XVI1 : Résultats du dosage des flavonoides des extraits aqueux et éthanoliques des

différentes formulations, des fruits de gombo séchés a 1’air libre et des graines de lin.

Extrait ethanolique | Concentration des Extrait aqueux Concentration des
flavonoides (mg flavonoides (mg
EQ/g d’extrait EQ/g d’extrait

éthanolique) aqueux)

7,85 5,83

F2 6,38 F3 4,03

F3 8,05 F3 5,83

F4 7,21 F4 4,45

Poudre des fruits de 7,32 Poudre des fruits de 4,67

gombo gombo

Poudre des graines Poudre des graines 1,67

de lin de lin




Nous remarquons d’apres le tableau XVI que les extraits éthanoliques de 1’ensemble des
formulations, la poudre des fruits de gombo et les graines de lin présentent des teneurs élevées
en flavonoides en comparaison avec leurs extraits aqueux. Nous constatons aussi que, 1’extrait
éthanolique de la formulation F3 est le plus riche en flavonoides dont la valeur est de 8,05 mg
EQ/g d’extrait.

Nous pouvons conclure que 1’éthanol est le meilleur solvant d’extraction de ces substances

bioactives.

4.4 Résultats du dosage des caroténoides

Les résultats obtenus sont présentés dans la  figure ci-dessous ;

5
4,5

4

Concentration 3,5
en 3
caroténoides 2,5

mg/100 g 2

d'éxtrait 1> I m Sériel
1
0,5
oAj l = N

grines de Fruits de
lin gombo

Echantillons

Figure 14: Histogrammes représentant les concentrations en caroténoides des différents

échantillons .

Les résultats de la figure 14 démontrent que la formulation F3 est trés riche en
caroténoides par rapport aux autres formulations dont la valeur est de 4,5 mg/100g d’extrait.

Cependant, les graines de lin et le fruit de gombo présentent des concentrations faibles en

caroténoides (1,48 mg/100g d’extrait ; 0,81 mg/100g d’extrait) respectivement.




4.5 Résultats d’extraction du mucilage des graines de lin et le fruit de gombo

Les graines de lin et le fruit de gombo possédent de mucilage (Figure 15). Cette substance
a plusieurs applications alimentaires (additif, comme agents de fouettage, de texturation,
d’émulsifiant, épaississant et gélifiant). Les mucilages possedent plusieurs activités
anticancéreuse, antimicrobienne, hypoglycémique et antiulcéreuse (Gemede et al. 2018).
L’efficacité des mucilages des graines de lin a prévenir l'inflammation intestinale, diminuer la
glycémie et le cholestérol sanguin, et comme lubrifiant pour la peau et méme sous forme de

mucus artificiel a été prouvée (Fabre et al.2014).

Figure 15 : Aspect du mucilage extrait de fruit de gombo (a) et des graines de lin (b)

A la lumiére de ces résultats nous pouvons conclure que les graines de lin et le fruit de gombo

constituent une source de substances bioactives de haute valeur biologique.

5 Résultats d’indice de gonflement de différentes formulations en poudre

Les résultats d’indice de gonflement sont illustrés dans le tableau XVII .

Apres 3 heurs de repos, deux phases sont observées pour I’ensemble des formulations, une
phase présente les particules gonflées et I’autre présente le surnagent, donc les graines de lin
possédent des mucilages.

Nous remarquons aussi I’apparition d’une fine couche d’huile sur la surface de surnagent
pour les formulations F1 et F2 celles-ci présentent les plus grandes valeurs d’indice de

gonflement (6.33ml : 5,7ml) respectivement, en comparaison aux autres formulations.




Tableau XVII : Indice de gonflement des différentes formulations

Formulations | Indice de gonflement Formulations | Indice de gonflement

apres 3 heures apres 3 heures

1G=4,76+0,10

1G=5,7+0,18

1G=2,66+0.22

6 Résultats de caractéristiques physiques des pastilles

Selon la caractérisation mécanique préliminaire, la valeur de 160 kPa s'est avéree la force
optimale pour avoir des pastilles avec une friabilité acceptable. Les pastilles sont tres fragiles
et friables au-dessous de cette valeur.

Il est connu que la force de compression, est le facteur principal qui détermine le taux
d’érosion.

