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Introduction générale

L’étre humain a toujours essayé de rechercher pour ses besoins fondamentaux comme
par exemple pour se soigner (Henderson, 1960) et pour sa santé, des propriétés biologiques
importantes telles que les propriétés antimicrobiennes (Mayer et Jacobs, 1988), les
proprietés antioxydantes (Arulselvan et al., 2016), et les propriétés anti-inflammatoires (Chen
et al.,2020). Ces propriétés peuvent étre trouvées chez les différents organismes vivantstelles
que les micro-organismes (Gisilin et al., 2018) , les animaux (Mahawar et Jaroli,2006) et les
plantes (Kheroda et al., 2019).

Les plantes ont une capacité a biosynthétiser une large gamme de molécules ayant des
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires (Kasote et al., 2015 ;Bencheikh et al.,2021)
telles que les flavonoides et les composés phénoliques qui exercent un role efficace en tant
que facteurs antioxydants et anti-inflammatoires (Ravipati et al., 2012), et des molécules
enzymatiques telles que les lipases qui interviennent dans la dégradation des lipides, afin de
fournir de I'énergie nécessaire a la germination de la graine et au développement de la jeune
plante (Fickers et al., 2008).

Les plantes sont utilisees en médecine pour traiter ou prévenir certaines maladies
(Ming et al .,2003), comme par exemple, la plante de Salvia hispanica qui a été
traditionnellement utilisée dans le traitement de la tuberculose, du diabete, de la bronchite,
des infections et pour maintenir un niveau sain de lipides sériques (Guzel et al.,2020). La
plante Salvia hispanica présente plusieurs propriétés biologiques, telles que des propriétés
antioxydantes (Coates, 2011), des propriéetés anti-inflammatoires (Chan-Zapataet al.,2019 ),et
d’autres propriétés telles que antihypertensives et hypoglycémiantes (Grancieriet al., 2019).
Les graines de Salvia hispanica possedent aussi plusieurs propriétés biologiques importantes
telles que des propriétés antioxydantes (Sargi et al., 2013), anticancéreuses (Craig, 2004) et

anti-inflammatoires (Roohi,2020).

Vu I’importance des propriétés biologiques, I’objectif de notre travail est de
rechercher 3 activités biologiques au niveau des graines de Salvia hispanica. Des
antioxydantes (Catalases et piégeage du DPPH), anti-inflammatoire (Inhibition de la
dénaturation de I’ovalbumine) et enzymatiques (Caractérisation des amylases, lipases et

gélatinases).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8747962/#ref6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8747962/#ref6
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1. Les propriétés biologiques

L’homme a toujours essayé de rechercher pour ses besoins fondamentaux comme par
exemple pour se soigner (Henderson, 1960) et pour sa santé, des propriétés biologiques
importantes telles que des propriétés antioxydantes (Arulselvan et al., 2016), des propriétés
enzymatiques (Gurung et al., 2013) et des propriétés anti-inflammatoires (Chen et al., 2020).
La nature et ce qui la constitue sont des sources importantes en propriétés biologiques, pour
cela les scientifiques et les spécialistes de ce domaine ont développé de nouveaux
médicaments a partir de 1'utilisation de sources naturelles, en raison des propriétés

thérapeutiques qu’elles possedent (Maciel et al., 2002).

Certains médicaments sont dotés de propriétés biologiques importantes, sont issues de
métabolites secondaires isolés de sources naturelles différentes, comme les microorganismes
(Vijayakumar et al., 2016; Mi et al., 2017 ; Zheng et al., 2021) et les plantes(Teoh, 2016). Les
métabolites secondaires peuvent provenir de produits naturels provenant de diverses sources,
comme les plantes terrestres, les animaux, les organismes marins et les microorganismes
(Chin et al., 2006). Ces molécules sont diverses et agissent comme une classe thérapeutique,

pour soigner plusieurs maladies et pour améliorer la santé humaine (Siddiqui et al., 2014).

Compte tenu des succes historiques des métabolites secondaires des produits naturels,
de grandes sociétés pharmaceutiques ont investi dans ce domaine traditionnel (Maher, 2020),
ce qui a permis aux chercheurs de découvrir les effets biologiques de ces composés naturels
sur I’étre humain, afin de développer de nouvelles thérapies (Ji et al., 2009). Et on parle ainsi
de phytothérapie, lorsque cette thérapie est développée a partir de végétaux (Niero,2010), et
de zoothérapie, lorsque cette thérapie est développée a partir des animaux (Alves et Rosa
2005).

Les propriétés biologiques permettent aux organismes de disposes d’un vaste réseau de
défense (Pincemail et al., 2009), comme par exemple, la défense antioxydante pour face faire

a un stress oxydatif (Gill et Tuteja,2010 ; Hasanuzzaman et al.,2012 ; Kaur et al., 2019).

Parmi les propriétés biologiques les plus importantes on peut citer les propriétés

antioxydantes, les propriétés anti-inflammatoires et les propriétés enzymatiques.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8747962/#ref6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8747962/#ref6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8349711/#CR168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8349711/#CR118
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1.1 Les propriétés antioxydantes

Le stress oxydatif est un désequilibre profond de la balance entre la production des
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemail et al., 1999), pouvant
entrainerdes altérations moléculaires et cellulaires irréversibles (Gutteridge, 1993 ; Pincemail
et al.,1999).

Dans les conditions normales, la balance antioxydants/production-d’oxydants est en
équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou suite a une
surproduction de radicaux libres, ¢a conduit a un stress oxydatif (Gutteridge, 1993 ; Favier,
2001). Un radical libre est une entité chimique qui contient un électron non apparié (électron
libre) (Forrester et al., 1968 ; Chechik et Murphy,2016 ), produit par une réaction chimique
appelée I’oxydation (Chandrasekara et Shahidi, 2011).

Lors du métabolisme normal, la réeduction tétravalente de I’oxygéne en eau (Réduction
mono-électronique) se fait en plusieurs étapes successives qui donnent naissance a des
intermédiaires, 1’anion superoxyde (O2°), le peroxyde d’hydrogéne (H202), le radical
hydroxyle (OH) qui sont les radicaux primaires (Gardés-Albert et al., 2003) (réaction 1).

+e +e” (2H") +e +e" (+H")
0, —» 0y ——» H:0, —— ‘OH (+ OH)—— H:0 (Réaction 1)

Dioxygene  Radical Peroxyde Radical
superoxyde  d’hydrogéne hydroxyle

La formation de ces radicaux est une conséquence normale du métabolisme aérobie
chez ’homme (Droge, W.2002), et aussi chez de nombreuses espéces vivantes (animaux,
plantes, bactéries) (Mazat et al, 2010). De ce fait, au sein de la cellule, tous les processus
utilisant de 1oxygene dans les différents compartiments subcellulaires sont capables de
produire des espéces réactives de 1’oxygene (ERO) (Gutteridge, 1994 ; Hasanuzzaman et al.,
2020 ;Gutteridge, 1989 ).Ces especes réactives de l'oxygene (ERO) sont beaucoup plus

toxiques que ne l'est I'oxygene lui-méme (Klein, 2003).

Les ERO, en fonction de leur concentration, peuvent activer des voies de signalisation
comme elles peuvent perturber I'hnoméostasie redox (Purohit et al.,2019). En effet, a de faibles

concentrations, ces ERO sont essentielles a la régulation des voies de signalisation



Syntheése bibliographique

(Thannickal et Fanburg 2000) par contre un excés de ces ERO, sans qu’elles ne soient
neutralisées par les antioxydants, peut entrainer un stress oxydatif (Rahal et al., 2014).

Pour cela des niveaux élevés des ERO, et en raison de leur nature hautement
réactive (Raja et al., 2017 ), perturbent les processus cellulaires enattaquant de maniere non
specifique (Zahra et al., 2021), les composants cellulaires nécessaires(Sies,1997) notamment
les glucides, les protéines par une oxydation massive irréversible causée une perte de
fonctions (Finkel et al., 2000), les lipides par la peroxydation lipidiques ce qui conduit a une
altération des membranes (Droge et al.,2002; Juan,2021), et 'ADN dont son oxydation peut

entrainer, entre autres, des mutations et des delétions (Jackson et al., 2001).

Un bon équilibre entre la génération et 1’élimination des ERO peut étre maintenu par
les systemes de défense antioxydantes (Paciolla et al., 2016 ; Chang et al., 2021) qui fait
appel aux antioxydants. Ces antioxydants sont produits par le systeme de protection des
divers organismes afin de contrer les effets destructeurs des radicaux libres (Flieger et al.,
2021) en empéchant leurs formation ou en interrompant leurs réactions radicalaires (Fang et
al., 2002). Les molécules antioxydantes peuvent étre enzymatiques ou non enzymatigues,

endogenes ou exogenes (Kurutas, 2016).

Les antioxydants enzymatiques, tels que, la superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT), I’ascorbate peroxydase (APX), glutathion réductase (GR), glutathion peroxydase
(GPX) (Sies et al.,1997 ; Gill et Tuteja, 2010 ; Hasanuzzaman et al., 2012 ; Kaur et al., 2019
). Ces enzymes permettent la catalyse la réduction des molécules oxydees. La SOD, par
exemple, est la premiére ligne de défense contre la toxicité de *O2—, cette enzyme permet la
disparition *O— par sa dismutation en catalysant la conversion du radical libre anion
superoxyde (+O2—) en peroxyde d'hydrogene (H202) et en oxygéne moléculaire O2 (Rosa et
al., 2021) (Réaction 2),ensuite 1’H20, formé est convertie en H20 et Oz par ’enzyme CAT (

Fotopoulos et al.,2010 ; Hasanuzzaman et al., 2019) (Réaction 3).

SOD, 2H*
O2:-+02:- —> H202+ Oz (Albert et al., 2003) (Réaction 2)
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CAT
2H,0; — 2H,0 + O2 (Simic, 2013) (Réaction 3)

Les antioxydants non-enzymatiques, tels que, le glutathion (GSH) (Prasad et al.,
2011), l'acide ascorbique (AsA) (Akram et al., 2017), acides phénoliques, alcaloides,
flavonoides, caroténoides, a-tocophérol (Gill et Tuteja, 2010 ; Hasanuzzaman et al., 2012 ;
Kaur et al., 2019). Ces antioxydants permettent la réduction des molécules oxydées, par
exemple, le GSH réagit tres rapidement contre les ERO pour former le GSSG (Haleng et
al.,2007 ; Apostolova et al.,2015), ce qui permet de réduire les molécules oxydantes
(Réaction 4).

H20; + 2 GSH — 2H>0 + GSSG (Albert et al., 2003) (Réaction 4).

1.2 Les propriétés anti-inflammatoires

L'inflammation est un processus de protection et un mécanisme de survie qui a été
conserveé au cours de I'évolution (Liu et al., 2017). Ce processus de protection est induit par
l'organisme contre des signaux nocifs (Parikh et al., 2020), qui peuventétre causées par des
agents infectieux ou des substances issues de leur métabolisme (microorganismes et toxines),
des produits chimiques (substances caustiques). (Fialho et al., 2018 ; Jang et al., 2016), ou
des agents physiques (brllures) (Dharmadeva et al., 2018). Lors la réponse inflammatoire
causé par ces agents, de nombreux médiateurs inflammatoires sont synthétisés et sécrétés, qui
déclenchent le processus d'inflammation (Vignali, 2012 ; Levine et Levine, 2012 ) tels que les
eicosanoides (les prostaglandines), les cytokines (Les interleukines)(Azab et al., 2016). La
surproduction de ces médiateurs inflammatoires conduit a différents types de dommages

cellulaires(Levine et Levine, 2012).

La cascade inflammatoire est le seul mécanisme identifié pour la restauration des tissus
aprées une blessure ou une infection (Arulselvan et al.,2016 )caractérisée par l'afflux rapide des
granulocytes dans le tissu lésé capables de produire des médiateurs inflammatoires, comme les
cytokines pro-inflammatoires (I’accumulation des cytokines) (Li et al.,2017), les médiateurs
lipidiques constitués par les prostanoides comme par exemple les prostaglandines (Tilley et
al.,2001) et des especes de radicaux oxygénes (Eltzschig et collard.,2004). Les prostaglandines
(PG) jouent un réle clé dans la génération de la réponse inflammatoire (Ricciotti et FitzGerald,

2011). La voie de synthése des PG commence par la génération d'acide arachidonique, ensuite
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I'acide arachidonique est converti en PG par I'enzyme cycloogygénase (COX) (Goetzl et al.,
1995 ; Ricciotti et FitzGerald, 2011) qui existe sous des isoformes distinctes appelées COX-1
et COX-2 (Smith et al., 2000) (Figure 1)

Acide arachidonique

v

Voie de la cyclooxygénase
COX-1 J —I_> COX-2
v l

PGE:, PGl < PGH: PGD,, PGF,
Thromboxanes

1 ‘,

. . . Pro-inflammatoire
Fonctions physiologiques
protectrices

Y

Figure 1: Schéma de la réaction inflammatoire et la biosynthese des prostaglandines adapte selon
Ricciotti et FitzGerald, (2011) ; Patil et al.,(2019).

PGE;: La prostaglandine E », PGI,: Laprostacycline, PGH; : La prostaglandine H2, PGD,: La prostaglandine
D2, PGF,,: La prostaglandine F »,

Cette réponse complexe qui conduit a la restauration de I’homéostasie (Ashley et al.,
2012 ; Liu et al., 2017) via une longue chaine de réactions moléculaires et d'activité cellulaire
qui permettent 1’élimination de la cause initiale de la Iésion cellulaire, 1’élimination des

cellules endommagées et I’initiation de la réparation des tissus (Kohler et al.,2016).

