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Résumé :

Les graines de tournesol (Helianthus annuus L.) constituent une source importante de
composés bioactifs et d’enzymes présentant un intérét nutritionnel, biologique et industriel.
Cette étude a pour objectif d’évaluer les activités antioxydantes (recherche des activités
catalasiques et de piégeage du DPPH) et enzymatiques (recherche des activités amylasiques et
phytasiques) d’un extrait préparé a partir des graines de tournesol. Les résultats ont mis en
évidence une activité antioxydante notable de I’extrait, traduite par une capacité de dégradation
du H>O; atteignant 1,22mM/mg de protéines apres 90s d’incubation ainsi qu’un pouvoir de
piégeage du DPPH avec un ICso de 0,3055mg/mL. Sur le plan enzymatique, 1’extrait présente
une activité amylasique importante, caractérisée par une hydrolyse d’environ 19,40ug
d’amidon/mg de protéines dans des conditions optimales de 30°C et a pH compris entre 7 et 9.
L’activité phytasique a également été mise en évidence par une libération de phosphore
inorganique estimée a 0,16ug/mg de protéines, avec une activité optimale observée a 40°C et a
pH 5. Les amylases ont montré une meilleure stabilit¢ dans différentes conditions
expérimentales, contrairement aux phytases qui se sont révélées plus sensibles aux variations
thermiques et acides.

Mots-clés :graines de tournesol, Helianthus annuus, activité antioxydante, activités
catalasiques, piégeage du DPPH, activités amylasiques, activités phytasiques.

Abstract:

Sunflower seeds (Helianthus annuus L.) constitute a significant source of bioactive
compounds and enzymes of nutritional, biological, and industrial interest. This study aims to
evaluate the antioxidant activities (specifically catalase activity and DPPH scavenging) and
enzymatic activities (specifically amylase and phytase activities) of an extract prepared from
sunflower seeds. The results revealed notable antioxidant activity in the extract, evidenced by
an H-O: degradation capacity reaching 1.22mM/mg of protein after 90s of incubation, as well
as DPPH scavenging potential with an 1Cso of 0.3055mg/mL. In terms of enzymatic activity,
the extract exhibited significant amylase activity, characterized by the hydrolysis of
approximately 19.40ug of starch per mg of protein under optimal conditions of 30°C and a pH
range of 7 to 9. Phytase activity was also demonstrated through the release of inorganic
phosphorus, estimated at 0.16pg/mg of protein, with optimal activity observed at 40°C and pH
5. The amylases demonstrated greater stability across various experimental conditions, in
contrast to the phytases, which proved to be more sensitive to variations in temperature and
acidity.

Keywords: Sunflower seeds, Helianthus annuus, Antioxidant activity, Catalase activity, DPPH
free radical scavenging, Amylase activity, Phytase activity.
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Introduction generale




Introduction générale

Hs ressources naturelles d’origine végétale, animale et microbienne représentent une

source importante de molécules bioactives d’intérét nutritionnel, thérapeutique et
biotechnologique (Zhou et Guo, 2012 ; El-Saadony et al., 2025 ; Rustamova et al., 2026 ; Favas
et al., 2026 ; Ali et al., 2026). Grace a leur richesse en composés biologiquement actifs, elles
occupent une place essentielle dans plusieurs domaines tels que 1’alimentation, la
pharmacologie, la médecine et les biotechnologies (Mushtaq et al., 2018 ; Batiha et al., 2022 ;
Ahmad et al., 2025). Parmi les ressources naturelles, les graines oléagineuses suscitent un
intérét croissant en raison de leur richesse en composés bioactifs et en nutriments essentiels

(Guo et al., 2017 ; Mahmoudi et al., 2021 ; Stawinska et Olas, 2022).

Les graines de tournesol (Helianthus annuus), en particulier, constituent une source importante
de lipides insaturés, de protéines, de composés phénoliques, de vitamines et de minéraux, leur
conférant une valeur nutritionnelle et fonctionnelle élevée (Guo et al., 2017 ; Petraru et al.,
2021 ; Ozcan et al., 2024). Elles renferment également plusieurs composés impliqués dans
diverses activités biologiques, notamment des activités antioxydantes, antimicrobiennes, anti-

inflammatoires et enzymatiques (Echave et al., 2020 ; Amarowicz, 2020 ; Daud et al., 2022).

Au cours des derniéres années, les activités biologiques des graines de tournesol ont fait 1’objet
d’un intérét scientifique croissant en raison de leurs applications potentielles dans les domaines
nutritionnel, pharmaceutique, agroalimentaire et biotechnologique (Shahidi et Ambigaipalan,
2015 ; Sadeghi et al., 2022 ; Ben-Othman et al., 2020). Parmi ces activités, les activités
antioxydantes et enzymatiques occupent une place importante, car elles contribuent a la
valorisation des composés bioactifs présents dans ces graines et a leur exploitation dans
différentes applications industrielles et biologiques (Lemes et al., 2022 ; Cadiz-Gurrea et al.,

2020).