Les résultats de quelques propriétés physiques de cing types de pastilles des formulations
(F1, F2, F3, F4) et celles de la poudre des graines de lin sont récapitulés dans le tableau

suivant :




Tableau XVIII: Quelques propriétes physiques des pastilles élaborées

Formulations F1 F2 F3 F4 Poudre des graines de lin
Poids (Q) 3,99 3,35
Force exercée (KPa) 160
Epaisseur (mm) 3,65
Diametre (mm) 40+0 ,05

Afin d’obtenir des pastilles de méme poids, une masse de 4 g a été pesée pour chaque
formulation. Lors de la compression, le poids des pastilles a base de la poudre de graine de lin
a diminué a cause de la libération de I’huile par les graines de lin.

L’aspect des pastilles differe selon la composition des formulations (Figure 16).

Figure 16 : Aspect des pastilles des formulations élaborées.

6.1 Taux de gonflement des pastilles

La figure suivante présente la cinétique des taux de gonflement des pastilles

des formulations élaborées dans 1’eau distillée.
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Figure 17: Cinétique de taux de gonflement des pastilles.

Figure 18: Photographie d’évolution des taux de gonflement des pastilles des formulations

F1, F2, F3, F4 et celle de la poudre des graines de lin dans un milieu de dissolution (eau
distillée).




Les pastilles des formulations F1, F2, F3 et F4 et celle de la poudre des graines de lin ce
différencient dans les temps de gonflement. Le temps de désintégration de I’ensemble des
pastilles élaborées est moins de 15 minutes donc conforme aux exigences de la pharmacopée
européenne qui préconise un seuil maximal de 15 minutes (Benahmed Dijillali et al , 2010).
Le temps réduit de désintégration est dd a la composition chimique de chaque formulation.

En particulier, les pastilles a base de la poudre des graines de lin seules se décomposent
complétement pendant I'essai de gonflement en quelques secondes, ceci confirme la non
possibilité d’élaborer des pastilles a base de poudre des graines de lin sans substances liantes.
Contrairement les pastilles contenant de 1’infusé de fruit de gombo qui est responsable de la
rigidité des pastilles puisqu'il est riche en mucilage responsable de la cohésion.

La prise d’eau des pastilles de toutes les formulations est due a la présence des fibres et
mucilage qui absorbent de I’eau.

Les résultats trouvés coincident avec ceux de Benahmed Dijillali (2012)
qui a signalé un taux de gonflement élevé pour des comprimés a base de la poudre de dattes
seche Mech-Degla par contre un taux tres faible a été constaté pour les comprimes a base du
mélange spiruline et de la poudre de dattes.

Nous pouvons conclure que les formulations possédent des propriétés trés intéressantes
de point de vue aptitudes technologiques (séchage, bon écoulent, compactage) et des
propriétés galéniques (dissolution totale rapide avec libération des principes actifs). On

préconise d’utiliser ces formulations soit comme principe actif a effet thérapeutique

(propriété anti-inflammatoire) soit comme excipient (agent liant) en utilisant ses composés de

mucilages par exemple.




6.2 Reésultats du test de libération des flavonoides des pastilles des formulations F1,

F2,F3, F4, et celles de la graine de lin dans I’eau distillée

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure ci-dessous ;

Résultat d'analyde de flavonoide de pastille en fonction de
temps

F2
concentration

de 25 /O 3

flavonoides Fa

mg/EQ/g
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20
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Figure 19: Concentrations des flavonoides libérés des différentes pastilles en fonction de

temps d’immersion dans ’eau distillée.

D’apres les résultats de la figure 19 nous remarquons que la libération des flavonoides
des pastilles des formulations élaborées dans 1’eau augmente avec le temps d’immersion dans
I’eau distillée. Nous constatons aussi que la formulation F1 libére une teneur importante en

flavonoides qui est de 2,55 mg EQ/g d’extrait durant 30 min. Cette teneur moindre par rapport

a celle libérée de la pastille de la poudre des graines de lin au bout de 10min 3,61 mg EQ/g

d’extrait.

L’ensemble des pastilles des différentes formulations élaborées et celles préparées a base de la
poudre des graines de lin présentent un temps de libération des flavonoides conforme a la PE,
(2010).