Les inflammations en fonction de divers processus inflammatoires et de divers
mécanismes cellulaires, peuvent étre divisées principalement, en inflammation aigué et
inflammation chronique (Arulselvan et al., 2016). Une inflammation aigué, comme par
exemple lors d'une infection bactérienne, et une inflammation chronique, qui reste présente

pendant plusieurs années (Anthony et al., 2012 ; Sokol et Luster,2015).
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L'inflammation aigué est une inflammation qui est arrétée dés que les facteurs
incriminés sont éliminés (Ricciotti et FitzGerald.,2011). Cette inflammation peut se produire,
par exemple, suite a des lésions tissulaires, & une invasion microbienne, a des réactions

immunologiques (Gruys et al., 1998 ; Gabay et Kushner, 1999 ).

Dans des circonstances normales, le systeme immunitaire produit a la fois des
médiateurs pro- et anti-inflammatoires (Jiang, 2014). Cependant, lorsque les médiateurs anti-
inflammatoires ne sont pas capables d'inhiber la réponse pro-inflammatoire, celle-ci peut
évoluer vers une réaction inflammatoire chronique (Yao et Narumiya,2019).

L'inflammation chronique elle se produit généralement lorsque les réponses
inflammatoires sont induits en I'absence d'un stimulus réel ou par réponse a des infections qui
ne sont éliminées, que ce soit par des mécanismes de protection endogenes que par un autre

mécanisme de résistance des défenses de I'hdte (Eaves-Pyles et al., 2008 ).

L'inflammation peut étre traitée a l'aide d'anti-inflammatoires synthétiques (Bian et
al., 2021) qui peuvent étre classes en anti-inflammatoires stéroidiens (AIS), et anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) (Howard et al., 2014) ces anti-inflammatoires

different par leur mode d'action (Patil et al.,2019).

Les anti-inflammatoires steroidiens(AlS) tels que les glucocorticoides agissent en
inhibant les prostaglandines (PG) et les protéines impliquées dans les processus inflammatoires
(voir Figure 1) comme par exemple les corticostéroides (Nunes et al., 2020). Parmi ces anti-
inflammatoires, on peut citer la dexaméthasone, la prednisone et I'hydrocortisone, qui
permettent de traiter de nombreuses maladies inflammatoires (Ericson-Neilsen et Kaye, 2014
; Adinoff et Hollister, 1983).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) inhibent les premiéres étapes de la
biosynthése des prostaglandines par I'inhibition des isoenzymes cyclooxygénases (COX) (voir
Figure 1)(Pereira-Leite et al.,2016 ; Sandoval et al.,2017). Parmi ces anti-inflammatoires, on
peut citer I'acide acétylsalicylique qui, agit en désactivant de maniere irréversible les enzymes
COX pour bloquer la cascade (Fitzgerald, 2004), le célécoxib (Celebrex) (Clemett et Goa ,
2000), l'ibuprofene et le naproxene (Vane et Botting, 1998 ; Llorens et al.,2002).
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1.3 Les propriétés enzymatiques

Les enzymes sont des protéines dotées de propriétes catalytiques (biocatalyseurs)
(Robinson, 2015) qui accélerent les réactions biochimiques dans les organismes vivants (Kaul
et Asano, 2012).

Les enzymes présentent généralement des spécificités de substrat elevées (Beigi et al.,
2016). Au cours la réaction catalytique, une enzyme E qui se lie a un substrat (S) au site de
liaison du substrat appelé site actif ou site catalytique, formant un complexe enzyme-substrat
(ES)(Figure 2)(Srinivasan,2021).

Substrate

Active site A

Figure 2 : Représentation de la liaison du substrat au site actif d'une molécule d'enzyme (Robinson,
2015).

L'enzyme convertit alors le substrat (S) en produit (P) (Réaction 5) qui est ensuite retiré
du systeme et ne peut pas revenir a son état d'origine en tant que substrat (Robinson, 2015 ;
Einav et al., 2016 ).

[E] + [S] « [ES] — [E] + [P] (Réaction 5)
(E) : Enzyme, (S) : Substrat, (ES): Complexe Enzyme-Substrat, (P): Produit

Les propriétés catalytiques des enzymes leur permettent d’étre utilisées dans divers
domaines, notamment la fabrication d'aliments, la nutrition animale, le domaine cosmétique,
le domaine des médicaments (Li et al., 2012 ; Panke et Wubbolts,2005).

Les enzymes sont des catalyseurs trés efficaces (Richard, 2013) et essentiels pour les
animaux, les plantes et les microorganismes, puisqu’elles permettent de catalyser et de
coordonner des réactions complexes du métabolisme cellulaire (Robinson, 2015), elles sont

responsables de la catalyse des réactions dans une variété de processus biologiques essentiels
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a la vie et chez toutes les cellules vivantes tels que la réplication et la transcription de I’ADN,
la synthése des protéines, le métabolisme et la transduction du signal (Li et al., 2012) et aussi
dans des réactions de régulation des processus cellulaires (Einav et al., 2016) telles que la
voie de la glycolyse (Cuesta et al., 2015) qui est une séquence des réactions enzymatiques
transformant le glucose en pyruvate, qui s'accompagne d'une libération d'énergie sous forme
d'ATP selon le besoin de la cellule (Grandjean et al., 2016).

Les enzymes sont aussi impliquées dans la décomposition des molécules complexes
comme par exemple I’amidon hydrolysé par les amylases (Tanyildizi et al., 2005 ; Afiukwa et
al.,2009)et les protéines hydrolysées par les protéases (Rao el al., 1998).

Divers facteurs environnementaux sont capables d'influencer les réactions catalysées par
les enzymes, tels que le pH et la température (Kulig et al., 2013 ; Cao et Wang, 2016 ; Adam
et Sohl,2022).

Les changements structuraux de 1’enzyme sont aussi connus pour étre
capables de modifier la vitesse et/ou le resultat de la réaction catalysée par une enzyme
défectueuse et non fonctionnelle (Nagel et al., 2013 ; Agarwal, 2018). En effet, pour étre
fonctionnelles, les enzymes doivent se replier de maniére stable dans la conformation
tridimensionnelle correcte et elles doivent afficher avoir les résidus catalytiques, qui
remplissent la fonction biochimique, correctement positionné dans leurs sites actifs (Jack et
al., 2016).

Le Comité de nomenclature de I'Union internationale de biochimie et de
biologie moléculaire (NC-IUBMB) a classé les enzymes en fonction de leurs capacités de la
transformation chimique des substrats en produits (Tipton et Boyce,2000 ;Mohammed et
Guda,2015) en 6 classes (Omelchenko et al.,2010) puis en 2018, en 7 classes principales (Tao
et al.,2020) qui sont EC1, EC2, EC3, EC4, EC5, EC6, EC7 (EC pour Enzyme Commission).

EC1 : Les oxydo-réductases, sont des enzymes qui catalysent des réactions dans lesquelles un

substrat céde un ou plusieurs électrons a un autre (Cornish-Bowden, 2014).

Exemple : Xanthine oxydoréductase (Battelli et al., 2016), malate déshydrogénase (McDonald
et Tipton ,2014).

AH2 + B - A+ BH2
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EC2 : Les transférases, sont des enzymes qui catalysent des réactions dans lesquelles un
groupement chimique est transféré d'un substrat donneur a un substrat accepteur (Cornish-
Bowden, 2014).

Exemple : phényléthanolamine N- méthyl- transférase (Georgieva et al., 2009),

,alycosyltransférase (Mestrom et al., 2019 ), glucokinase (Hussain et al., 2015).

AX+B - A+ BX

EC3: Les hydrolases, sont des enzymes qui catalysent des réactions dans lesquelles des liaisons

dans un substrat sont hydrolysées (Cornish-Bowden, 2014).

Exemple : a-amylase (Rodriguez-Viera et al., 2021) I'époxyde hydrolase (Morisseau et
Hammock, 2013), phosphatase alcaline (McDonald et Tipton ,2014).

A—-B+ H20 - AH + BOH

EC4 : Les lyases, sont des enzymes qui catalysent des réactions non hydrolytiques dans
lesquelles un groupement chimique est retiré d'un substrat pour formerune double liaison
(Cornish-Bowden, 2014).

Exemple : fructose-bisphosphatealdolase ( Tipton et Boyce, 2000), ferrochelatase (S6derberg
etal., 2016), la pectine lyase ( Sathiyaraj et al., 2011).

A=B+X-Y—->A-B

X Y
EC5 : Les isomérases, sont des enzymes qui catalysent les changements géométriques et

structurels dans une molécule (Tao et al.,2020).
Exemple : racémases, épimérases (Cai et al., 2003 ), xylose isomerase (EI-Gendi et al., 2021).
A = B (Ou A est un isomere de B)

EC6 : Les ligases, sont des enzymes qui catalysent 1’union de deux ou plusieurs molécules

couplée a I'hydrolyse de I'ATP ou d’une analogue molécule (Cornish-Bowden, 2014).
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Exemple : 4-chlorobenzoate : CoA ligase (Boyce et Tipton, 2000), aminoacyl-ARNt synthétase
(Rubio Gomez et Ibba, 2020).

A+B+ATP—->A—-B+ADP+P

EC7 : Les translocases, sont des enzymes qui catalysent le mouvement des molécules ou des

ions a travers les membranes ou leur séparation a l'intérieur des membranes (Tao et al.,2020).

Exemple: quinol oxydase ( Duc et al., 2020 ), ascorbateferriréductase (Sherman et al., 2018 ).
AX+B->A+X+B

1.4 Autres propriétes biologiques

En plus des propriétés biologiques qu’on a vu précédemment il existe aussi
d’autres propriétés biologiques importantes comme les propriétés antimicrobiennes, anti-
cancéreuses, anti-convulsivante, analgesiques (Mayer et Jacobs,1988), anti-diabétique et anti-
spasmodique (Coté et al., 2017).

Toutes ces propriétés sont importantes pour I’homme et pour sa santé, par
exemple en raison des problémes de la résistance accrue aux antimicrobiens et ce qui engendre
comme maladies infectieuses et la propagation du cancer a travers la population, il existe
toujours des demandes pour le développement de nouveaux médicaments antimicrobiens et

anticancéreux efficaces et accessibles (Coseri, 2009 ; Salehi et al., 2019 ).

Les propriétés antimicrobiennes permettent le traitement des infections
microbiennes causées par des microorganismes (comme les bactéries, les virus, les
champignons et les protozoaires) (Leekha et al., 2011 ; Zachary,2017).Pour lutter contre ces
infections les organismes vivants produisent des molécules antimicrobiennes naturelles telles
que les peptides antimicrobiens (AMP), qui se retrouvent comme défense de I'hdte (Egorov et
al., 2005) qui exercent une cytotoxicité sur les microorganismes pathogenes envahisseurs
(Zanetti, 2004). La résistance aux agents antimicrobiens menace la capacité de traiter les
maladies infectieuses (McEwen et Collignon, 2018), les antibiotiques traditionnels deviennent
inefficaces et les nouvelles maladies, notamment virales, restent intraitables par ce type de
médicaments (Lewis et Elvin-Lewis, 1995), ce qui pousse les chercheurs a trouver de
nouvelles propriétés antimicrobiennes (Roncevi¢ et al., 2019), généralement a partir de

sources naturelles.

11
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Il existe aussi une autre propriété importante qui permet la diminution de la
croissance des tumeurs en inhibant la viabilité des cellules cancéreuses (Sioud et al.,2020) et
enmodulant ainsi des voies de signalisation dans les cellules cancéreuses (Chen et al.,2019)
c’est les propriétés anti-cancéreuses. Malgré les progrés, il n'existe pas réellement un
traitement anticancéreux efficace & 100 % contre le cancer dissémineé (Gottesman, 2002),
l'option la plus prometteuse pour le traitement du cancer est la chimiothérapie (Goodman et
al., 1946). Pour cela y a eu d’énormes progres dans la découverte de thérapies et des agents
anti-cancéreux (Maru et al., 2016) tels que les polyphénols (Sioud et al., 2020).Certains
polyphénols d'origine végétale possedent des propriétés anticancéreuses telles que l'inhibition
de la prolifération cellulaire, la croissance tumorale, l'angiogenese, les métastases,

I'inflammation et I'apoptose (Fantini et al., 2015).

Les autres propriétés biologiques sont aussi importantes et elles font intervenir des
molécules biologiques comme les propriétés analgésiques, pour le traitement des douleurs et
qui font intervenir par exemple la morphine (Braenden et al., 1955), les propriétés anti-
diabétiques pour le traitement du diabéte qui font intervenir par exemple Il'insuline (Li et al.,
2017), les propriétés anti-spasmodique, pour réduire l'anxiété, la tension émotionnelle et
musculo-squelettique et [l'irritabilité qui font intervenir par exemple I’histamine et la

dopamine (Martinez-Pérez et al., 2018 ).

2. Importance des propriétés biologiques

Ces propriétés biologiques décrites précédemment représentent une grande importance
au niveau des différents secteurs tels que le secteur industriel par exemple dans la fabrication
des produits alimentaires (Gurung et al., 2013), le secteur médicinal dans le diagnostic et le
traitement des maladies (Flieger et al., 2021), le secteur pharmaceutique dans la fabrication
des médicaments (Asong et al., 2019), et le secteur agro-alimentaire pour la production de

I'alimentation animale (Choct, 2006 ; Dougnon et al., 2017).