Dans ce contexte, la problématique de ce travail s’articule autour de la compréhension des
activités biologiques des graines, ainsi que des facteurs susceptibles d’influencer ces activités.
L’objectif principal consiste a caractériser ces activités biologiques, en mettant 1’accent sur les
activités antioxydantes et enzymatiques, tout en explorant leur potentiel d’application dans
différents domaines. Une attention particulieére sera portée aux graines de Helianthus annuus,

utilisées comme modele d’étude afin d’approfondir 1’analyse des activités biologiques.


https://www.sciencedirect.com/author/35588196300/mehmet-musa-musa-ozcan
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Synthése bibliographique

Les activités biologiques, telles que les activités antioxydantes, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires, enzymatiques et métaboliques, représentent I’ensemble des processus et
mécanismes fonctionnels assurant le maintien de la vie chez les organismes vivants (Jeong et
al., 2000 ; Wu et al., 2020 ; Barba-Ostria et al., 2022). Elles résultent de 1’action coordonnée de
nombreuses molécules bioactives, telles que les protéines, les composés phénoliques, les
flavonoides ainsi que diverses enzymes impliquées dans les réactions métaboliques essentielles,
notamment la respiration cellulaire, la synthése de I’ATP, la dégradation des glucides, des
lipides et des protéines, ainsi que les mécanismes de défense contre le stress oxydatif (Shahidi
et Ambigaipalan, 2015 ; Singh et al., 2017 ; Zhang et al., 2022). Ces activités interviennent dans
plusieurs fonctions physiologiques, notamment la régulation du métabolisme, la protection
cellulaire contre les dommages oxydatifs affectant les lipides, les protéines et I’ADN, ainsi que
I’adaptation aux conditions environnementales (Thiruvengadam et al., 2021 ; Qamer et al.,

2021 ; Mercedes et al., 2023 ; Muscolo et al., 2024 ; Bouyahya et al., 2024).

Depuis I’ Antiquité, les organismes vivants d’origine végétale, animale ou microbienne ont été
exploités pour leurs propriétés nutritionnelles et thérapeutiques (Petrovska, 2012 ; Dabeer et
al., 2022). De nombreuses civilisations, comme les civilisations égyptienne, chinoise, indienne
et grecque, utilisaient déja différentes ressources naturelles dans des préparations traditionnelles
destinées a préserver la santé, améliorer certaines fonctions physiologiques et prévenir diverses
affections (Bhattacharya, 2020 ; Almoselhy et al., 2025). Ces ressources étaient employées sous
plusieurs formes (en extraits, poudres, huiles...), traduisant leur importance dans les pratiques
médicinales et alimentaires anciennes (Ramalingum et Mahomoodally, 2014 ; Bhattacharya,

2020 ; Daud et al., 2022).

Avec le développement des connaissances scientifiques, les activités biologiques des
organismes vivants ont été progressivement mieux comprises et leurs mécanismes d’action
¢lucidés, ce qui a permis de mettre en évidence le role des composés bioactifs dans de nombreux
domaines, favorisant ainsi leur valorisation dans les secteurs alimentaires, pharmaceutiques,

médicaux et biotechnologiques (Bhattacharya, 2020 ; Daud et al., 2022 ; Zhang et al., 2022).

Enfin, parmi les activités biologiques les plus étudiées, figurent les activités antioxydantes,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires et enzymatiques. Une attention particulicre est accordée
aux activités antioxydantes et enzymatiques, qui constituent des indicateurs importants pour
I’évaluation du potentiel biologique et des applications industrielles des ressources naturelles

(Singh et al., 2017 ; Daud et al., 2022 ; Zhang et al., 2022).
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1. Les activités biologiques

1.1.  Les activités antioxydantes

L’activité antioxydante désigne 1’ensemble des mécanismes biologiques permettant de
limiter ou de prévenir les dommages causés par les especes réactives de 1’oxygene (ERO), telles
que les radicaux libres (RL) (Patlevi€ et al., 2016 ; Halliwell, 2024 ; Sikder et al., 2025). Ces
especes, ainsi que les especes réactives de I’azote (ERN) et du soufre (ERS), sont naturellement
produites lors du métabolisme cellulaire, mais leur accumulation peut entrainer un stress
oxydatif, responsable de I’altération des lipides, des protéines et de ’ADN (Therond, 2006 ;
Juan et al., 2021 ; Hajam et al., 2022 ; Gulcin, 2025).

1.1.1. Les especes réactives de ’oxygéne (ERO)

Au cours des processus métaboliques normaux, les organismes vivants produisent
naturellement des ERO, ces molécules sont générées principalement lors des réactions
d’oxydoréduction impliquées dans la respiration cellulaire (Starkov, 2008 ; Tauffenberger et
Magistretti, 2021 ; Sikder et al., 2025 ; de la Lastra et al., 2026). Au niveau de la chaine
respiratoire, 1’oxygene moléculaire (O:) agit comme accepteur final d’électrons et est
normalement réduit en eau (H20) (Schertl et Braun, 2014 ; Marreiros et al., 2016 ; Nolfi-
Donegan et al., 2020), selon la réaction (1) suivante :

02 +4e +4H" — 2H.0
Cependant, une réduction incomplete de 1’oxygeéne peut survenir, conduisant a la formation
d’especes réactives telles que 1’anion superoxyde (O:7), le peroxyde d’hydrogene (H20:) et le
radical hydroxyle (OH") (Lu et al., 2006 ; Tauffenberger et Magistretti, 2021 ; Ren et al., 2026).
Cette formation se produit progressivement a travers une série de réactions successives, comme

décrit par Juan et al. (2021) :
(Réaction 2) : O2+ e — Oz~
(Réaction 3) : 20"+ 2H" — H20:+ O3
(Réaction 4) : H,O, + Fe?* — OH + OH + Fe**
(Réaction 5) : OH + ¢ + H* — H-0

Ces especes réactives sont produites en faibles quantités dans les conditions physiologiques
normales, ou une balance redox est maintenue grace a 1’équilibre entre la production des ERO
et les systémes de défense antioxydants (Marengo et al., 2016 ; Decros et al.,2019 ; Baudin,

2020). Cette balance redox joue un role essentiel dans le maintien de ’homéostasie cellulaire
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et le bon fonctionnement des processus physiologiques (Marengo et al., 2016 ; He et al., 2017 ;
Le Gal et al., 2021). Toutefois, lorsque la production des ERO devient excessive ou que les
mécanismes antioxydants sont insuffisants, cet équilibre est rompu, entrainant un déséquilibre
redox a I’origine du stress oxydatif (Marengo et al., 2016 ; He et al., 2017 ; Pizzino et al., 2017).
Ce dernier peut provoquer des dommages cellulaires affectant les lipides, les protéines et ’ADN
(Ozcan et al., 2015 ; Juan et al., 2021 ; Hajam et al., 2022), comme illustré dans la Figure (1)
selon Hepel et Andreescu, (2015).