7 Résultats de I’activité anti-oxydante

Les résultats de 1’activité antioxydante de nos échantillons (Tableau XVII) sont exprimés
en tant qu’activité antiradicalaire ou I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en
utilisant la formule suivante :

% = [(Abs Echantillon - Abs de blanc)/Abs de blanc] x 100
% : pourcentage d’inhibition

Tableau XIX : Activité antioxydante des extraits éthanoliques et aqueux de fruit de gombo,

des graines de lin et les formulations élaborées.
Echantillons (%) d’inhibition

Extraits aqueux Extraits éthanolique

F1 4,5%1,5 77,263+13.77

F2 31,8+13,7 39,3+12,73

F3 6,06+3,59 30,3+4,5

F4 3,03%+1,5 40,09+14,19

Poudre des graines de lin 60,6+6,5 71,2+4,54

Poudre de fruit de gombo 10,6+4,5 43,39+4,8
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Figure 20 : % d’inhibition des extraits éthanoliques et aqueux de fruit de gombo et des

graines de lin et les formulations élaborées.

D’apres les résultats de la figure 20 nous remarquons que, 1’extrait éthanolique de la
formulation F1 et celui des graines de lin ont plus d’activit¢ antioxydante dont les
pourcentages d’inhibition sont présentés respectivement (77,26%, 71,2%).

Nous constatons aussi que I’extrait de fruit de gombo a un pourcentage d’inhibition de
valeur (43,39%), cette valeur est inférieure a la valeur déclarée par Yasin et al. (2020) qui est
de valeur (52,72%).

Le gombo a une capacité de traiter les ulceres gastriques qui sont causés par le stresse
oxydatif (Yasin et al, 2020), et peut étre utilisé en agroalimentaire, en cosmétique et en
industrie pharmaceutique (Kanfon et al. 2018).

Nous constatons aussi que, les extraits aqueux présentent des % d’inhibition (activité anti-
oxydante) moins importants que les extraits éthanoliques.

Alors, on déduit que les extraits éthanoliques ont la capacité plus importante d’inhiber les

radicaux libres que les extraits aqueux. Cette inhibition s’explique par la disponibilité des

flavonoides dans les extraits éthanoliques que les extraits aqueux possédant des teneurs

faibles en flavonoides.




8 Résultats d’analyse de la viscosité des gels des formulations (F1, F2, F3 et F4)
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Figure 21: Evolution de la contrainte de cisaillement des différentes formulations en fonction

de la vitesse de cisaillement.

La figure 21 démontre que la contrainte de cisaillement (1)
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Figure 22: Evolution de la viscosité en fonction de la contrainte de cisaillement des

différentes formulations.

Selon la figure 22 nous observons qu’une faible vitesse de cisaillement induit une
diminution rapide de la viscosité pendant les 50 premiéres secondes.

Alors on distingue que les 4 gels sont des fluides non-newtonien dans lequel la viscosité varie

en fonction de la vitesse de cisaillement rhéofluidifiant .Nguyen. (2010) déclare que les




fluides rhéofluidifiants ont une viscosité qui diminue avec 1’augmentation de la vitesse de

cisaillement (vitesse de déformation).

D’apres les figures 21 et 22 nous observons aussi que les gels des formulations F1 et F4
présentent des viscosités plus élevées que les deux autres gels.

En comparant avec le témoin (gel gastrique pharmaceutique gatimox), les 4 gels ont
presque le méme comportement que le gel pharmaceutique, celui-ci est moins visqueux que
les deux gels F4 et F1.

La diminution de la viscosité s’explique par I’augmentation du gradient de vitesse ou les
particules en suspension s’orientent dans le sens de I’écoulement, permettant un meilleur

glissement des particules (Nguyen, 2018).

9 Résultats d’analyse par Microscope Electronique a Balayage (MEB)

Les structures microscopiques des échantillons analysés par le MEB au grossissement

100um sont présentées par les figures suivantes :

 ;
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Figure 23: Structure microscopique de la formulation F1.
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Figure 24 : Structure microscopique de la formulation F2.
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Figure 25 : Structure microscopique de la formulation F 3.




Grace au microscope électronique a balayage (MEB), les structures microscopiques de
différentes formulations F1, F2 et F3 mettent en évidence une masse de particules qui sont de
type complexe avec la forme agglomerée. En tant que matériaux biologiques, les trois poudres
étudiées sont constituees de diverses particules de forme relativement irréguliéres non

poreuses de méme nature que les polymeres.

10 Activité antimicrobienne des extraits éthanoliques des quatre formulations (F1, F2,
F3 et F4), fruits de gombo et les graines de lin

Photographie des zonnes d’inhibition sont présentés dans 1’annexe 9et 10.
Les résultats d’activité antimicrobienne sont présentés dans le tableau ci-dessous ;
Tableau XX: Diamétre des zones d’inhibition des extraits des échantillons contre les souches

testées (Enterococcus feacalis et Bacillus creus, Staphylococcus aureus ATCC25923,

Staphylococcus aureus MU50).