Parmi ces propriétés utilisées dans ces différents secteurs, les propriétés enzymatiques.
Les enzymes sont devenues des molécules importantes qui ont été largement utilisées a
différentes fins industrielles, la demande globale d'enzymes industrielles sur le marché mondial
a été estimée a 3,3 milliards de dollars en 2010 (Gurung et al., 2013). Ces enzymes ont étaient

utilisées dans différents secteurs, telles que les protéases utilisées dans 1’industrie alimentaire

12
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(Horikoshi, 1999) et I’industrie de cuir (Kumar et al., 2004; Patel et al., 2005 ; Prakash et
al.,2013),les pectinases utilisées dans 1’industrie alimentaire (Jacob et al.,2008) les lipases
utilisées dans I’industrie des détergents (Li et al., 2012 ; Chauhan et al., 2012), les
chondroitinases utilisées dans I’industrie du cosmeétique(Gurung et al., 2013 ; Cho et al., 2012
;Chandra et al.,2020), les cellulases et les xylanases utilsées dans 1’industrie du papier (Jones
et al., 2004 ; Fagerstrom et al.,2008) et les enzymes telles que les amylases et les
transaminases utilisées dans I’industriec pharmacetique (Souza, 2010 ; Nannemann et al.,
2013).

De méme, les propriétés antioxydantess ont aussi importantes et sont de plus en plus
utilisés comme conservateurs dans les produits alimentaires (Caleja et al., 2015) ou comme
ingrédients demballage pour les aliments (Dicastillo et al., 2016). Dans I’industrie
alimentaire, les antioxydants peuvent aussi augmenter la stabilité des huiles comestibles et des
colorants caroténoides et I'aréme des jus de fruits (Wibowo et al., 2015 ; Bodoira et al., 2017
; Galanakis et al., 2018). Au niveau pharmaceutique, les antioxydants sont proposes comme
complément pour réduire l'incidence du cancer et des maladies vasculaires ischémiques
(Hercberg et al., 2004 ; Kursvictien¢ et al., 2016 ). Dans le secteur cosmétique les
antioxydants sont incorporés dans les produits anti-age pour prévenir et atténuer les signes du
vieillissement cutané (Hoanget al., 2021) et exercent aussi une action protectrice sur la peau
(Cunha et al., 2008).

Les autres propriétés biologiques présentent aussi une forte utilisation dans
les différents secteurs mentionnés précédemment, par exemple, les antimicrobiens sont utilisés
dans les industries alimentaires comme conservateurs naturels (Mataragas et al., 2003). Dans
I'industrie pharmaceutique, par exemple, les propriétés anticancéreuses sont utilisées pour la
fabrication des médicaments antiprolifératifs des cellules cancéreuses (Ciavatta et al., 2017),
les propriétés anti-diabétiques utilisées pour la fabrication des médicaments hypoglycémiants
et anti hyperglycémiants( Arumugam et al., 2013 ; Rios et al., 2015 ), et des propriétés anti-
inflammatoires qui sont utilisées en médecine traditionnelle pour traiter différentes affections

inflammatoires( Andrade et al., 2014 ).

3. Les différentes sources des propriétés biologiques

Ces propriétés biologiques, présentées précédemment, peuvent étre trouvées chez les

13
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différentes sources d’organismes vivants, par exemple, chez les microorganismes (Gisilin

et al., 2018), les animaux (Mahawar et Jaroli,2006) et chez les végétaux(Kheroda et al.,2019).

Les microorganismes, tels que les bactéries, les champignons et les actinomycetes ont
¢été utilisés, par exemple, pour leurs activités enzymatiques dans 1’industrie alimentaire, du
textile et du papier (Konsoula et al., 2007). Aussi, il a été montré que de nombreux composés
bioactifs telles que les flavonoides et polysaccharides, présentent chez un champignon de
I’espéce Cantharellus cibarius, possédent des propriétés anti-inflammatoires importantes
(Elsayed et al., 2014). Les microorganismes produisent aussi divers composés bioactifs aux
propriétés antioxydantes (Sen et al., 2019) qui leur permet d’étre utilisés dans les industries
alimentaires et pharmaceutiques (Rani et al., 2021). Ces propriétés antioxydantes peuvent étre
produites par des champignons tels que 1’espeéce Aspergillus niger (Meyer et al., 2020), ce qui
lui permet d’étre utilisé dans une variété d'applications, dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques (Cairns et al., 2021).Cette espéce d’Aspergillus niger a aussi
une capacité a produire des enzymes telles que les amylases et les lipases, qui sont utilisees
dans les industries alimentaires, méedicales et pharmaceutiques(Steiger et al., 2013 ; Akhtar et
al., 2014 ; Odoni et al., 2017 ; Adeleke et al., 2017). Des proprietés antimicrobiennes
produites par des actinomycétes (Darisipudi et al., 2011) telles que Streptomyces natalensis
permet la production industrielle de pimaricine comme produit pharmaceutique et dans
I’industrie alimentaire comme conservateur du fromage (Okudoh et Wallis, 2007 ; Aparicio et
al., 2016). De méme les bactéries telles que Bacillus amylolique faciens peut étre une
puissante source dantibiotiques, possede une capacité de produire divers peptides

antimicrobiens (Arias et Murray, 2009 ; Jeong et al., 2015 ; Boottanun et al., 2017) .

Les animaux ou leurs dérivés peuvent étre aussi une source importantes de
propriétés biologiques, par exemple, des animaux tels que les mammiferes qui produit le lait
initial ou le colostrum (Vollmer et al., 2018), possedent diverses propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires et anticancéreuses utilisés dans les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques (Kazimierska,2021). D’autres animaux peuvent étre une
source d’enzymes comprennent la pepsine et la rénine (Prakash et al., 2013) et d’autres
enzymes telles que les amylases pour étre utilisées dans les industries alimentaires et

pharmaceutiques (Souza et Paula.,2010).

Comme chez les microorganismes et les animaux, les végétaux sont aussi unesource de

diverses propriétés biologiques. En médicine traditionnelle, les plantes a épices sont décrites
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pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et analgésiques
(Kheroda et al., 2019) parmi elles Cinnamomum Zeylanicum (la cannelle vraie) qui a été
utilisée pour traiter diverses maladies digestives, respiratoires et gynécologiques (Kumar et
al., 2019).

Aussi, il a été montré par exemple, que les plantes ont une capacité a biosynthétiser une
large gamme d'antioxydants (Kasote et al., 2015), comme ceux qu’on trouve dans les composés
phénoliques, les vitamines et les caroténoides (Jayaprakasha et al., 2001 ;Sikora et al., 2008 ;
Dorman et al., 2003). Parmi les espéces végétales productrices d’antioxydants on trouve
Mangifera indica, utilisée dans 1’industrie cosmétique (des crémes cosmétique) et Mentha
piperita, utilisée dans I’industrie pharmaceutique (des sirops) (Maury et al., 2020) et
Vitisvinifera utilisée dans 1’industrie alimentaire (Brezoiu et al., 2020). D’autres espéces de
plantes possédent des propriétes anti-diabétique, et qui sont utilisées dans 1’industrie médicale
afin de traiter la maladie de diabéte (Arumugam et al., 2013) comme par exemple, I’espéce
Alangium lamarckii (Kumar et al., 2012) et I’espéceAlbiziaod oratissima (Kumar et al., 2011).

Les extraits et les huiles dérivés de plantes ont aussi conduit a la découverte et au
développement d'agents thérapeutiques utiles (Mechchate et al.,2021),Ces dérivés de plantes
sont considérés comme des agents alternatifs prometteurs ( Mushtaq et al., 2018), en raison
de leurs large spectre d'activités biologiques signalées (Marino et al., 1999 in Sanchez-Suarez
et al., 2013 ; Rhayour et al., 2003). Parexemple les glandes odoriférantes de diverses plantes
produisent des huiles essentielles (HE), qui possedent de nombreuses propriétés biologiques
telles que propriétés anti-inflammatoires,antioxydantes et antimicrobiennes (Bencheikh et al.,
2021). Aussi, les huiles extraites par exemple de ’espéce de thym, Thymus zygis L. sont
utilisées dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Radi et al., 2021).
Il est a noter que I’espece Clinopodiumsuaveolens, riche en huiles essentielles qui sont
utilisées en raison de leurspropriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes dans I’industrie
pharmaceutique et alimentaire (Demirci et al., 2011 ; Bozovi¢ et Rango,2017 ; Perrino et al.,
2021).

D’autres dérivés de plantes, des composés naturels extraits des feuilles d'Origanum
majorana L., les polyphénols, qui possédent plusieurs propriétés bénéfiques telles que la

réduction du risque de maladies cardiaques, des propriétés anti-cancéreuses et des propriétés
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antioxydantes (Amaghnouje et al., 2020) utilisées dans des applications médicinales et dans
I’industrie pharmaceutique (Hossain et al., 2014).

La médecine est de plus en plus réceptive quant a I'utilisation de ces plantes pour traiter
ou prévenir les maladies (Ming et al., 2003 ; Willis, 2017). Ces plantes possedent diverses
propriétés importantes telles que les propriétés antioxydantes (Hasanuzzaman et al., 2020),
anti-inflammatoires (Ribeiro et al., 2018) et antibactériennes (Chassagne et al., 2021) qui
peuvent étre trouvées dans les racines, les feuilles, les fruits, les tiges et les graines(McKay et
Blumberg, 2006 ; Andriana et al., 2019 ; Nunes et al., 2020 ).

Vu I'importance de ces propriétés biologiques, I’objectif de notre travail est de
rechercher des activités biologiques, antioxydantes, anti-inflammatoire et enzymatiques au
niveau des graines de Salvia hispanica. Cette plante fait partie des plantes medicinales et
comestibles (Valdivia et Tecante, 2015). Leurs métabolites sont également utilisés dans
différentes industries, alimentaire, médicales, cosmétiques et pharmaceutiques (Mufioz et al.,
2013). En raison de ses caractéristiques, qui seront développées apres, cette plante a été

choisie dans notre étude pour identifier ces propriétés biologiques

4. La plante Salvia hispanica

Salvia hispanica L. (communément appelée sauge espagnole, chia mexicaine et chia
noire) est une plante herbacée annuelle qui fleurit en été appartenant au genre Salvia famille

des Lamiaceae (Labiatae )(Lu et F00,2002 ; Ayerza et Coates,2005 ; Uribe et al., 2011).

Letableau suivant montre la classification taxonomique de Salvia hispanica.

Tableau 1 : Classification taxonomique de Salvia hispanica (Divyapriya et al.,
2016 ; KnezHrn¢i¢ et al., 2019 ; Grancieri et al., 2019)
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Régne Plante

Super division Spermatophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiale
Famille Lamiacées (labiatae)

Sous famille Nepetoideae

Genre Salvia
Espéce Salvia hispanica

Le genre Salvia comprend environ 1000 especes (Kahraman et al.,2018), présentes dans
presque toutes les régions du monde (Amérique du Nord, centrale et du Sud, Afrique du Sud,
Asie du Sud-Est et Europe)( Segura-Campos et al., 2014 ; Ivanovski et al., 2019 ; Enes et al.,
2020 ). Ce genre comprend de nombreuses espéces avec une importance économique, par
exemple la Salvia miltiorrhiza (Hu et al., 2018), Salvia glutinosa, Salvia transsylvanica

(Mocanet al.,2020), Salvia nemorosa et Salvia pratensis (Mervi¢ et al.,2022).

Salvia hispanica était une plante médicinale a I'époque précolombienne (Hu et al.,
2018). Elle a été traditionnellement utilisée dans le traitement de la tuberculose, le diabéte, de
la bronchite, les infections et pour maintenir un niveau sain de lipides sériques (Guzel et al.,
2020). Salvia hispanica était aussi un élément central dans I’alimentation de base
mésoaméricain et par de nombreuses civilisations précolombiennes (Martinez et al.,2014). Au
Mexique, les graines de chia sont utilisées pour leur valeur nutritive et propriétés medicinales
et comme agent d’amaigrissant et de contréle de la glycémie et de la régulation intestinale
(Martinez et al., 2014).

4.1 Les caractéristiques de la plante Salvia hispanica

Salvia hispanica peut atteindre 1m de hauteur avec un pétiole inversé et des feuilles
dentelées (3 a 5ecmde large ; 4 a 8cm de long)( Motyka et al.,2022). Elle a des fleurs
hermaphrodites (3 a 4 mm) avec de petites corolles et des parties florales fusionnées, qui
contribuent a un taux d'autopollinisation élevé, de couleur blanche ou violette, disposées en
verticilles (Ali et al., 2012).(voir figure 3).
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(A) (B)
Figure 3: La plante Salvia hispanica, (A) fleurs de couleur blanche, (B) fleurs de couleur violette (Grimes

etal., 2012 ; Ayerza, 2013)

Ses graines sont de forme ovale (1 a 2 mm de long), qui peuvent apparaitre uniformes
ou mélangés et mouchetés (Ullah et al., 2016)(voir figure 4).