Oxidative stress ‘ Immune deficiency }

Antioxidants
ROS generation

R* - — e ——
Endogenous radicals Heavy
metal ions
Taurine GSH peroxidase

Environmental Fenton
strong oxidants: reaction
Cr(VI), paraquat, | | et jons:
etc. Fe(ll), Cu(1) — Natural
ismutase atural
| polyphenols,

| flavonoids

Figure 1 : La balance redox et le déséquilibre redox entre les ERO et les défenses

antioxydantes

1.1.2. Les mécanismes de défense antioxydante

Les antioxydants agissent principalement selon plusieurs mécanismes (Juan et al.,
2021):
> La neutralisation directe des RL par don d’¢lectrons ou d’atomes d’hydrogene (réaction

6) : ROO + AH — ROOH + A’ (Lii et al., 2010).

> La chélation des ions métalliques impliqués dans la formation des ERO (réaction 4) :

H,0; + Fe?’" — OH + OH + Fe*" (Csire et al., 2020 ; Gulcin, 2025).

> L’activation de systemes enzymatiques de défense cellulaire, c’est a dire les enzymes

antioxydantes catalysent I’élimination des ERO selon différentes réactions (Keilin et Hartree,

4
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1943; Pham-Huy et al., 2008 ; Carr et Maggini, 2017). Parmi ces enzymes figurent notamment
les superoxydes dismutases (SOD), qui catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogene et en oxygene (réaction 3), ainsi que les catalases (CAT), responsables
de la décomposition du peroxyde d’hydrogeéne en eau et en oxygene (réaction 7) : 2H,0, —

2H,0 + Oz (Vitolo, 2021)
1.1.3. Les systemes de défense antioxydante

Les systémes antioxydants sont classés en deux grandes catégories :

a. Les antioxydants enzymatiques comprennent des enzymes telles que la catalase (CAT),
la superoxyde dismutase (SOD), les systemes de glutathion (GPx) et la DT-diaphorase, qui
interviennent dans la détoxification des ERO en les transformant en molécules moins réactives
(Shim et Kim,2013 ; Unsal et ., 2020 ; Gulcin, 2025). Par exemple, la réaction catalysée par la
catalase (réaction 7).

b. Les antioxydants non enzymatiques regroupent des composés capables de neutraliser
directement les RL, parmi eux figurent les composés phénoliques, les flavonoides, les
vitamines, par exemple vitamine C, certains pigments végétaux ainsi que le glutathion réduit
(GSH) (Ndhlala et al, 2010 ; Fouad Abdulfatah, 2023 ; Gulcin, 2025). Ce dernier constitue un
antioxydant intracellulaire majeur, intervenant dans le maintien de 1’équilibre redox et la
détoxification des especes réactives, notamment en tant que substrat de GPx, qui catalyse la
réduction des peroxydes selon la réaction (8) suivante:

2GSH + H202 — GSSG + 2H>0 (Gallo et Martino, 2009).

L’ensemble de ces molécules joue un role essentiel dans la protection des structures cellulaires

contre I’oxydation.

Le piégeage des radicaux libres constitue un mécanisme clé de 1’activité antioxydante,
il repose sur la capacité de certaines molécules a stabiliser le piégeage des radicaux en leur
cédant un électron (¢) ou un proton (H"), interrompant ainsi les réactions en chaine responsables
des dommages oxydatifs (Nimse et Pal, 2015). L’efficacité du piégeage dépend de la structure
chimique des molécules antioxydantes et de leur capacité a stabiliser les especes réactives

formées (Ali et al., 2013 ; Charlton et al., 2023).

Afin de mieux comprendre 1’origine et la diversité des especes réactives impliquées dans le
stress oxydatif, le tableau (1) présente les principaux radicaux libres générés dans les systemes

biologiques ainsi que leurs caractéristiques, selon Francenia Santos-Sanchez et al, (2019).
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Tableau 1 : Les radicaux libres générés dans les systémes biologiques

Espéces Source Fonction
. ‘ Il peut agir comme agent réducteur des
Processus enzymatique, réaction
. _ complexes de fer tels que le cytochrome ¢
(07 d'auto-oxydation et réactions de
. ou comme agent oxydant pour oxyder
transfert d'é¢ non enzymatiques. ) )
l'acide ascorbique et 1'a-tocophérol.
‘ HO:> " initie la peroxydation des acides
HO;® Protonation de O, "
gras
Le peroxyde d'hydrogene ) )
_ HO ° réagit avec les molécules organiques
(H202) génére du radical HO * par _ _ ‘ o
HO* _ et inorganiques (ADN, protéines, lipides
la réaction de Fenton catalysée par _
et glucides).
un métal.
Le monoxyde d'azote (NO) est un second
Action de la NO-synthase utilisant | messager intracellulaire qui stimule la
NON* l'arginine comme substrat et le | guanylate cyclase et les protéines kinases
NADPH comme source d'é. et contribue a la relaxation des muscles
lisses des vaisseaux sanguins.
) Ce radical agit sur le mécanisme
Protonation de ONOO ~ ou ' o
' _ antioxydant en diminuant les
NON * fragmentation homolytique de )
concentrations d'ascorbate et d'a-
ONOOCO; -
tocophérol dans le plasma.
ONOO ° est une espéce oxydante et
nitrante puissante des résidus de
ONOO* Réaction de Oz avec NO * méthionine et de tyrosine dans les
protéines et oxyde 'ADN pour former de
la nitroguanine
Intermédiaire de la réaction (SOD)- )
_ Le CO3™ " oxyde les biomolécules
CO;”" Cu %", OH " réagit avec le

bicarbonate pour générer CO3™*

(protéines et les acides nucléiques)
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Adduit peroxynitrite- Cet anion favorise la nitration des
ONOOCO2 " | CO:s: est obtenu par réaction de fragments de tyrosine de
ONOO™ avec CO:z2 . 'oxyhémoglobine via FR