Souches étudiées / Diametres des zones d’inhibition (mm)

Extrait

Enterococcus | Bacillus Staphylococcus Staphylococcus

éthanolique testé .
9 feacalis creus aureus aureus MU50

ATCC25923

F1 10,66+0,02 0 7

F2 0 11.6+0,086

F3 13+0,083 940,013

F4 9+0,043 9+0,09

Graines de lin 9,340,005 11

Fruit de gombo 9 13+0,013

Nous remarquons d’apres le tableau XX que les deux souches testées (Enterococcus

feacalis et Bacillus creus) sont résistantes aux extraits éthanolique des différents échantillons.
Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par Solomon et al. (2016) ont démontré que

Bacillus creus et Enterococcus feacalis sont résistantes aux extraits des fleurs de gombo, mais




elles deviennent plus sensibles en augmentant la concentration de 1’extrait de la fleur de
gombo.

Nous remarquons d’aprés le tableau (XX) que presque tous les extraits et ’infusé testés
se sont révélés actifs avec des zones d’inhibition différentes vis-a-vis toutes les souches
(Staphylococcus aureus MUS0 et Staphylococcus aureus ATCC25923). Cette inhibition est
due a la présence de molécules bioactives (flavonoides, coumarines, mucilage) .

L’infusé de fruit de gombo a exercé un effet inhibiteur le plus puissant, la plus grande
zone d’inhibition a été observée avec un diamétre d’inhibition (@= 13 mm) contre
Staphylococcus aureus MU50. Cependant, Staphylococcus aureus ATCC25923 a montré
une faible zone d’inhibition (moins sensible) en comparaison aux autres souches bactériennes
testées (& = 9 mm).

Nos résultats montrent aussi 1’absence de 1’activité antimicrobienne de F1 vis-a-vis les

souches testées (Staphylococcus aureus ATCC25923 et Staphylococcus aureus MU50) en

comparant aux extraits éthanoliques.
Nous pouvons conclure que 1’étude de ’effet dose de ces extraits semble étre intéressant
afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice CMI des substances présentes dans

ces extraits.




Conclusion générale

Au vu des résultats obtenus, 1’élaboration des formes nutraceutiques nouvelles a base de

graines de lin, I’infusé de gombo et du lait et les bactéries lactiques s’avére possible.

Cette étude de recherche a permis la caractérisation physico-chimique et phytochimique et
microbiologique des graines de lin et des fruits de gombo séchés a différentes températures
ainsi que la quantification de leurs substances bioactives (polyphénols totaux, tannins,

flavonoides, caroténoides, mucilages).

Les principaux résultats démontrent que le fruit de gombo et la poudre des graines de lin ont
une importance particuliere comme source de molécules bioactives ayant des propriétés
thérapeutiques. Parmi ces principes actifs les flavonoides, les polyphénols, caroténoides et les
polysaccharides. En outre, I’huile des graines de lin est riche en acides gras saturés en w3

(44.75%) et surtout en w6 avec une valeur (52.69%).

L’ensemble des formulations (F1, F2, F3 et F4), et les extraits éthanoliques de fruit de gombo

et des graines de lin présentent des activités anti-oxydantes trés intéressantes.

Les pastilles des formulations élaborées présentent des propriétés pharmacodynamiques

intéressantes (bon écoulement, temps de désintégration trés intéressent (15min))

Les extrait de fruit de gombo et des graines de lin présentent des substances bioactives
responsables de [D’inhibition de Staphylococcus aureus MUS50, Staphylococcus aureus
ATCC25923 avec des diamétres d’inhibition respectivement (11mm ; 9,3mm) pour les

graines de lin et (13mm ; 9mm) pour le fruit de gombo.
Comme perspectives il serait intéressent de développer les tests suivants :

v Test de dissolution des principes actifs des pastilles dans d’autres milieux similaires
au milieu gastrique ;
v' Tester quelques activités biologiques (anti-tumorale, anti-inflammatoire, anti-

hypertensive...)

v Analyse granulométrique de nos poudres ;

v L analyse sensorielle concernant ’acceptabilité générale des pastilles.