Figure 4 : Les graines de Salvia hispanica (Motyka et al., 2022)

Salvia hispanica L. est la plus riche en macro et micronutriments de la famille
des Lamiacees et elle posséde de précieuses propriétés nutritionnelles (Motyka et al., 2022),
caractérisée par une quantité élevée d’acides gras essentiels (29%-32% extractibles), un
rapport d’acides gras omage-6 a oméga-3 favorable, et une teneur élevée en fibres
mucilagineuses (27% du graine) (Baginsky et al.,2016). Ses graines fournissent des protéines,
des glucides, des acides gras et des fibres (Ixtaina et al., 2008). Il a été décrit que ses
composés phénoliques protegent les humains contre plusieurs maladies dégénératives
chroniques (Corona-Jiménez et al., 2016) et selon des études précédentes, les graines de

Salvia hispanica ce sont des sources alimentaires riches d'antioxydants naturels pour la
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prévention des maladies causées par le stress oxydatif (Oliveira et al., 2017), ainsi que des
sources naturelles importantes d'activités anti-inflammatoires et anticancéreuses (Ixtaina et
al., 2011).

Chaque partie de la plante de Salvia hispanica peut servir en raison de leurs
compositions bénéfiques, par exemple ses feuilles contiennent diverses huiles essentielles,
dont entre autre le B-caryophylléne, le globulol et le y-muroleno, qui sont connus pour avoir
des propriétés insectifuges ou insecticides (Amato et al., 2015 ; Elshafieet al., 2018 ), et des
polyphénols dont, entre autres, l'acide rosmarinique, I'acide caféique, et la vitexine, qui sont
utilisées par rapport a leurs potentiels antioxydants et antimicrobiens (Amato et al., 2015 ).
Les constituants nutritionnels de haut niveaux d’acides gras polyinsaturées et des huiles
essentielles ont été trouves dans les pousses, qui ont donc été proposées comme aliments pour
les animaux (Jamshidi et al., 2019 ;Peiretti, 2009).

Bien que différentes parties de la plante aient été utilise, la partie la plus attrayante de
la plante est la graine (Ullah et al., 2016). De nombreuses études ont démontré une forte activité
biologique des graines de chia (Teoh et al., 2018). Des études ont suggeré que l'utilisation de
peptides bioactifs dérivés de graines de chia pourrait avoir des applications bénéfiques dans la
prévention des maladies neurodégenératives grace a leurs activités anti-inflammatoires et

antioxydantes (Martinez et al., 2020).

Les constituants nutritionnels et phytochimiques tels que les acides gras polyinsaturés,
les fibres alimentaires, les vitamines, les minéraux et les substances bioactives, graines de
Salvia hispanica, ont été étudiés pour leurs propriétés thérapeutiques et pharmacologiques
(Roohi, 2020) et peuvent étre considérées comme source d’huile a usage médical (Oliveira et

al., 2017).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Biochimie de I’Université Belhadj
Bouchaib- Ain Témouchent (UBBAT), durant le second semestre du Master 2 de ’année
universitaire 2021/2022. Ce travail a pour but de rechercher des activités biologiques dans les

graines de Salvia hispanica.

1. Récolte du matériel végétal

Les graines de Salvia hispanica (chia) (Figure 5A), ont été achetées au niveau du
commerce de la ville d'Ain Témouchent. Ces graines ont été séchées a 1’air libre pendant
quelques jours, ensuite elles ont été broyées pour étre utilisées sous forme de poudre (Figure 5
B).

(A) (B)

Figure 5 : Matériel biologique utilise, (A) les graines de Salvia hispanica, (B) la poudre des graines de

Salvia hispanica.

2. Préparation de la solution des graines de Salvia hispanica

Afin de rechercher les activités biologiques dans la poudre des graines de Salvia
hispanica, 2g de la poudre de cette derniére ont été dissoutes dans 50 mL d’eau distillée
pour étre mises, par la suite, sous agitation pendant 1h30min a 2h a température
ambiante. La solution obtenue a raison de 40 mg/mL est ensuite centrifugée a 6000
tours/min pendant 5 min, le surnageant obtenu a été récupéré pour étre utilisé comme

extrait brut dans la recherche des activités biologiques.
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3. Détermination du pH de la solution des graines de Salvia hispanica

Le pH du surnageant obtenu dans I’étape précédente, a été mesuré en utilisant les

bandelettes de mesure du pH.
4. Dosage des protéines

Afin de connaitre les concentrations des protéines dans I’extrait des graines de Salvia
hispanica, la méthode de Bradford, (1976) a été utilisée. Pour cela une courbe étalon DO
= f ([hémoglobine]) a été préparée a partir d’'une gamme étalon (0,5, 1, 2,5 et 5 mg/mL)
de solutions d’hémoglobine préparées a partir d’une solution meére a 50mg/mL (Tableau
2).

Pour déterminer la quantité des protéines présentes, une gamme de solution étalon
d’un volume final 1 mL contenant 0,2 mL du réactif de Bradford et 0,8 mL de chaque

solution de la gamme étalon. La DO est ensuite mesurée a 595 nm.

Afin de quantifier les protéines présentes dans I’extrait des graines de Salvia
hispanica, 0,2 mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a 0,8 mL de cet extrait, puis la
DO a été mesurée a 595 nm.

Tableau 2 : la gamme d’étalon pour la préparation du courbe étalon de ’hémoglobine

0,5 1 2,5 5
[C] (mg/mL) 0 mg/ mg/ mg/ mg/
mL mL mL mL
Volume (mL) de la solution
mered’hémoglobine a 0 0.1 0,2 0.5 1
50mg/mL
Volume
(mL) H20 1 0,9 0,8 5 0

Recherche d’activité antioxydante dans la solution des graines de Salvia hispanica
5.1 Recherche d’activité catalasique dans la solution des graines de Salvia hispanica

Afin de rechercher la présence d’activité catalasique chez les graines Salvia hispanica,
la méthode d’Aebi (1984) a été utilisée par la mesure de la diminution de l'absorbance
d'une solution H20-, cette diminution étant due a I'hydrolyse du peroxyde d'hydrogéne

par la catalase (Nciri et al., 2008).
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Les catalases sont des enzymes qui permettent la dégradation de 1’H.O2 en molécule

d’H20 et en O (Simic, 2013), comme montré dans la réaction suivante :

Catalase
2H,0, — 0O, + 2H,0

Le mélange réactionnel contient une solution de 2mL du mélange de 0,75mL de I’'H20z a
0,25mM, préparer dans 1mL de tampon phosphate pH 7 a 50mM a laquelle 0,25mL de
I’extrait de solution des graines de Salvia hispanica ont été ajoutée. La disparition de

I’H20> sera suivie par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 240 nm.

Pour déterminer les quantités d’H>O, dégradées par les catalases, une courbe
étalon DO = f ([H202]) a été préparée a partir d’une gamme étalon (5, 10 et 20mM) de
solutions d’H20., préparées a partir d’une solution mére a 50 mM d’H.O; (Tableau 3). La

DO est ensuite mesurée a 240 nm.

Tableau 3 : la gamme d’étalon pour la préparation du courbe étalon de I’H202

5 10 20

[C](mM) 0 mM mM mM

Volume (mL) de la
solution meére

d’H,0, 350mM 0 0.3 0.6 1.2
Volume
(mL) 3 2.7 2.4 1.8
H,0

5.2 La méthode de piégeage du DPPH

Afin de rechercher les activités antioxydantes, dans I’extrait des graines de Salvia
hispanica, la méthode développée par Blois, (1958) a été utilisée. Cette méthode utilise
comme substrat un radical libre le a, a-DiPhényle-p PicrylHydrazyl (DPPH), et elle se
base sur la réduction du DPPH (C1sH12NsOeg) par un antioxydant. (Kedare et Singh,2011).

Le DPPH est un composé chromogénique initialement (DPPHe) violet sa réduction
(DPPH-H) provoque un changement de sa couleur jaune pale, ce changement peut étre
suivi par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517nm (Molyneux, 2004, lonita.,
2021, Flieger et al., 2021).
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Le DPPH a été proposé pour la détection et le dosage des antioxydantes des
matériaux biologiques en raison de sa stabilité et de son potentiel redox suffisamment

élevé pour oxyder les antioxydants naturels (Blois, 1985).

La capacité d’un antioxydant (AH) a réduire le DPPHe en DPPH-H", se fait par
transfert d’un hydrogéne de I’antioxydant (AH) vers le DPPHe, et qui sera plus ou moins
rapide selon la nature de cet antioxydant (AH) (Martinéi¢ et al., 2015). La quantité du
DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant (Martin¢i¢ et al., 2015).
Cette réaction de piégeage du DPPH se fait comme suit :

DPPHe + AH (———) DPPH H* + Ae

DPPH- : Un radical libre utilis¢ comme substrat, AH : Une molécule antioxydante
donneuse de proton, DPPH-H* : Un produit de la réaction de réduction du DPPHe avec
un antioxydant (AH), Ae : Un radical libre (Brand, 1995 ; Molyneux, 2004 ; Flieger et al,
2021).

Dans notre étude, I’évaluation de I’activité antioxydante a été effectuée en utilisant,

une solution de DPPH a 0,1 Mm préparée dans de I’éthanol pur.

Le milieu reactionnel est constitué de 1 mL de la solution du DPPH a 0,1 mM et 1
mL de la solution des graines de Salvia hispanica a différentes concentrations (1,25, 1,5,

2, 2,25, 2,5 mg/mL).La DO est ensuite mesurée a 517 nm aprés 0 et 30 min d’incubation.

Pour déterminer les quantités de DPPH consommeées, une courbe étalon DO= f
([DPPH]) a été préparée a partir d’une gamme €talon (0,0125, 0,025, 0,05 et 0,1 mM) de
solutions de DPPH, préparées a partir d’une solution mére a 0.1mM de DPPH (Tableau

4). La DO est ensuite mesurée a 517 nm.

Tableau 4 : la gamme d’étalon pour la préparation du courbe étalon du DPPH

0,0125 0,025 0,05 0,1
[C] (mM) 0 mM mM mM mM
Volume (mL) de la
solution mére de
DPPHa 0.1 mM 0 0:25 0> . ’
Volume
(mL) 2 1,75 15 1 0
H,O
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6. Recherche d’activité anti-inflammatoire dans la solution des graines de Salvia

hispanica

Afin de rechercher des propriétés anti-inflammatoires dans la solution des graines de
Salvia hispanica, la méthode d’inhibition de la dénaturation de l'albumine a été effectuée
(Kedi., 2018). La dénaturation des protéines tissulaires est un marqueur d’inflammation
(Angel et al., 2013 ). Par conséquent, en inhibant la dénaturation des protéines, l'activité
inflammatoire peut étre inhibée (Sangeetha et Vidhya, 2016 ), ce qui signifie que
I'inhibition de la dénaturation des protéines est considérée comme action anti-

inflammatoire.

Dans notre étude, I’inhibition de la dénaturation de I’albumine d’ceuf (révélatrice
de la présence d’une activité anti-inflammatoire), par ’action de la solution des graines
de Salvia hispanica, a éte déterminée par la méthode de Kedi et al., (2018), et de

Dharmadeva, (2018) légerement modifié.

Pour ce test, on a utilisé I’albumine de I’ceuf (ovalbumine) qui a été préparé en
diluant un blanc d’ceuf dans 200mL de I’eau distillée puis le chauffée sur une plaque
chauffante jusqu’a avoir un aspect laiteux. L’albumine d’oeuf est ensuite récupérée par

centrifugation a 6000 tours/min pendant 5 min.

Le mélange réactionnel est constitu¢ de 50 pL I’albumine de I’ceuf (ovalbumine) a
200 mg/mL, de 700 pL de tampon phosphate a pH 6.4 et 0.1 M, et 500 pL de la solution
des graines de Salvia hispanica a des différentes concentrations (10 et 20mg/mL). Le
mélange réactionnel est, ensuite, incubés a 37° C pendant 15min puis traité au bain marié

a 70° C pendant 5min.

La DO est ensuite mesurée a une longueur d’onde de 660 nm contre un blanc afin
d’évaluer les capacités d’inhibition de la dénaturation de I’albumine d’oeuf, révélatrice de

la présence d’activités anti-inflammatoires dans les graines de Salvia hispanica.

Pour déterminer la quantité de I’albumine protégée, par ’action de la solution des
graines de Salvia hispanica, contre le traitement thermique, une coutbe étalon, DO = f
([Ovalbumine]) a été préparées en utilisant une gamme étalon, a partir d’une solution

meére de 200 mg/mL, de I’ovalbumine (Tableau 5). La DO est ensuite mesurée a 660 nm.

Tableau 5 : la gamme d’étalon pour la préparation du courbe étalon de 1’albumine

d’ceuf (I’ovalbumine).
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[C] pg/mL 0 6 8 10
pg/mL pg/mL pg/mL

Volume (mL) de
lasolution mere 0 0,06 0,08 0,1
d’ovalbumine a
200mg/

mL
Volume 2 1,94 1,92 1,96
(mL)
H20

7. Recherche d’activité enzymatique dans la solution des graines de Salvia hispanica

7.1 Recherche d’activité amylasiques dans la solution des graines de Salvia
hispanica
Afin de rechercher P’activité amylasique dans la solution des graines de Salvia
hispanica, la méthode de Carvi-Somogyiiode/potassium iodure (IKI) a eté utilisée
(Fatema et al., 2017). L’iodure de potassium iodé réactif (IKI) (Lugol) peut étre utilisé
pour identifier la présence d’amidon qui a été utilisé comme substrat en déterminant

I’activité d’amylase.