1.1.4. L’importance des activités antioxydants au niveau cellulaire et industriel

Les activités antioxydantes jouent un role essentiel aussi bien au niveau cellulaire que
dans plusieurs domaines industriels (Birben et al., 2012 ; Pisoschi et Pop, 2015 ; Kurutas, 2016 ;
Jomova et al., 2024 ; Muscolo et al., 2024). Au sein des cellules, les systémes antioxydants
permettent de maintenir 1’équilibre rédox en neutralisant 1’excés d’ERO produites lors du
métabolisme normal (Birben et al., 2012 ; He et al., 2017 ; Tauffenberger et Magistretti, 2021).
Cette protection limite les dommages oxydatifs affectant les lipides membranaires, les
protéines, les glucides et I’ADN, contribuant ainsi au maintien de 1’intégrité cellulaire et des
fonctions physiologiques normales (Therond, 2006 ; Ozcan et al., 2015 ; Juan et al., 2021). Les
antioxydants enzymatiques, tels que la SOD, la CAT et les Px, ainsi que les antioxydants non
enzymatiques, comme les vitamines C et E, les caroténoides, les flavonoides et le glutathion,
participent conjointement a la prévention du stress oxydatif et au renforcement des mécanismes
de défense cellulaire (Michiels et al., 1994 ; Ighodaro et Akinloye, 2018). Une altération de cet
équilibre peut conduire a diverses perturbations biologiques associées au vieillissement
cellulaire et a plusieurs pathologies, telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies
neurodégénératives, le diabete, les inflammations chroniques ainsi que certains cancers

(Zhazykbayeva et al., 2020 ; Rotariu et al., 2022 ; Leyane et al., 2022).

Sur le plan industriel, les activités antioxydantes présentent également un intérét considérable,
notamment dans les secteurs agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique et biotechnologique
(Carocho, 2018 ; Giil¢in, 2025 ; Paraschiv et al., 2025). Dans I’industrie alimentaire, les
composés antioxydants sont utilisés afin de limiter I’oxydation des lipides, responsable de la
détérioration sensorielle et de la réduction de la valeur nutritionnelle des aliments, ils
contribuent ainsi a prolonger la durée de conservation des produits et a améliorer leur stabilité
(Choe et Min, 2006 ; Pokorny, 2007 ; Nimse et Pal, 2015 ; Shahidi et Ambigaipalan, 2015 ;
Carocho et al., 2018). Dans les domaines pharmaceutique et cosmétique, les antioxydants sont
exploités pour leurs propriétés protectrices contre les dommages oxydatifs impliqués dans le
vieillissement cutané et certaines affections liées au stress oxydatif (Rinnerthaler et al., 2015 ;
Pullar et al., 2017 ; Pizzino et al., 2017). De plus, I’intérét croissant pour les antioxydants

naturels issus des plantes et des graines s’inscrit dans une démarche visant a remplacer les
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additifs synthétiques par des alternatives biologiques plus sires et biodégradables (Pokorny,

2007 ; Shahidi et Zhong, 2010 ; Nimse et Pal., 2015 ; Giil¢in, 2025).

1.2.  Les activités enzymatiques

Les enzymes sont des molécules biologiques possédant une activité catalytique, leur
permettant d’accélérer les réactions chimiques aussi bien dans les systémes vivants qu’en
conditions expérimentales in vitro, ou ces réactions se produiraient autrement a une vitesse trés
faible (Cooper, 2000 ; Tiwari, 2016 ; Caetano, 2023 ; Kissman et al., 2024). Synthétisés par les
cellules vivantes, elles sont principalement de nature protéique, a I’exception de certains ARN
catalytiques appelés ribozymes qui possedent la capacité d’accélérer des réactions chimiques
spécifiques, telles que les réactions de clivage et d’épissage de I’ARN, sans étre ni modifiées
ni consommeées au cours de ces réactions (Tanner, 1999 ; Walter et Engelke, 2002 ; Reymond

et al., 2009 ; Park et al., 2019).
1.2.1. Le mécanisme d’action des enzymes

Le mécanisme d’action des enzymes repose sur I’interaction spécifique (Figure 2) entre
I’enzyme (E) et son substrat (S) au niveau d’une région particuliére appelée site actif (Fischer,

1894 ; Koshland, 1958).