Le présent travail n’est que le commencement d'une longue investigation de I'étude des

plantes médicinales de sud d’Algérie. En I’occurrence ; ces €tudes, qui sont faites devront se
poursuivre a fin d’approfondir les connaissances scientifiques et technologiques pour tirer
plus d’informations et de renseignements mettant au clair le role alimentaire et sanitaire de
ces plantes et aussi pour identifier et caractériser de nouveaux médicaments traditionnels

améliorés.
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Annexes

Annexe 1

Tableau I- Appareillage, solvants, réactifs chimiques et milieux de culture, matériels

Appareillage, verrerie de
laboratoire

Produits chimiques

Milieux de culture

- Cuves

- Rotavapeur

- Spectrophotomeétre visible
(EV 9200)

-Agitateurs magnétiques
-Bain-marie

-Balance de précision 0,001g
(KERN 770)

-Balance analytique

- Broyeur type (moulin a
cafe)

-Viscosimeétre
-Etuve(MEMMERT)

-pH —meétre (INOLAB),
-Plague chauffante (RYPA)
-Spectrophotometre Uv-
visible (EV 9200)

-Verrerie : Béchers, , cuves
burettes,

fond

Réfrigérateur,

cristallisoirs, ballon

rond en verre, éprouvettes,

fioles, pipettes  gradées,
Pipettes Pasteur, ampoules a
décanter, flacons, entonnoirs,
creusets en  porcelaine,
cristallisoirs, spatules, pilon

Mortier, passoire, verre de

-Acétate de plomb

-Acide chlorhydrique
-Acide gallique

-Acétone

-Ammoniaque

-Carbonate de sodium
-Chloroforme

-Chlorure ferrique
-Hydroxyde de potassium
-Eau distillée

-Ethanol

-Ether d’éthylique
-Heptane

-Hydroxyde de potassium
-Hydroxyde de sodium
-1sobutanol

-Méthanol

-Propanol

-Reéactif de Dragendroff
-Réactif de Folin-ciocalteu
-Sulfate de sodium anhydre
-Lait de sachet pasteurisé

-Lait en poudre instantanee

-Gélose nutritive(GN)
-Muller Hinton(MH)




montre,  papiers  filtres,

spatules, tubes a essai....ect)

Annexe 2

Tableau 11 : Appareillage utilisé pour 1’activité antimicrobienne.

Appareillage

Matériel

Solutions

-Etuve bactériologique
(MEMMERT) : (Etuve 37°C étuve
28°C).

-Spectrophotometre visible
(MEDLINE)

-Réfrigérateur

-Autoclave de paillasse (WEBECO)

Anse de platine, bec bunsen,
boites Pétri, cuves, disques
stériles  (papier Wattman),
écouvillons,  embouts  en
plastiques stériles,
micropipettes, pince, pipettes
Pasteur, portoir pour tubes,
tube a essal.

-Eau distillée
-Eau physiologique
Stérile

-Eau de javel

Annexe 03

Tableau 111 : Résultats de screening phytochimiques.

Métabolites secondaires Fruit de gombo Graines de lin

Anthocyanes

()

Tanins galliques

(++)




Tanins (-)

Flavonoides

(+)

Saponosides (+++)

Quinones libres

()

Quinones combineées

(-

Alcaloide ( -)

Glucosides (+++)




Coumarines (++)

Sennosides (-)

Annexe 4
Chromatographie phase gazeuse (CPG)

Avant d’injecter notre échantillon dans 1’appareil de CPG (Figure au dessous), nous avons
réalisé

une méthylation de notre matiere grasse selon la méthode éthero-chlorhydrique.

Chromatozraphe CHROMPACHK CP%002

Intégrateur Shimad zu

Figure 6 : Appareil de la Chromatographie phase gazeuse (CHROMPACK CP 9002)




Mode opératoire

Mettre 0,2 g de matiére grasse extraite précédemment dans des tubes a sceller, ajouter 0,5
ml de méthanol et 0,5 ml d’acide sulfurique, sceller les tubes, les porter a 140C° dans une
étuve a sec pendant 2 heures.
L’injection dans I’appareil de CPG a été réalisée en respectant les conditions citées dans

tableau ci-dessous.

Tableau V : Conditions opératoires pour les esters méthyliques d’huile des graines de lin.