L’activité amylasique est capables de catalyser I'hydrolyse des liaisons 1,4-

glycosidiques de I'amidon (Yan et Wu,2016).

Amylase
CeH1005 + H20 — » CgH1206 (GOmMez-Villegas et al.,2021)

CsH1005 : Amidon
CsH1206 : Glucose

Cette activité peut étre influencée par les effets de variations de pH et de
température, ces effets ont également été étudiés selon la méthode effectuée par Afiukwa

et al., (2009) et Fatema et al., (2017).

La préparation de la solution d’amidon (substrat) consiste a ajouter 40 mL d'une
solution d'amidon a 1%, a 50 mL d’eau distillée en ébullition et sous agitation. Apres
refroidissement est complété jusqu’a 100 mL avec de I’eau distillée. Un volume de cette

solution est récupéré pour étre dilué 10 fois.

Le mélange réactionnel contient de 0,1 mL de cette solution d’amidon préparée, de

0,750 mL de tampon phosphate a 0,1 M et a pH 7 et de 0,4 mL de la solution des graines
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de Salvia hispanica. Le mélange réactionnel est incubé a 30°C et a différents temps pour

déterminer le temps d’incubation optimal, permettant la disparition de 1’amidon.
Puis, 0,750 mL de la solution de Lugol sont ajoutés au mélange réactionnel.

Ensuite, 1,5 mL d’HCI a 10 %sont ajoutés au mélange réactionnel pour stopper la
réaction enzymatique, et les DO sont mesurées a 620nm (Afiukwa et al., 2009 ; Fatema et
al., 2017).

Pour déterminer la quantit¢é d’amidon dégradée par I’activité amylasique de la
solution des graines de Salvia hispanica, une courbe étalon DO = f (JAmidon]) a été
préparée en utilisant une gamme étalon (20, 40, 60, 80 et 100 ug/mL) de I’amidon
(Tableau 6). La DO est ensuite mesuree a 620nm.

Tableau 6 : la gamme d’étalon pour la préparation du courbe étalon de 1’amidon.

20 40 60 80 100
[C] pg/mL 0
mg/mL | upg/mL | pg/mL ug/ ug/mL
pg/mL hg
Volume
§B'}tt).oﬁfne:2 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
d’amidon a
400 pg/mL
Volume
(mL) 1 0.95 0.9 0.85 0.8 075
H.0

7.2 Recherche d’activité lipasique dans la solution des graines de Salvia hispanica

Afin de rechercher ’activité lipasique dans la solution des graines de Salvia hispanica,
la méthode de titration acido-basique (Deeth et Touch, 2000 ; Stoytcheva et al., 2012) a
été appliquéee pour la détermination de la quantité d'acides gras libres, en utilisant d'huile
d'olive comme substrat (Chandra et al., 2020).C’est un protocole de dosage de la lipase le
plus utilisé en raison de sa simplicité, de son exactitude et de sa reproductibilité (Prim et
al., 2003 ; Singh et Mukhopadhyay,2012) avec une solution aqueuse d'hydroxyde de

sodium (NaOH)(Sugihara et al., 1990) en présence d'un indicateur coloré phénolphtaléine.

L’activité lipasique peut catalyser I'hydrolyse des triglycérides a longue chaine en
acides gras (Moraleda et Shimkets, 2007), elle peut étre évaluée en suivant la libération
d'acides gras (Sri et al., 2018).
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Lipase

Triglycérides + H2O ————  Acide gras + Glycérol (Chandra et al.,2020)

Le mélange réactionnel contient de 0,750mL de I’huile d’olive (substrat), de 0,650 mL
de I’eau distillée puis 0,250mLde tampon phosphate a 0,2 M et a pH 7,2et de 0,250mL de
la solution des graines de Salvia hispanica. Le mélange réactionnel est ensuite incubé a
30°C a différents temps pour déterminer le temps d’incubation optimal, permettant la

quantification des acides gras libérés par 1’activité lipasique.

Puis, 0,750 mL de I’éthanol a 95 % sont ajoutés au mélange réactionnel afin de

stopperla réaction enzymatique (Rashid et al., 2001).

Aprés I’ajout de 4 gouttes de phénophtaléine, la quantité des acides gras libérés par
’activité lipasique de la solution des graines de Salvia hispanica, est mesurée par ajout
du NaOH a 300 mM jusqu’a virage de la couleur. Le blanc a été préparé dans la méme
condition que le test sauf que I’extrait des graines de Salvia hispanica a été ajouté apres

que la réaction enzymatique soit arrétée par 1’éthanol.

Le volume du NaOH ajouté permet de calculer la concentration des acides gras libérés
par I’activité lipasique selon 1’équation suivante : CaVa = CbVb

Ca : La concentration des acides gras.

Va : Le volume du milieu réactionnel.

Cb : La concentration du NaOH.

Vb : Le volume du NaOH ajouté pour atteindre le virage de la couleur.

7.3 Recherche d’activité gélatinasique dans la solution des graines

de Salvia hispanica

Afin de détecter I’activité gélatinasique dans la solution des graines de Salvia
hispanica, le protocole d’essai d’hydrolyse de gélatine a été réalisé en milieu
réactionnel préparé dans un tube a essai constitué de tampon phosphate a 0.2 M et pH

7, gélatinise & 15%. La gélatine sert comme substrat pour I’activité gélatinasique.

La gélatinase est une enzyme qui hydrolyse gélatine en polypeptides qui seront
par la suite converti en acides aminés, selon la réaction suivante (Leboffe et Pierce,
2010).
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H20 H20

Gélatinase Gélatinase

Gélatine »  polypeptides » Acides aminés

Le mélange réactionnel est constitué de 1mL de I’extrait des graines de
Salviahispanica ajouté au milieu gélatiné et incubé a 30 °C pendant 30 minutes et 1h,
contre un blanc incubé dans les mémes conditions sauf que les 1 mL d’extrait des
graines de Salviahispanica sont remplacés par 1 mL d’eau distillée.

La gélatine hydrolysée (dans notre cas I’extrait des graines de Salvia
hispanica) donnera un milieu liquide, par contre la gélatine non hydrolysée restera
solide (de la Cruz et Torres, 2012).

La gelatine se liquéfie a 28°C (dela Cruz et Torres, 2012), pour confirmer que
la liquéfaction est due a Ilactivité de la geélatinase et non a la température

d’incubation, les tubes sont incubés a 4°C pendant 30 minutes.

7.4 Influence du pH et de la température sur Pactivité des 3 enzymes testés

Divers facteurs environnementaux sont capables d'influencer la vitesse des
réactions catalysees par les enzymes, les effets du pH et de la température sont

généralement inclut (Robinson,2015).

Pour cela I’influence de ces 2 facteurs, sur les activités amylasique, lipasique et

gélatinasique de la solution des graines de Salvia hispanica, ont éte étudiée.

7.4.1 Influence du pH sur P’activité des 3 enzymes testés

L’effet du changement de pH sur les activités amylasique, lipasique et gélatinasique de
la solution des graines de Salvia hispanica, est déterminé par remplacement du tampon
phosphate a pH 7 (neutre) des milieux réactionnels (des 3 enzymes), décrit
précédemment, par un tampon phosphate a pH 5.5 (acide) et tampon glycine-NaOH a pH
8,5 (basique). Les activités des 3 enzymes seront déterminées comme décrit

précédemment.
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7.4.2 Influence de la température sur Pactivité des 3 enzymes testés

L’¢tude de l’effet de la température sur les activités amylasique, lipasique et
gélatinasique de la solution des graines de Salvia hispanica, sont déterminée par
incubation des mélanges réactionnels décris précédemment, a différentes températures
(20, 30, 40 et 50°C). Les activités des 3 enzymes seront déterminées comme décrit

précédemment.

7.5 Influence du traitement pH et du traitement thermique sur la stabilité

des 3enzymes testés
7.5.1 Influence du traitement pH sur la stabilité des 3 enzymes testés

Afin de déterminer I’effet du pH sur la stabilité des enzymes, la solution des
graines de Salvia hispanica est traitée en présence du HCI et du NaOH a 1 M a

température ambiante pendant 1h et 2h.

7.5.2 Influence du traitement thermique sur la stabilité des 3 enzymes testés

Afin de déterminer I’effet du traitement thermique sur la stabilité des enzymes, la
solution des graines de Salvia hispanica est traitée dans un bain marie a une température
de 90°C pendant 1h et 2h.

Aprés ces traitements pH et thermique, les activités résiduelles des 3 enzymes
testées sont mesurées en suivant le méme protocole décrit précédemment, sauf que la
solution des graines de Salvia hispanica non traitée est remplacée par la solution des

graines de Salvia hispanica traitée.
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1. Le matériel biologique

Les graines de Salvia hispanica ont été achetées du commerce d’Ain Témouchent en
Février 2022. Le but de ce travail est de rechercher des propriétés biologiques (antioxydantes,

anti-inflammatoires et enzymatiques) au niveau de ces graines.

2. Détermination du pH de la solution des graines de Salvia hispanica
Pour déterminé le pH de notre solution, des bandelettes de pH ont été utilisées. Le

résultat obtenu (Figure 6) montre que la solution des graines de Salvia hispanica a un pH de 6.

Figure 6 : Résultat de la mesure du pH de la solution des graines de Salvia hispanica.

3. Dosage des proteines de la solution des graines de Salvia hispanica

Afin de connaitre les concentrations des protéines dans I’extrait des graines de Salvia
hispanica, une courbe d’étalon DO = f ([hémoglobine]) a été préparee (Figure 7).

DO= f([Hémoglobine])
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Figure 7 : Courbe étalon de I’hémoglobine.
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Le résultat du dosage des protéines a montré la présence de 6,777 mg par mL de

solution des graines de Salvia hispanica ce qui représente 16,94% de protéines au niveau de
ces graines.

Notre résultat est en accord avec 1’étude de Ivanovski et al., (2019) qui ont rapporté que la
teneur en protéines des graines de Salvia hispanica est d'environ 17%. D’autres études ont
montré queles graines de Salvia hispanica sont composées de protéines (15-25%) (Ali et al.,
2012).Cette quantité de protéines dans les graines de Salvia hispanica dépend principalement
de facteurs environnementaux et agronomiques (Ullah et al., 2016).

4. Recherche d’activité antioxydante dans la solution des graines de Salvia hispanica.

4.1 Recherche d’activité catalasique dans la solution des graines de Salvia
hispanica.
Afin de rechercher la présence d’activité catalasique chez les graines Salvia hispanica,

la méthode d’Aebi,(1984) a été utilisée par la mesure de la diminution de I'absorbance d'une

solution H20-.

Pour determiner les quantités d’H>O» dégradées par les catalases, une courbe étalon DO
= f ([H202]) a été préparée (Figure 8).

Do = f([H202])

012 Y =0.0061x +0.0024
R2=0.835 ®

0 5 10 15 20 25
Concentration d'H202 (mM)

Figure 8 : Courbe étalon de I’'H20>

La recherche d’activité catalasique a été réalisée par un suivi de la disparition de I’H20>

en fonction du temps, par la solution des graines de Salvia hispanica (Figure 9).
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Figure 9 : Capacité de degradation de I’'H20; par la solution des graines de Salvia hispanica.(A)

:Cinétique de la dégradation de I’H,0,, (B) : Pourcentage de dégradation de 1’H.O- en fonction du temps.

Les résultats obtenus (Figure 9) montrent que la solution des graines de Salvia hispanica
présente une propriéte antioxydante due a sa capacité a dégrader I’H>O». La présence d’activités
antioxydantes dans les graines de Salvia hispanica a été deja montré par les travaux de Firtin et
al., (2020).

La solution des graines de Salvia hispanica a 40mg/mL, a permis de dégrader, entre O et 4min,
a une concentration de 8,56 mM d’H.O; (Figure 9A) ce qui correspond a 9,34% d’H20(Figure
9B). L'étude de Abdel et al., ( 2021 ) a montré aussi que les graines de Salvia hispanica

présenteune activité catalasique qui permet la consommation de 1’H20..

4.2 Recherche d’activité anti-radicalaire chez la solution des graines de Salvia hispanica
par la méthode de piégeage du DPPH.

En plus de la recherche des catalases, les capacités de la solution des graines de Salvia

hispanica a piéger le DPPH (2,2-dyphényl-1-picrylhydrazyl) ont été évaluées.

Pour déterminer les quantités de DPPH consommeées, une courbe étalon DO=f ([DPPH])

a été préparée (Figure 10).
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Figure 10 : Courbe étalon du DPPH

Selon les résultats obtenus (Figure 10), la solution des graines de Salvia hispanica,

possede une capacité a piéger les radicaux DPPH. Ces résultats sont en accord avec I’étude de

Sargi et al., (2013), qui a montré que les graines de Salvia hispanica présentent une capacité a

piéger les radicaux DPPH.

Les résultats obtenus montrent que les concentrations (1,25, 1,5 ,2,25 et 2,5 mg/mL) de la

solution des graines de Salvia hispanica influencent les capacités de disparition du DPPH

(Figure 11). Cette capacité arrive a son maximum au bout de 15min puis elle reste stable.
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Figure 11: Influence de la concentration de la solution des graines de Salvia hispanica

sur la dégradation du DPPH
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Les résultats du calcul des pourcentages de dégradation du DPPH (Figure 12) montrent que
plus la concentration de la solution des graines de Salvia hispanica augmente, et plus la quantité
du DPPH dégradée augmente, ce qui est en accord avec des études effectuées sur les capacites
de piégeage du DPPH par des échantillons biologiques (Ali et al., 2013 ; Chu et al., 2018).