! Substrate Products
/ Active site ‘ D

\W/

Enzyme Enzyme-Substrate Complex Enzyme

Figure 2 : Formation du complexe enzyme—substrat au niveau du site actif

La réaction débute par la fixation du S sur E, conduisant a la formation d’un complexe enzyme—
substrat (ES). Ce complexe est ensuite transformé en produit (P), qui sera libéré a la fin de la
réaction, tandis que 1’enzyme retrouve son état initial (réaction 9). La figure (2) illustre ce

mécanisme selon la réaction (9) suivante : E+ S=ES - E+P
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L’activité catalytique des enzymes est

principalement liée a leur capacité a 4 Without enzyme -
o Activation
.. . . . . . , . Q energy
diminuer I’énergie d’activation nécessaire = without
3 enzyme
au déroulement de la réaction chimique &/~~~ 7" ‘. .\ . Ti """ """~~~
E} Activation energy
(Figure 3) : G| with enzyme
o [| Reactants:
< Q Overall energy
Ea (avec enzyme) Ea (sans enzyme) § Glucose + O, released during
T reaction
o) Products:
v
5 €O, + H,0
vV

Figure 3 : Effet catalytique des enzymes sur la diminution de 1’énergie d’activation d’une

réaction chimique

La vitesse de la réaction enzymatique dépend également de la concentration en S et peut étre

décrite par 1’équation de Michaelis—Menten : v = Vmax[S]
K +[S]

Deux modeles majeurs expliquent I’interaction E-S (Figure 4), selon Naik, (2016) :

a. Le modéle « clé-serrure », proposé par Fischer en 1894, suppose une complémentarité

parfaite entre le S et le site actif de E (Figure 4-A).

b. Le modele de I’ajustement induit, proposé par Koshland en 1958, suggére quant a lui
que le site actif subit des modifications conformationnelles lors de la fixation du S afin

d’optimiser I’interaction enzymatique (Figure 4-B).

%—»@ @ 8—’@

Enzyme

Substrate ES-complex
Enzyme Substrate ES-complex
Free enzyme Product Transition state of

(A) (B) -complex

Figure 4 : Mode¢les d’interaction E-S : (A) modéle clé-serrure, (B) modéle de 1’ajustement

induit
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1.2.2. La classification des enzymes

La classification des enzymes a été établie en 1961 par la commission des enzymes de
I’International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB). Selon cette
classification, chaque enzyme est identifiée par un code numérique appelé numéro EC (Enzyme
Commission), composé de 04 chiffres correspondant au type de réaction catalysée (Tableau 2).
Initialement, les enzymes étaient réparties en 6 grandes classes et par la suite, une 7°™ classe,
les translocases (EC 7), a été introduite par 'TUBMB en 2018 afin de regrouper les enzymes

impliquées dans le transport d’ions ou de molécules a travers les membranes biologiques

(Tableau 2).

Tableau 2 : Classification des principales classes enzymatiques selon [UBMB

Classe Code Exemples
Fonction principale Références
enzymatique | EC d’enzymes
. Catalase, o
Catalysent les réactions Chelikani et
Oxydoréductases| EC 1 ) peroxydase,
d’oxydoréduction al., 2004
déshydrogénase
Transferent des groupements
. . MEHTA et
Transférases |EC 2| fonctionnels d’une molécule a [Kinase, transaminase L 1993
al.,
une autre
Catalysent 1’hydrolyse des Amylase, lipase,
Hydrolases |EC 3 o Dodson, 1998
liaisons chimiques phytase, protéase
Catalysent la rupture ou la Marsh et
‘ o Décarboxylase,
Lyases EC4 formation de liaisons sans Lebherz,
aldolase
hydrolyse 1992
Catalysent les réarrangements
Isomérases |EC 5 Racémase, mutase | Toney, 2005

intramoléculaires

Catalysent 1’union de deux
ADN ligase, Ibba et Soll,

Ligases EC 6| molécules avec consommation
synthétase 2000
d’ATP
Catalysent le transport d’ions ou |  ATP synthase,
Translocases |EC 7 de molécules a travers les pompe Na'/K" | Boyer, 1997
membranes biologiques ATPase

10
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A noter que les différentes activités enzymatiques peuvent étre influencées par
plusieurs facteurs physicochimiques, notamment la température, le pH et la salinité du milieu

réactionnel (Hu et al., 2015 ; Ding et al., 2022 ; Salazar-Alekseyeva et al., 2024).
1.2.3. L’importance des activités enzymatiques au niveau cellulaire et industriel

Les activités enzymatiques jouent un role fondamental aussi bien au niveau cellulaire
que dans de nombreux secteurs industriels (Singh et al., 2016 ; Chapman et al., 2018). Au
niveau cellulaire, les enzymes assurent la catalyse des réactions biochimiques indispensables
au fonctionnement des organismes vivants, elles interviennent dans la majorité des voies
métaboliques, notamment dans les processus de digestion, de production d’énergie, de
biosynthése des macromolécules, etc. (Kirk et al., 2002 ; Bar-Even et al., 2011). Grace a leur
grande spécificité et a leur forte efficacité catalytique, les enzymes permettent le déroulement
rapide des réactions biologiques dans des conditions physiologiques compatibles avec la vie

(Warshel et al., 2006 ; Bar-Even et al., 2011).

Au niveau industriel, grace a leurs activités catalytiques, les enzymes présentent également un
intérét majeur dans les applications industrielles et leur capacité a agir dans des conditions
modérées de température, de pH et de salinité permet de réduire la consommation énergétique
ainsi que I'utilisation de substances chimiques nocives, contribuant ainsi au développement de
procédés plus économiques et écologiques (Jegannathan et Nielsen, 2013 ; Littlechild, 2015 ;
Singh et al., 2016 ; Chapman et al., 2018). De plus, 1'utilisation des enzymes favorise
I’amélioration des rendements de production, ce qui va leur permettre de s’inscrire dans le cadre
des biotechnologies durables et des procédés verts (Kirk et al., 2002 ; Jegannathan et Nielsen,

2013 ; Singh et al., 2016 ; Chapman et al., 2018).