Chromatographe

Chrompack CP 9002

Détecteur

FID (250°C)

Injecteur

SPILT 1/100(250°C)

Gaz vecteur

Azote

Colonne

Capillaire

DB23 (50%Cyanopropyl)

Longueur

30m

Diamétre intérieur

0,32nm*0,25 UM

Epaisseur

0,25um

Températures

Injecteur

250°C

Détecte

260°C

Four

150°C-----4°C /mn 230C° (10mn)

Quantité injectée

01 UL

Vitesse du papier

0,5 cm/mn

Annexe 5

Méthodes pour la préparation des esters méthyliques d’acide gras




1.. Principe
Les esters méthyliques se forment par transestérification dans une solution méthanolique
D’hydroxyde de potassium comme phase intermédiaire avant la saponification (point 5 de

la méthode 1SO 5509:2000, point 5 de la méthode IUPAC 2.301).

2 Réactifs

Me¢éthanol ne contenant pas plus de 0,5% (m/m) d’eau
Heptane pour chromatographie
Hydroxyde de potassium, solution méthanolique d’environ 2 N : dissoudre 11,2 g

D’hydroxyde de potassium dans 100 ml de méthanol

3.Matériel
Tubes a bouchon vissant (de 5 ml de capacité) avec un bouchon muni d’un joint de
PTFE.

Pipettes graduées ou automatiques de 2 ml et 0,2 ml.
4. Mode opératoires
Dans un Tube a bouchon vissant de 5 ml, peser environ 0,1 g de la matiere grasse du lait.

Ajouter 2 ml d’heptane ou Hexane et agiter.

Ajouter 0,2 ml de la solution méthanolique 2 N d’hydroxyde de potassium, boucher a 1’aide

du bouchon muni d’un joint en PTFE, bien Fermer et agiter énergiquement pendant 01 mn.

Laisser reposer jusqu’a ce que la Partie supérieure de la solution devienne claire.

Décanter la couche supérieure, qui est celle Qui contient les esters méthyliques.

La solution d’heptane est préte pour I’injection dans le Chromatographe.

Il est conseillé de maintenir la solution au réfrigérateur jusqu’au moment de [’analyse
chromatographique.

Il n’est pas recommand¢ de stocker la solution pendant Plus de 12 heures.




Annexe 6 : Préparation de la gamme d’étalonnage des polyphénols

On fait dissoudre 200mg d’acide gallique dans 100ml d’éthanol, soit une solution mére (S1)
ensuite, on realise une série de dilution de cette solution comme suit :

1. On préléve 5ml de la solution mére puis on additionne S5ml de 1’eau distillée et on obtient la
dilution S1/2

2. On préleve Sml de la solution précédente S1/2 puis on ajoute Sml de 1’eau distillée et on

obtient la solution S1/4

3. On procéde la méme maniére pour les autres dilutions

4. Ajouter a tous les tubes 0.5ml du réactif de Folin-Ciocalteu, et ce a I’abri de la lumiére
5. Laisser agir 5min

6. Ajouter 0.5ml de carbonate de sodium Na2CO3 (20%)

7. Incuber a I’abri de la lumiére et a la température ambiante pendant lheure. L’absorbance

est mesurée a 760 nm contre un blanc (sans acide gallique).

Tableau IV : Représente les valeurs de la concentration de différents échantillons

Tubes blanc

Concentrat | 0.5

ion

DO 0.001




DO a760 nm
1,4

y =0,0962x- 0,0597
R? = 00,9945
1,2
1
0,8
0,6 + do
Linéaire (do)

0,4

0,2

0

-0,2

Figure 1 : courbe d’étalonnage de polyphénols

Annexe 7: préparation de la gamme étalonnage des flavonoides.
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AICI13 en utilisant comme

standard la quercitrine, les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg EQ/g d’extrais

y =0,0942x - 0,0387
R?=0,9982

¢ DO
—— Linéaire (DO)

DO (430 nm)

10 15

Concentration de la quercetine en ( mg EQ/g Extrait)

Figure 2 : Courbe d’étalonnage de flavonoide (Quercitrine)




Annexe 8 : courbe d’étalonnage de caroténoide

Figure 3 : Courbe d’étalonnage de caroténoide

Annexe 9

Resultats des analyses microbiologiques

Figure4: Diamétre des zones d’inhibition des extraits des échantillons contre les souches

testées (Enterococcus feacalis, Bacillus creus)




Annexe 10

Resultats des analyses microbiologiques

Figure 5 : Diameétre des zones d’inhibition des extraits des échantillons contre les souches

testées (Staphylococcus aureus ATCC25923, Staphylococcus aureus MU50)