Cette augmentation des pourcentages de piégeage du DPPH (19,89%, 23,76%, 52,78%
et 63,35%), est proportionnelle a I’augmentation des concentrations de la solution des graines

de Salvia hispanica (1,25, 1,5, 2,25 et 2,5mg/mL) (Figure 12).
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Figure 12 : Pourcentage de dégradation du DPPH par les différentes concentrations

de la solution des graines de Salvia hispanica.

Une fois la présence d’activité de piégeage du DPPH a été détecté au niveau des graines
de Salvia hispanica I’ICso (concentration inhibitrice médiane, disparition de 50% du DPPH) a
été calculé en utilisant le logiciel ATT Bioquest (ATT Bioquest, 2019). L’ICsp est la mesure la
plus largement utilisée (Aykul et Hackert, 2016) pour mesurer l'activité antioxydante des
échantillons (Shen et al., 2018). Plus la valeur ICs est faible, plus I'activité antioxydante est
forte (Antolovich et al., 2002).

Les résultats obtenus ont montré que la valeur ICso (concentration nécessaire pour
inhiber 50% des radicaux du DPPH) de la solution des graines de Salvia hispanica, est de
2,2643mg/mL (Figure 13).
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Figure 13 : Dégradation du DPPH et détermination de I’'IC50 par la solution des graines de

Salvia hispanica a différentes concentrations.

Afin de savoir si notre solution des graines de Salvia hispanica possede une activité
antioxydante faible, moyenne ou forte, les résultats obtenus ont été comparés avec les résultats

d’autres travaux sur le piégeage du DPPH.

Les résultats d’étude de Scapin et al., (2016) sur I’activité antioxydante présente dans
les graines de Salvia hispanica a partir de I’extrait hydro-éthanolique, ont montré une valeur
d’IC50 de 3.841 mg/mL, supérieure a I’'ICsg a ce qu’on a obtenu dans notre étude (2,2643
mg/mL). Les capacités de piégeage du DPPH qu’on a obtenu semblent étre supérieures a celle
obtenue dans 1’étude de Scapin et al., (2016).

D’autres travaux sur [’activité antioxydantes, comme par exemple sur les extraits
d’huile des graines de Salvia hispanica, avec I’utilisation de deux méthodes d’extractions, des
extraitsd'hexane (HE) et de Bligh-Dyer (BDE), I’ICso de chacune sont, respectivement, 79,23
mg/mL et 51,88 mg/mL (Rodrigues et al., 2018), ce que signifie que les capacités de piégeage
du DPPHobtenues dans 1’étude Rodrigues et al., (2018) sont plus faible que les capacités de
piégeage duDPPH obtenues dans notre étude et aussi celles obtenues dans 1’é¢tude de Scapin et
al.,, (2016) (IC50 = 3.841 mg/mL de I’extrait hydro-éthanolique des graines de Salvia
hispanica). Cette différence de valeur de I'ICsp peut étre due a la différence de ’extrait, Des
résultats ont montré que la graine de Salvia hispanica a une teneur élevée en fibres
alimentaires, en lipides et en protéines (lvanovski et al., 2019). Les extraits obtenus ont un
potentiel antioxydant en raison des molécules qui sont récupérées, par exemple, ce qui est

obtenu dans le cas de macération dans de 1’eau, est riche et avec une forte concentration
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d’acide alpha linolénique (ALA), fibres alimentaires, protéines, vitamines, minéraux et
composés phytochimiques, tels que les composés phénoliques (daSilva et al., 2017), ces
composants sont responsable de I’amélioration, entre autres, de I’activité antioxydante (Scapin

et al., 2016).

Par contre, des niveaux les plus élevés de composés phénoliques, de flavonoides et
dactivité antioxydante ont été obtenus en utilisant la méthode d'agitation avec une
concentration d'éthanol (Scapin et al., 2016). De plus, il existe une relation entre la teneur en
composeés phenoliques et en flavonoides, et la capacité antioxydante in vitro, montrant que ces
composéssont les principaux responsables du potentiel antioxydant des extraits de graines de

Salvia hispanica (Scapin et al., 2016).

5. Recherche d’activité anti-inflammatoire dans la solution des graines de

Salvia hispanica
Afin de rechercher des propriétés anti-inflammatoires, les capacités de la solution des
graines de Salvia hispanica a inhiber la dénaturation de 1’albumine d’ceuf (ovalbumine) par la

température élevée a été évaluée.

Pour déterminer les quantités de I’ovalbumine dégradées par la chaleur, une courbe

étalon DO= f (JAlIbumine]) a été préparée (Figure X).

DO=f([Ovalbumine])
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Figure 14 : Courbe étalon de I’ovalbumine.

Les résultats obtenus (Figure 14) de la recherche des propriétés anti-inflammatoires

montrent que la solution des graines de Salvia hispanica, possede une capacité a inhiber la

36



Résultats et discussion

dénaturation de I’albumine d’ceuf. En effet, on remarque qu’en présence de la solution
des graines de Salvia hispanica, la quantité de I’ovalbumine non dégradée par le
traitement thermique est plus grande, par rapport a la quantité en son absence.

Ces résultats sont en accord avec I’étude de Chan-Zapata et al., (2019), qui a montré que
les graines de Salvia hispanica présentent une capacité a inhiber la dénaturation de I'albumine,
dont ils ont conclu que les graines de Salvia hispanica possédent une activité anti-

inflammatoire.

La dénaturation des protéines est un marqueur d’inflammation (Angel et al., 2013). Par
conséquent, en inhibant la dénaturation des protéines, I'activité inflammatoire peut étre inhibée
(Sangeetha et Vidhya, 2016 ), c’est pour cela que I’inhibition de la dénaturation des protéines
est considérée comme une action anti-inflammatoire, ce qui signifié que la solution des graines
de Salvia hispanica, sont dotees de propriétés anti-inflammatoires. Ces résultats sont en accord
avec 1’étude de Rubavathi et al., (2020) et I’étude de Aléman et al.,(2021) qui ont montré que

les graines de Salvia hispanica possédent une activité anti-inflammatoires.

Les résultats du calcul des pourcentages de I’inhibition de dégradation de 1’albumine de
I’ceuf (Figure 15) montrent que plus la concentration de la solution des graines de Salvia
hispanica augmente, et plus la quantité de ’albumine de 1’ceuf protégée contre la dégradation
augmente, ce qui est en accord avec des études effectuées sur les capacités de I’inhibition de
dégradation de I’albumine de I’ccuf par des échantillons biologiques (Henneh et
al.,2018 ; Dharmadeva et al.,2018).

Cette augmentation des pourcentages d’inhibition de la dégradation de 1’albumine de
I’ceuf (1.92% et 34.37%) est proportionnelle & I’augmentation des concentrations de la solution

des graines de Salvia hispanica (10mg/mL et 20mg/mL)(Figure 15).

Les résultats de dégradation de I’albumine de 1’ceuf (Figure 15) montrent qu’en absence
d’extrait des graines de Salvia hispanica, I’albumine de ’ceuf n’est pas protégée, ce qui

augmente sa quantité dégradée par le traitement thermique.
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Figure 15: Résultats de I’inhibition de la dégradation de 1’albumine de 1’ceuf, par la solution

des graines de Salvia hispanica suite au traitement thermique

En utilisant le logiciel ATT Bioquest (ATT Bioquest, 2019), les résultats obtenus ont
montré que la solution des graines de Salvia hispanica a une activité anti-inflammatoire avec
un ICso de 38.6765 mg/mL (Figure 16).
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Figure 16 : Dégradation de ’ovalbumine et détermination de I’'IC50 par la solution des

graines de Salvia hispanica a différentes concentrations.
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Afin de savoir si notre solution des graines de Salvia hispanica posséde une activité
anti-inflammatoire faible, moyenne ou forte, les résultats obtenus ont été comparés avec les

résultats d’autres travaux sur I’inhibition de la dénaturation de ’albumine.

Les résultats d’étude de Dharmadeva et al., (2018) sur I’activité anti-inflammatoire
présente dans ’extrait de I'écorce de Ficus racemosa, qui a été évaluée par rapport a la méthode
de dénaturation de I'albumine d’ceuf avec I'utilisation de I’extrait d’eau froide, ont montré que
la valeur de I'ICso est de 3,6919 mg/mL, qui est inférieure a 1’ICso de notre solution des
graines de Salvia hispanica (38.6765 mg/mL), ce qui signifie que I’écroce de Ficus racemosa
possede une forte activité anti-inflammatoire de celle de la solution des graines de Salvia
hispanica.

Les différents extraits obtenus a partir des échantillons biologiques ont un potentiel anti-
inflammatoire en raison des molécules qui sont récupérées, par exemple leur teneur élevée en
acides gras, oméga-3 et en fibres alimentaires, en proteines, en acide alpha linolénique (ALA),
vitamines et minéraux (Marineli et al., 2014). Ces composants sont responsable de

I’amélioration, entre autres, de I’activité anti-inflammatoire (Martinez et Segura,2020).

L’étude de Grancieri et al., (2019), a montré dans un sous-produit d’huiles de Salvia
hispanica, posséde une portion protéique, qui est une source prometteuse de peptides bioactifs,
avec application dans la prévention des inflammations (Martinez et Segura,2020). Aussi, des
fractions peptidiques obtenues de Salvia hispanica ont montré un effet anti-inflammatoire
(Chan-Zapata et al., 2019). De plus, il existe une relation entre la teneur élevée en protéines, et
la capacité anti-inflammatoire in vitro, montrant que ces composeés sont les principaux
responsables du potentiel anti-inflammatoire des extraits de graines de Salvia hispanica
(Martinez et Segura,2020). En effet les protéines sont responsables du potentiel anti-
inflammatoire, dont elles réduisent I’expression et la sécrétion de marqueurs liés aux voies de

I’inflammation par exemple la glutéline des graines de Salvia hispanica (Grancieri et al.,2019).

6. Recherche d’activité enzymatique dans la solution des graines de Salvia
hispanica

6.1 Recherche d’activité amylasiques, lipasique et gélatinasique dans
la solution des graines de Salvia hispanica

La méthode de Carvi-Somogyiiode/potassium iodure (IKI) a été réalisée (Fatema et

al.,2017). L’ activité amylasique est évaluée en fonction de la capacité des amylases de la
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solution des graines de Salvia hispanica a dégrader I’amidon qui se trouve dans le milieu

réactionnel.

Pour déterminer la quantité d’amidon dégradée par I’activité amylasique de la solution
des graines de Salvia hispanica,) une courbe étalon DO = f ([Amidon]) a été préparée. (Figure
17).

DO=f([Amidon])
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Figure 17 : Courbe étalon de ’amidon.

Les résultats obtenus sur I’activité amylasique, mesurée selon la capacité a dégrader
I’amidon, ont indiqué la présence d’activité amylasique dans I’extrait des graines de Salvia

hispanica.

L’¢étude de I'influence du temps sur ’activité amylasique de la solution des graines de
Salvia hispanica, qui a été évaluée a différents temps (Omin, 5min, 6min, 7min) (Figure 18 ),
montre que la quantité de I’amidon diminue en fonction du temps, ce qui signifié que I’activité
amylasique augmente (proportionnelle a la quantité d’amidon dégradée) en fonction du temps,

jusqu’a ce qu’elle arrive & son maximum aprés 7min d’incubation (Figure 18).
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Figure 18 : Courbe de la cinétique de la dégradation de I’amidon en fonction de temps.

Des études ont montré que les graines de Salvia hispanica peuvent étre utilisees dans de

nombreuses applications industrielles utilisees pour produire de I’amylase (Abdel et al., 2021).

Plusieurs études ont montré la présence d’activité amylasique au niveau des graines.
L’étude de Afiukwa et al., (2009) sur les graines de Mangifera oraphila, montre que la
concentration de I’amidon diminue en fonction du temps, passant d’environ 17 pg/MIl a
2,94g/MI en 60 min, alors que les résultats qu’on a trouvé montre que la concentration de
I’amidon passe de 40ug/MI a 3ug/Ml en 7 min (Figure 18), ce qui signifie que les graines de

Salvia hispanica possédent une meilleure activité que celle des graines de Mangifera oraphila.

Aussi, la présence d’activité amylasique au niveau des graines a été aussi montré par
Mahakham et al., (2017), sur les graines de Oryzasativa qui possédaient des degrés et des
capacité élevés a hydrolyser I’amidon. Ce qui donnent aux graines un réle important dans

I’hydrolyse de I’amidon par les amylases (Mahakham et al., 2017).

Afin de rechercher I’activité lipasique dans la solution des graines de Salvia hispanica,
la méthode de titration acido-basique (Deeth et Touch,2000 ; Stoytcheva et al., 2012) a été
appliquée pour la détermination de la quantité d’acides gras libérés, et qui sera mesurée par
ajout du NaOH jusqu’a virage de la couleur vers le rose. Le volume du NaOH ajouté, permet
de calculer la concentration des acides gras libérés par I’activité lipasique selon 1’équation

suivante : CaVa = ChVb.
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L’étude de I’influence du temps sur I’activité lipasique de la solution des graines de
Salvia hispanica, qui a été évaluée a différents temps (Omin, 5min, 10min) (Figure 19), montre
que la quantité d’acide gras libérés augmente en fonction du temps, ce qui signifié que I’activité

lipasique augmente en fonction du temps (Figure 19).