Parmi les différentes classes enzymatiques, les hydrolases (EC 3) représentent la classe
d’enzymes la plus largement exploitée dans les procédés industriels, occupant ~ 75% du marché
mondial des enzymes industrielles (Li et al., 2012 ; de Souza et al., 2015 ; Shukla et al., 2022).
Les hydrolases regroupent plusieurs enzymes capables de catalyser I’hydrolyse de divers
substrats biologiques, telles que les amylases (hydrolyse de 1’amidon), les phytases (hydrolyse
de I’acide phytique), les lipases (hydrolyse des lipides) et les protéases (hydrolyse des protéines)
(Konietzny et Greiner, 2002 ; Sandberg et Andlid, 2002 ; Vats et Banerjee, 2004).

Selon Li et al. (2012), parmi les enzymes appartenant a cette classe (EC 3), les carbohydrases,
notamment les amylases, les cellulases, les pectinases et les xylanases qui dominent le marché
mondial avec pres de 50%, suivies des protéases (25-30%) et des lipases (<10%), en raison de
leurs nombreuses applications dans les secteurs agroalimentaire, des détergents,

11
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pharmaceutique et biotechnologique (Kirk et al., 2002 ; Li et al., 2012 ; Guerrand, 2017 ;
Chaudhary et al., 2026).

Aussi a savoir, les amylases et les phytases présentent un intérét particulier en raison de leur
importance biologique et industrielle (Vohra et Satyanarayana, 2003 ; de Souza et de Oliveira
Magalhaes, 2010 ; Mehta et Satyanarayana, 2016 ; Joudaki et al., 2023). Les amylases
permettent 1’hydrolyse des liaisons glycosidiques de 1’amidon pour produire des sucres plus
simples tels que le maltose, le glucose et les dextrines, ce qui permet leurs utilisations dans les
industries alimentaires, brassicoles, textiles, papeti¢res ainsi que dans la formulation des
détergents (Pandey et al., 2000 ; Gupta et al., 2003 ; de Souza et de Oliveira Magalhaes, 2010).
Les phytases, quant a elles, catalysent I’hydrolyse progressive de ’acide phytique (myo-inositol
hexakisphosphate, IP6), principal composé de stockage du phosphore dans les graines et les
céréales, libérant ainsi du phosphore inorganique assimilable (Reddy et al., 1982 ; Konietzny
et Greiner, 2002). Les phyatses jouent un role essentiel dans I’amélioration de la
biodisponibilité des minéraux tels que le fer (Fe), le zinc (Zn), le calcium (Ca) et le magnésium
(Mg), tout en réduisant 1’effet antinutritionnel des phytates (Konietzny et Greiner, 2002 ; Vats
et Banerjee, 2004) ce qui permet de les utiliser dans 1’alimentation animale, les biotechnologies
alimentaires et les procédés visant a valoriser les matieres végétales riches en phytates (Lei et

Porres, 2003 ; Handaet al., 2020).

Dans les industries agroalimentaires, les enzymes sont utilisées pour la transformation des
aliments, I’amélioration de la digestibilité et la valorisation des matiéres premicres végétales
(Kirk et al., 2002 ; Chapman et al., 2018 ; Raveendran et al., 2018 ; Vinicius De Melo Pereira
et al., 2019). Par exemple, les amylases interviennent dans I’hydrolyse de I’amidon lors de la
fabrication du pain, des sirops glucosés et des boissons fermentées, tandis que les protéases sont
utilisées dans 1’attendrissement des viandes, la fabrication des fromages et 1’hydrolyse des
protéines alimentaires (Rao et al., 1998 ; Gupta et al., 2003 ; de Souza et Magalhaes, 2010). Les
lipases participent également a la modification des corps gras et au développement des aromes
alimentaires (Sharma et al., 2001 ; Jaeger et Eggert, 2002 ; Hasan et al., 2006 ; Treichel et al.,
2009).

Les enzymes occupent également une place importante dans les secteurs pharmaceutique et
biotechnologique, ou elles sont utilisées dans la syntheése de molécules d’intérét thérapeutique,
les procédés de bioconversion, la production de biomolécules ainsi que dans les systeémes de
diagnostic biologique et les biosenseurs enzymatiques (Vellard, 2003 ; Grieshaber et al., 2008 ;

Turner, 2013 ; Chapman et el., 2015).
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Par ailleurs, les enzymes d’origine végétale, particulierement celles extraites des graines,
suscitent un intérét croissant en raison de leur disponibilité naturelle, de leur diversité
biochimique et de leurs nombreuses activités biologiques (Barros et al., 2010 ; Verma et al.,
2022 ; Swain et al., 2025). Parmi ces enzymes, les amylases et les phytases présentent des
applications importantes dans [’alimentation animale, la production de biofertilisants, la
réduction des composés antinutritionnels ainsi que dans la transformation des substrats riches

en amidon et en phytates (Kalsi et al., 2016 ; Nezhad et al., 2020 ; Valente Junior et al., 2024).

1.3. Les autres activités biologiques

Outre les activités antioxydantes et enzymatiques, de nombreuses substances bioactives
présentent également diverses propriétés biologiques d’intérét, notamment des activités

antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Cowan, 1999 ; Yahfoufi et al., 2018).

Les activités antimicrobiennes de ces substances bioactives, reposent principalement sur leur
capacité a inhiber la croissance des microorganismes pathogénes par altération des membranes
cellulaires, inhibition enzymatique ou perturbation de certains mécanismes métaboliques
(Sieniawska et Georgiev, 2021 ; Alvarez-Martinez et al., 2021 ; Davidova et al., 2024). Tandis
que les effets antiinflammatoires de ces substances bioactives sont liés a la modulation des
médiateurs pro-inflammatoires et a I’inhibition de certaines voies impliquées dans la réponse

inflammatoire (Chen et al., 2018 ; Yahfoufi et al., 2018).

Ces activités sont principalement attribuées a la présence de composés bioactifs tels que les
polyphénols, les flavonoides, les terpénes, les alcaloides et certains peptides biologiquement
actifs, capables d’interagir avec différents mécanismes cellulaires et métaboliques (Mutha et
al., 2021 ; Chen et al., 2023 ; El-Saadony et al., 2024 ; El-Saadony et al., 2025). Grace a leurs
propriétés biologiques variées, ces compos€s suscitent un intérét croissant dans les domaines
agroalimentaire, pharmaceutique, biomédical et biotechnologique, notamment pour la
prévention du stress oxydatif, la lutte contre les micro-organismes pathogenes et la modulation
des réactions inflammatoires (Chagas et al., 2022 ; Mitropoulou et al., 2023 ; Matin et al.,

2024).
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1.4. Les différentes sources des activités biologiques

Comme les activités biologiques suscitent un intérét croissant en raison de leurs
applications dans les domaines agroalimentaires, pharmaceutiques, biomédicaux et
biotechnologiques, différentes sources naturelles(microbiennes, animales et végétales),
permettent de les récupérer en raison de la présence de nombreux composés bioactifs possédant
diverses activités biologiques (Zhou et Guo, 2012 ; El-Saadony et al., 2025 ; Rustamova et al.,
2026 ; Favas et al., 2026 ; Ali et al., 2026).

1.4.1. Les sources microbiennes

Les sources microbiennes incluent les bactéries, les levures et les champignons

microscopiques, et ces microorganismes produisent divers métabolites secondaires, enzymes,
antibiotiques et peptides antimicrobiens présentant un intérét important dans les domaines
pharmaceutique, industriel et biotechnologique (Merino et al., 2019 ; Rustamova et al., 2026).
Ces composés sont associés a plusieurs activités biologiques, notamment des activités
antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et enzymatiques, grace
a leur capacité a interagir avec différents mécanismes cellulaires et métaboliques (Chandra et
al., 2020 ; Rani et al., 2021 ; Alanazi et al., 2025 ; Soliman et al., 2026).
Par exemple, certaines espéces du genre Streptomyces sont connues pour leur capacité a
produire des antibiotiques et plusieurs métabolites bioactifs présentant des activités
antibactériennes, antifongiques, antitumorales, anthelminthiques, insecticides et cytotoxiques
d’intérét pharmaceutique et biotechnologique (Salwan et Sharma, 2020 ; Alam et al., 2022 ;
Elsalam et al., 2022).

1.4.2. Les sources animales

Les sources animales regroupent plusieurs composés biologiquement actifs provenant
notamment du lait, des ceufs, des produits marins et de certains tissus animaux, et ces sources
renferment des protéines, des peptides bioactifs, des enzymes et des lipides capables d’exercer
des activités antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Bhat et al., 2015 ;
Albenzio et al., 2017 ; Lopez-Garcia et al., 2022).

A titre d’exemple, les peptides bioactifs du lait présentent diverses activités biologiques
d’intérét nutritionnel et thérapeutique, notamment des activités antimicrobiennes,
immunomodulatrices, antioxydantes, antihypertensives, antithrombotiques et antagonistes

(Mohanty et al., 2016).
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1.4.3. Les sources végétales

Les sources végétales représentent 1’'une des principales origines des activités
biologiques, elles comprennent les graines, les céréales, les légumineuses, les fruits, les
légumes, les algues ainsi que les plantes médicinales (Mufoz et al., 2017 ; Benincasa et al.,
2019). Ces sources végétales sont riches en composés phénoliques, flavonoides, caroténoides,
vitamines, acides gras insaturés et enzymes contribuant a différentes activités biologiques,
notamment des activités antioxydantes, anti-inflammatoires,  antimicrobiennes,
antithrombotiques, cardioprotectrices, vasodilatatrices et immunomodulatrices (Samtiya et al.,
2021 ; Abeyrathne et al., 2022 ; El-Saadony et al., 2025).

Parmi ces ressources végétales, les graines de tournesol (Helianthus annuus L.) suscitent un
intérét croissant en raison de leur richesse en composés bioactifs, notamment les acides gras
insaturés, les composés phénoliques, les tocophérols et certains minéraux essentiels, leur
conférant diverses activités biologiques telles que des activités antioxydantes, enzymatiques,
antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Karamac et al., 2012 ; Guo et al., 2017 ; Alexandrino

etal., 2021 ; Ozcan et al., 2024).

En plus de leur valeur nutritionnelle, les graines de tournesol renferment également
diverses enzymes endogenes impliquées dans les mécanismes de germination et de mobilisation
des réserves, ce qui leur confere un intérét particulier dans les domaines agroalimentaire,

biotechnologique et industriel (Agostini et Ida, 2006 ; Guo et al., 2017).

2. Présentation de la plante Helianthus annuus et de ses graines
2.1. Présentation de la plante Helianthus annuus

Apres avoir présenté les activités biologiques et I'intérét des composé€s naturels des
graines de maniére générale, il est pertinent d’introduire la plante étudiée, a savoir le tournesol
(Helianthus annuus L.), ainsi que les caractéristiques de ses graines. La classification botanique
de I’espece est résumée dans le Tableau (3), tandis que la morphologie générale de la plante
ainsi que les différents types de graines de tournesol sont illustrées respectivement dans les

Figures (5) et (6).

Le tournesol (Helianthus annuus L.) appartient a la famille des Astéracées (Skoric, 2009 ; Seiler
et al., 2017 ; Hussain et al., 2018) et au genre Helianthus, regroupant plusieurs especes de
plantes oléagineuses et ornementales, elle a été décrite pour la premiére fois par Carl Linnaeus
en 1753 dans I’ouvrage Species Plantarum et appartient (Chase et al., 2016 ; Li et al., 2021)

(Tableau 3). Le nom « tournesol » fait référence a la tendance des jeunes inflorescences a
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s’orienter vers la lumicre solaire, phénomene connu sous le nom d’héliotropisme (Atamian et
al., 2016 ; Barrett, 2021). Originaire d’Amérique du Nord, cette plante oléagineuse est
aujourd’hui largement cultivée dans de nombreuses régions du monde, notamment dans les
zones tempérées et semi-arides d’Europe, d’Asie, d’Afrique du Nord et d’Amérique du Sud

(Cantta-Ayala et al., 2025).