250

200

150

100

[0
o

Concentration d'acid gras en mM

Omin 5min 10min
Temps (min)

Figure 19 : Courbe de la cinétique de la libération des acides gras en fonction de temps.

La présence d’activité lipasique au niveau Salvia hispanica a été montrée par les études de
Rodrigues et al, (2018). Ces études ont été faites sur I’huile essentielle extraite de Salvia
hispanica et qui ont montré une capacité a réduire les triglycérides et les lipides ce qui signifie

la présence d’une activité lipasique.

Plusieurs études ont montré la présence d’activité lipasique au niveau des graines,
comme par exemple au niveau des graines de Zeamays (mais) (Lin et al., 1986 ; Huang et al.,
1988), des graines de [’Helianthus annuus. (Sadeghipour et Bhatla, 2003), des graines de
Brassica napus (Sana et al., 2004), des graines de Pentaclethra macrophylla Benth
(Enujiugha et al., 2004) des graines de Linum usitatissimum (Sammour, 2005) et des graines
de Panchira aquatica Bombacaceae (Polizelli et al., 2008 ).

Afin de rechercher Pactivité gélatinasique dans la solution des graines de Salvia

hispanica, le test qui se base sur les capacités de I’hydrolyse de la gélatine a été réalise.

L’étude de I’influence du temps sur I’activité gélatinasique de la solution des graines de

Salvia hispanica, qui a été évaluée a différents temps (0 min, 30 min et 60 min) (Figure 20),
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montre que la gélatine est restée solide, ¢’est-a-dire non hydrolysée, ce qui signifié I’absence

d’activité gélatinasique (Figure 20).

Figure 20 : Résultat de recherche de I’activité gélatinasique dans les graines de Salvia

hispanica.

Tube A : Tube de controle, Tube B : Tube incubé 30min, Tube C : Tube incubé 1h

Les protéases apparaissent une fois la germination commencée dans les graines (Gurung
et al.,2013) et les protéases ont été détecté au niveau des graines, comme par exemple les graines
de Oryzasativa (riz) (Sreedhar et Kaul,2016). Ce test de gélatinase, ne peut pas conclure sur la
présence d’activité protéasique au niveau des graines de Salvia hispanica, pour cela d’autres
tests de recherche d’activité protéasiques doivent étre effectués comme celui de dosage de
libération par spectrophotométrie des acides aminés et en utilisant aussi d’autres substrats

protéiques, comme la caseine, I’azocaseine, ou 1’azocoll.

Les enzymes sont synthétisées et accumulées au cours du développement des graines
(Giese et Hejgaard, 1984). Les deux (2) hydrolases trouvées dans notre étude, les amylases et
les lipases, permettent 1’hydrolyse, respectivement, de I’amidon et des lipides. Ces substrats
sont des sources de réserves d’énergie pour les graines quiet des réserves nutritives majeures,

utilisées lors de la germination (Paques and Macedo, 2006 ; Hellyer et al., 1999).
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Les enzymes amylasique telles que les a-amylases sont essentielles pour la formation du
granule de stockage d’amidon, pendant la maturation des graines, ce qui permet de nourrir le
semis en développement pendant la germination des graines, jouant un réle directement sur la
croissance de la plante (Damaris et al., 2019). Aussi, les enzymes lipolytiques catalysent la
premiére etape de la mobilisation des lipides, pour fournir de 1’énergie nécessaire a la croissance
embryonnaire pendant et apres la période de germination (Borgston et Brockman, 1984 ;
Quettier et Eastmond, 2009).

6.2 Influence du pH et de la température sur ’activité amylasique et lipasique

Afin de détecter I’influence du pH et de la température sur ’activité amylasique et
lipasique un test a été réalisé en incubant le milieu réactionnel a différents pH 5.5 (acide), 7
(neutre) , 8.5 (basique) et a differentes températures (20, 30, 40, 50°C).

Les résultats de caractérisation de I’activité amylasique, montrent que le pH (Figure 21
A) et la température d’incubation (Figure 21 B), influencent sur cette activité catalytique de
cette enzyme. En effet, ces résultats montrent que le pH optimal pour I’activité amylasique est
de 5.5, et la température optimale est de 50°C (Figure 21 A et B).

A pH 8.5 (basique), notre solution des graines de chia présente une tres faible activité
amylasique par rapport au pH optimal 5.5 (acide) mais presque similaire a celle trouvée a pH
7( Figure 21A).

La solution des graines de Salvia hispanica présente aussi une activité amylasique a
différentes tempeérature 20°C, 30°C et 40°C mais plus faible que I’activité détecter a la

température optimale 50°C.( Figure xB)
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pH 5.5 pH 7 pH 8.5 20°C 30°C 40°C 50°C
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Figure 21: Détermination du pH optimal (A) et de la température optimale (B) de I’activité

amylasique de la solution des graines de Salvia hispanica.



Résultats et discussion

Les amylases présentent dans les graines telles que les graines de Oryzasativa (riz)
(Damaris et al., 2019), et les graines de céréales, jouent un role important dans ’hydrolyse de
I’amidon ( Kaneko et al., 2002). Les études de Tindall, (1996) ont montré que les amylases de
graines de Mangifera oraphila agissent dans une gamme de pH de5, 6, 7 et 8, alors que dans
notre étude I’activité amylasique ne possédait pas une bonne activitéa pH 7 et 8.5 (Figure
21A).

L’étude de Afiukwa et al., (2009) ont trouvé que le pH optimal des amylases des
grainesde Mangifera oraphila est de pH 6 (acide), ce qui est en accord avec le résultat trouvé
dans notre étude, qui a montré un pH optimal de 5.5 (acide).

Selon Michelin et al., (2010), les amylases de la plupart des champignons sont
connues pour avoir des pH optimaux dans une gamme de pH acide a neutre, similaire avec des

amylasesde Bacillus amylolique faciens d’un pH optimal entre 5 et 7.5 (Igarashi et al.,1998).

Les résultats qu’on a trouvés sur le pH des amylases des graines Salvia hispanica sont

en accord avec ces resultats qui ont aussi un pH d’activité optimale, acide.

Concernant la température optimale des amylases des graines Salvia hispanica qu’on a
trouvée (50°C) est similaire a celle trouvée dans 1’¢tude de Srivastava et Kayastha, (2014) et
qui montre que la p—amylase des graines de Trigonella Foenum-Graecum, possede une
température optimale d’activité de 50°C, de méme que la température optimale de 1’a-amylase

observée chez les graines de Loliumrigidum (ray-grass) est de 53°C (Goggin et Powles, 2012).

Aussi, I’étude de Igarashi et al., (1998), sur I’amylase chez Bacillus, a montré que sa

température optimale d’activité est de 55°C.

Toujours par rapport aux températures optimales élevées des activités amylasiques, les
études faites par Afiukwa et al.,(2009) ont montré que la température optimale de ’amylase des
graines de Mangifera oraphila est de 60°C, similaire avec 1’¢tude de Egwim et Oloyede, (2006)
qui a montré aussi que la température optimale de 1’a-amylase des graines de Zeamays (mais)
et de (Oryza satva) (riz) est 60°C.

Les résultats de caractérisation de [I’activité lipasique, obtenus aprés 10 min
d’incubation, montrent que le pH optimal pour I’activité lipasique est de 7, et la température
optimale est de 30°C (Figure 22 A et B).

ApH 5.5 (acide) et pH 8.5 (basique), I’activité lipasique de la solution des graines Salvia

hispanica est plus faible que I’activité présente au pH optimal 7 (Figure 22A).
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Concernant I’influence de la température, la solution de Salvia hispanica présente une
activité lipasique a différentes température 20°C, 40°C et 50°C mais plus faible par rapport a
’activité présente a sa température optimale de 30°C (Figure 22B).
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pH5.5 pH 7 pH 8.5 20 30 40 50
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Figure 22: Détermination du pH optimal (A) et de la température optimale (B) de I’activité
lipasique de la solution des graines de Salvia hispanica.

Les études de Sana et al., (2004) ont montré que le pH optimal des lipases des graines
de Brassica napus est de 7 (neutre), et les études de Kermasha et al., (1986) ont montré aussi
un pH optimal a 7 pour les lipases des graines de Phaseolus vulgaris et Kawinski et al.,
(2021) a montré une activite lipasique a pH optimal 7 pour les graines de jojoba, ce qui est en

accord avec notre résultat sur les graines de Salvia hispanica avec un pH optimal 7( neutre).

Concernant la température, I’étude d’Enujiugha et al. (2004) a montré que I’activité
lipasique chez les graines de Pentaclethra macrophylla Benth présente une température
optimale de 30°C similaire a la température optimale de notre étude. De méme que la
température optimale de ’activité lipasique détectée chez les graines de Ricinus communis

(ricin) est de 30°C (Eastmond, 2004).

Les résultats de caractérisation de 1’activité gélatinasique, obtenus apres 30 min et 60
min d’incubation a différents pH (5.5, 7, et 8.5) et a différentes températures (20, 30, 40, et
50°C), montrent que la gélatine est restée solide, c’est-a-dire non hydrolysée, ce qui signifié

I’absence d’activité gélatinasique chez notre solution des graines de Salvia hispanica.

Comme on vient de le voir, ’activité enzymatique peut étre influencée par le pH du
tampon et par la température d’incubation. Les propriétés catalytiques des enzymes sont

exploitées pour effectuer des bioconversions efficaces et rentables (Rigoldi et al.,2018) et pour
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une utilisation efficace, il est souvent souhaitable que ces enzymes possédent une forte activité

catalytique sur une large gamme de températures et de pH (Furukawa et al., 2020).

La plupart des enzymes sont sensibles au pH, elles ont une plage de pH spécifique et un
pH d'activité optimale (Iheme et al., 2017). Lorsque le pH change, I'ionisation des groupements,
a la fois sur le site actif de I'enzyme que sur le substrat, peuvent changer, influencant le taux de
liaison du substrat au site actif (Robinson, 2015), ce qui peut influencer I’activité enzymatique.
Aussi la température peut avoir un effet sur l'activité enzymatique et peut influencer la vitesse
catalytique (Peterson et al., 2007). Lorsque la température augmente, la vitesse de mouvement
moléculaire et donc la vitesse de réaction augmentent, mais en méme temps, il y a une
inactivation progressive causée par la dénaturation de la protéine enzymatique (Robinson
,2015). Ce qui explique ces variations d’activit¢ en fonction du pH et de la température

d’incubation.

6.3 Influence du pH et du traitement thermique sur la stabilité des amylases et des

lipases de la solutiondes graines de Salvia hispanica

Les résultats de I’étude de I’influence du traitement pH et du traitement thermique sur
la stabilité des amylases présentent dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont

présentés dans la figure suivante.

[N
N
o

Traitement pH (A) Traitement thermique (B)

og® 100
2> T
= = 80 =<
S5 g 2 80
L E T 2

o 60 e £
2= 2 38 g0
TS TE
S 5 o R
=R 40 S % 40
n C \$C
@ © L c
= o 20 < 2
pojp 22 2
=3 ) Z 2
e <8 0
SO Sans HCI1IM  NaOH 1M =

. Sans traitement 900C
traitement

Figure 23: I’influence du traitement pH (A) et du traitement thermique (B) sur la stabilité des

amylases des graines de Salvia hispanica apres 1h de traitement.

Dans I’étude de I’influence du pH sur la stabilité des amylases, les résultats obtenus

(Figure 23A) apres 1h de traitement montrent que 1’enzyme maintient sa stabilité en gardant

47



Résultats et discussion

83.78% de son activité résiduelle suite au traitement HCI (1M) et 89.18% de son activité

résiduelle suite au traitement NaOH (1M) (Figure xA).

Les amylases sont des enzymes extrémozymes, qui est connue pour résister a des
conditions extrémement acides et alcaline (Rigoldi et al., 2018), par exemple, les graines de
Canavalia gladiata (haricot sabre) possedent une activité amylasique stable dans un pH acide
et pH alcalinet peuvent conserver jusqu’a 50% de leur activité résiduelle (Posoongnoen et
Thummavongsa,2020).

Les résultats qu’on a obtenus sur le traitement a pH acide (HCI 1M) des amylases
présentent dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont en accord avec ce qui a été
trouvé pour 1’o. amylase de Bacillus sp, qui a conservé 80% de son activité d’origine a pH acide
de 3.5 aprés 1h de traitement (Sajedi et al., 2005). C’est le cas aussi des amylases des
acidophilesde Streptomyces erumpens qui maintiennent jusqu’a 82% de leur activités initiales

a un pH acide (Ammar et al., 2002).

Pour le traitement alcalin nos résultats montrent que les amylases présentent dans la
solution des graines de Salvia hispanica, sont moins stables que I’a amylase de Bacillus
licheniformis qui maintient 100% de son activité d’origine a une plage de pH alcalin entre 8 et
10 (Hmidet et al., 2009), mais nos résultats sont proches de ceux de Hmidet et et al., (2009)
quia montré que ’a. amylase de Bacillus licheniformis, a conservé environ 81% de son activité

initiale a un pH de 10.

Concernant le traitement thermique a 90°C, les résultats obtenus montrent que l'activité
amylasique présente dans I’extrait des graines de Salvia hispanica, reste active aprés 1h de
traitement avec une activité residuelle de 70.27%, et une perte de 29.73% de I’activité
enzymatique initiale (Figure 23B). Les résultats obtenus montrent que les amylases présentent
dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont plus stables que 1’a-amylase des graines
de Canavalia gladiata (haricot sabre) qui a conservé que 50% de son activité d’origine apres

1h d’incubation a des températures de 40 a 60°C (Posoongnoen et Thummavongsa,2020).

Aussi, les amylases présentent dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont
plus stables que ’amylase de Pergularia tomentosa qui a perdue 38% (maintient de 62%) de

’activité initiale apres 90min d'incubation enzymatique a 60°C (Lahmar et al., 2017).
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Les résultats de 1’étude de I’influence du traitement pH et du traitement thermique sur la
stabilitédes lipases présentent dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont présentes

dans la figure suivante.
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Figure 24 : Influence du traitement pH (A) et du traitement thermique (B) sur la stabilité des

lipases des graines de Salvia hispanica apres 1h de traitement.

Les résultats obtenus (Figure 24A) aprés 1h de traitement montrent que I’enzyme

maintient sa stabilité en gardant 97.71% de son activite résiduelle suite au traitement HCl a 1M.

Les lipases sont des enzymes acidophiles, qui sont connue pour résister a des conditions
extrémement acides (Branco et al., 2015). Les résultats qu’on a obtenus sur le traitement a pH
acide (HCI, 1M) des lipases présentent dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont en
accord avec ce qui a été trouvé pour les lipases de Bacillus sp, qui sont stable a pH acide (pH
5) apres 1h de traitement (Barbosa et al., 2012). C’est le cas aussi des lipases de la bactérie
Micrococcus luteus a une forte stabilité a pH 3 et pH 5 a entrainé la rétention de plus de 85%

de l'activité initiale apres 2h de traitement (Adina et al., 2021).

Les lipases des graines de Salvia hispanica sont plus stables que les lipases étudiées par
Mobarak-Qamsari et al, (2011) chez Pseudomonas aeruginosa qui possédent une faible stabilité

a pH acide.

Pour le traitement alcalin n’était pas évaluée due a la méthode de mesure utilisée
initialement qui est basé sur la titration acido-basique avec une solution aqueuse d'hydroxyde
de sodium (NaOH) (permis le virage de couleur avant la titration) qui se trouve en condition

d’alcalinité avant méme le dosage.
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Concernant le traitement thermique & 90°C montrent que l'activité lipasique présente
dans la solution des graines de Salvia hispanica, sont moins stables et ne garde que 25.71%
(réduction de 74.29% de I’activité initiale) apres un traitement de 1h a 90°C.(Figure 24B).

Pour comparaison, la lipase présente dans les graines de laurus nobilisa conservé 68%
de son activité d'origine aprés un traitement de 1h a 60°C, 59% apres un traitement de 1h a
70°C et 40% de son activité d'origine apres un traitement de 1h a 80°C a été conservé (Isbilir et
al., 2008).

Les enzymes peuvent présenter une stabilité variable en présence de pH extrémes et
températures élevées (Morishima et al., 2009). Les enzymes appelées extrémozymes peuvent
fonctionner dans des conditions d’extréme alcalinités (alcalozymes), et dans des conditions
d’extréme acidité (acidozymes), et intrinséquement stables et actives a haute température

(thermozymes) (Geiger-Schuller et al., 2018).

Le processus d’inactivation thermique irréversible des enzymes, a des températures
¢levées, est connu comme défavorable pour la stabilité des enzymes du fait qu’il favorise les
modifications des acides aminés, et 1’hydrolyse et/ou 1’agrégation des peptides (Vieille et
Zeikus, 2001). D’autre part, les enzymes qui résistent a l'inactivation irréversible a haute
température sont plus stables que leurs homologues mésophiles (Vieille et Zeikus, 2001). Cette
stabilité provient de la formation d'une quantité de liaisons covalentes, ce qui permet de réduire
la flexibilité conformationnelle, qui a son tour inhibe I'agrégation et le déploiement de ’enzyme
(Ahmed et al., 2020).

Les enzymes sont caractérisees par un pH de stabilité maximale, et un changement de
ce pH peut influencer la structure spatiale et la fonction de I’enzyme par un changement de la
charge électrique des groupes des acides aminés (influence la capacité des interactions
électrostatiques des groupements ionisables acides ou basiques dans le centre actif de I’enzyme)
(Kumar et al., 2004).

La résistance des extrémozymes aux conditions extrémes pendant les processus

industriels, permet leurs utilisations comme biocatalyseurs (Wegrzyn et Zukrowski, 2014).

Concernant la caractérisation de I’activité et la stabilité des enzymes des graines de
Salvia hispanica, on remarque une diversité de comportement de ces enzymes (Tableau 7). Les

résultats obtenus montrent que les enzymes amylase sont un optimum pH d’activité 8 5.5 et une
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température optimale de 50°C, alors que les lipases ont un optimum pH d’activité a 7 et une

température optimale de 30°C. Par contre aucune activité gelatinasique, n’a été détectée.

Pour le test de stabilité, les amylases des graines de Salvia hispanica gardent 83.78% de
leur activité d’origine apres 1h de traitement a pH acide, et 89.18% a pH basique, alors que les

lipases ont gardé 97.71% de leur activité aprés 1h de traitement au pH acide.

Pour le test de stabilité thermique, le traitement a 90°C, les amylases et les lipases de la
solution des graines de Salvia hispanica apres 1h de traitement ont conservé, respectivement,
70.27% et 25.71% de leurs activité d’origine.

Le tableau suivant récapitule notre résultat obtenu sur la caractérisation enzymatique
des amylases, des lipases des graines de Salvia hisapnica.

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des resultats de la caractérisation enzymatique de I’activité et de la
stabilite des amylases et des lipases des graines de Salvia hispanica.

Activité enzymatique Stabilité enzymatique (activité
résiduelle)
Apres 1h de traitement
] - o Stabilit
pH Températ Stabilit Stabilité a .
optimal s . e apH
ure éa pHacide _
) alcalin
optimal 90°C (AM)
(M)
e
Fort For Forte
Amylas 55 50 e te
e °C
Lipase 7.0 30 Faib For
e le te
Gélatina Aucune activité Stabilité enzymatique ne peut étre
se étudiée
gélatinasique n’a été du fait qu’aucune activité
détectée
gélatinasique n’a été
détectée
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Discussion générale

Comme il a été cité dans la partie de synthese bibliographique, les plantes ont la capacité
de synthétiser diverses formes de composés phytochimiques en tant que métabolites
secondaires tels que les composés phénoliques (Shazhni et al., 2018), dont beaucoup ont été
identifiés et continuent d’étre utilisés dans le traitement des maladies, par leur contribution a
réduire les ERO et par conséquent les maladies liées au stress oxydatif (Nardi et al., 2016). De
méme ces composés synthétiques, possédent une action anti-inflammatoire peuvent interférer
dans le processus physiopathologique et le processus inflammatoire, afin de minimiser les
Iésions tissulaires (Maroon et al., 2010 ; Nunes et al., 2020 ). Par conséquent, et d’aprés les
résultats obtenus de la présente étude, on constate que les graines de Salvia hispanica
possedent des activités antioxydantes et anti-inflammatoires, due a la présence de source de
composes bioactifs, notamment des polyphénols et des flavonoides, des protéines, des fibres
alimentaires, qui sont responsables des effets bénéfiques des graines (Nardi et al., 2016). De
plus des propriétés antioxydantes, des propriétés anti-inflammatoires, les plantes possédent
aussi des proprietés enzymatiques (Kaul et Asano, 2012), ce qui a été montré dans notre étude
sur les graines de Salvia hispanica. En effet, ces derniéres possedent des activites amylasiques
qui permettent de dégrader I’amidon, et des activités lipasiques, qui permettent de dégrader les
lipides (la libération des acides gras). Ces activités sont de plus en plus utilisées dans plusieurs

processus industriels (Raveendran et al., 2018).
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Conclusion et prescriptives

L’objectif de notre travail est de rechercher et caractériser les activités biologiques
présentes dans la solution des graines de Salvia hispanica. Pour cela des activités
antioxydante, anti-inflammatoire et enzymatique (amylasique, lipasique et gélatinasique) ont
éte recherchées et caractérisées chez I’extrait des graines de Salvia hispanica.

Le résultat du dosage des protéines a montré la présence de 16,94% de protéines au
niveau de la solution des graines de Salvia hispanica.

La recherche d’activités antioxydantes a montré que la solution des graines de Salvia
hispanica posseéde un potentiel de dégradation d’H>O. de 8,56 mM au bout de 4 min

d’incubation et une activité anti-radicalaire avec une valeur d’ICso de 2,264 mg/mL.

La solution des graines de Salvia hispanica posséde aussi une capacité d’inhiber la
dénaturation d’ovalbumine par le traitement thermique, ce qui signifie qu’elle possede une

activité anti-inflammatoire avec une valeur d’IC50 de 38,6765 mg/mL.

En plus de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire, la solution des graines de
Salvia hispanica possédent aussi une activité amylasique et lipasique. Les résultats des tests
de I'influence du pH sur les deux enzymes ont montré, que I’activité amylasique a un pH
optimal de 5.5 et celle de I’activité lipasique est de 7. L’influence de la température
d’incubation sur les deux enzymes a montré, que la température optimale de I’activité

amylasique est de 50°C et celle de I’activité lipasique est de 30°C.

Concernant les tests de stabilité des deux enzymes aux conditions extrémes, les
résultats du traitement au pH pendant 1h a pH acide ( HCIl a 1M) montrent que les amylases et
les lipases de la solution des graines de Salvia hispanica possedent une forte stabilité et
gardent, respectivement, 83,78% et 97,71% de leurs activité d’origine. Apres un traitement
avec du NaOH a 1M, les amylases ont retenu 89.18% de leur activité initiale. Pour les lipases

le traitement avec du NaOH a 1M n’a pu étre réalisé comme expliqué précédemment.

Les résultats du traitement thermique de 1h a 90°C ont montré, que les amylases et les

lipases ont retenu, respectivement, 70,27% et 25,71% de leur activité d’origine.

D’apres les résultats obtenus, les amylases et les lipases ont montré une stabilité face au
traitement a des conditions extrémes du pH et température, ce qui leur permet d’étre utilisées
dans des processus qui nécessite 1’utilisation des enzymes stable a des conditions extrémes du

pH et température.
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Pour mieux caractériser les graines de Salvia hispanica, d’autres travaux doivent étre

effectués comme par exemple :

La détermination de leur compositions en acide gras saturé et polyinsaturé, leur teneur

en fibres alimentaires et leur teneur en lipides.

La recherche d’autres propriétés comme les propriétés antimicrobienne, les propriétés

antidiabétiques (hypoglycémiantes) et des propriétés hypotenseur.
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Résumé

La plante Salvia hispanica est une espece vegétale, riche en macro et micronutriments
de la famille des lamiacées. Ces graines possedent de précieuses propriétés biologiques, médicinales,
pharmaceutiques et nutritionnelles, pour cela, I’objectif de notre travail consistait a rechercher des
propriétés biologiques dans les graines de S.hispanica (achetées du commerce de la ville d’Ain
Temouchent, comme les propriétés antioxydantes (activité catalasique et activité de piégeage
duDPPH),anti-inflammatoires (inhibition de la dénaturation de 1’ovalbumine) et enzymatiques
(amylasique, lipasique et gélatinasique) ont été étudiées.

Les résultats obtenus montrent que ces graines possedent une activité catalasique qui a
permis de dégrader 8.56 mMd’ H,O, en 4min et une activité de pieégeage du DPPH avec un IC50 de
2.264 mg/mL, ainsi qu’une activité inhibitrice de ladénaturation d’ovalbumine avec un IC50 de
38.6765mg/mL. Aussi la solution des graines de Salvia hispanica possedent une activité
amylasique et lipasique avec, respectivement, des pHs optimaux de 5.5 et 7, et des températures
optimales, respectivement, de 50°C et 30°C. Par contre aucune activité gélatinasique n’a ¢été
détectée. Les amylases sont plus stables, aux traitements thermique et acido-basique que les lipases.

Mots clés : Salvia hispanica, graines, propriétés biologiques, proprietes antioxydantes, anti-
inflammatoires, enzymatiques.

Abstract

Salvia hispanica is a plant species, rich in macro and micronutrients of the lamiaceae family. These seeds
have valuable biological, medicinal, pharmaceutical and nutritional properties, for this, the objective of our
work was to research biological properties in the seeds of S.hispanica (bought from the trade of the city of
Ain Temouchent), such as antioxidant properties (catalasic activity and trapping activity of DPPH), anti-
inflammatory properties (inhibition of ovalbumin denaturation) and enzymatic properties (amylase,
lipasicand gelatinasic) were investigated.

The results obtained show that these seeds have a catalasic activity that allowed to degrade 8.56 mM of
H20> in 4min and atrapping activity of DPPH with an IC50 of 2.264 mg/mL, as well as an inhibitory activity
of ovalbumin denaturation with anlC50 of 38.6765 mg/mL. Salvia hispanica seed solution also has amylase
and lipasic activity with optimal pHs of 5.5 and 7,respectively, and optimal temperatures of 50°C and 30°C,
respectively. However, no gelatinasic activity was detected. Amylases are more stable, with thermal and
acid-base treatments than lipases.

Keywords: Salvia hispanica, seeds, biological properties, antioxidant properties, anti-inflammatory,
enzymatic.
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