Tableau 3 : Classification taxonomique de Helianthus annuus L.

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Helianthus
Espéce annuus

Le tournesol est une plante herbacée annuelle caractérisée par une tige dressée, robuste et
pubescente pouvant atteindre plusieurs meétres de hauteur, et ses feuilles sont larges, alternes,
pétiolées et généralement cordiformes (Pal, 2011) (Figure 5). L’inflorescence est constituée
d’un capitule de grande taille composé de fleurs ligulées périphériques jaunes et de fleurs
tubuleuses centrales fertiles (Cetinbas-Geng et Unal, 2012 ; Sharma et Bhatla, 2013 ; Elomaa
et al., 2018). Le fruit renferme une seule graine riche en substances de réserve (Tostain et al.,

2012).

Figure 5 : Inflorescences de tournesol (Helianthus annuus L.) au stade de floraison (Atamian

etal., 2016)
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Cette plante permet la production d’huile alimentaire ainsi que de tourteaux (coproduits solides
riches en protéines obtenus apres extraction de I’huile des graines), destinés a I’alimentation
animale, mais également a diverses applications industrielles et pharmaceutiques (Evrard, 2005
; Radanovi¢ et al., 2018 ; Castro et Leite, 2018 ; Murru et Calvo, 2020 ; Giannini et al., 2022).
Le tournesol se distingue également par sa grande capacité d’adaptation aux conditions
climatiques variées ainsi que par la valeur nutritionnelle élevée de ses graines (Mehrabi et al.,
2019 ; Debacke et al., 2021). Cette espece peut se développer dans différents types de sols, bien
qu’elle préfére les sols fertiles, profonds et bien drainés (Puttha et al., 2023). Par ailleurs, sa
croissance et sa production en graines sont favorisées par un bon ensoleillement et des

températures modérées (Chimenti et al., 2001 ; Ferreira et Abreu, 2001 ; Hewezi et al., 2008).
2.2. Présentation des graines de la plante Helianthus annuus

Les graines de Helianthus annuus L. (Figure 6) sont de forme allongées, ovales et
entourées d’une enveloppe externe appelée tégument ; leur coloration varie généralement du
noir au gris rayé de blanc selon les variétés (Pal, 2011 ; Nabloussi et El Fechtali, 2018 ; Singh
et al., 2022). Elles représentent une source importante de nutriments essentiels et de composés
bioactifs, ainsi qu’elles renferment principalement des lipides, notamment des acides gras
insaturés tels que 1’acide oléique et 1’acide linol¢ique, reconnus pour leurs effets bénéfiques sur
la santé cardiovasculaire (Skoric, 2009 ; Nandha et al., 2014 ; Guo et al., 2017 ; Ozcan et al.,
2024). Les graines contiennent également des protéines, des glucides, des fibres alimentaires,
des vitamines, particuliecrement la vitamine E, ainsi que plusieurs minéraux tels que le
phosphore (P), le magnésium (Mg), le potassium (K) et le fer (Fe) (Guo et al., 2017 ; Richards,
2023).

Figure 6 : Graines de tournesol de type oléagineux (noires) et de type confiserie (striées) (Li

et al., 2024)
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En plus des graines de tournesol peuvent étre les Figure 6 et Figure 7-A, montrent des graines
de tournesol en présence de I’enveloppe externe. La Figure 7-B montre ces mémes graines en
absence de I’enveloppe externe. Dans notre étude, les travaux ont été réalisées sur des graines

sans enveloppe (décortiquées).

(A) (B)
Figure 7 : Types de graines de tournesol : (A) graines avec enveloppe et (B) graines sans

enveloppe (décortiquées) (Li et al., 2024)

Les graines de tournesol constituent également une source importante de protéines de réserve
présentant une valeur nutritionnelle élevée, et ces protéines jouent un rdle essentiel lors de la
germination et représentent une source potentielle d’acides aminés destinés a 1’alimentation
humaine et animale (Shewry et al., 1995 ; Sathe, 2002 ; Gonzélez-Pérez et Vereijken, 2007 ;
Day, 2013 ; Malaguti et al., 2014). Outre leur valeur nutritionnelle, les graines possédent un
intérét biologique considérable grace a la présence de composés phénoliques, de flavonoides,
de tocophérols et d’autres molécules antioxydantes capables de limiter les effets du stress
oxydatif (Karamac et al., 2012 ; Guo et al., 2017). Plusieurs études ont également mis en
évidence diverses activités biologiques associées aux extraits de graines de tournesol,
notamment des activités antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et

hypolipémiantes (Guo et al., 2017 ; Liu et al., 2020).

Par ailleurs, les graines renferment diverses enzymes endogenes impliquées dans les processus
métaboliques et physiologiques de la germination, parmi lesquelles figurent notamment les
phytases, les amylases, les protéases et les lipases. Ces enzymes jouent un role essentiel dans
la mobilisation des réserves nutritives de la graine (Bewley, 1997 ; Agostini et Ida, 2006 ;
Nonogaki et al., 2010 ; Gupta et al., 2013). En raison de leurs activités catalytiques et de leurs
applications potentielles dans les domaines agroalimentaire, biotechnologique et industriel, ces

enzymes suscitent un intérét scientifique croissant (Guerrand, 2017 ; Ozacar et al.,2019).

18



Materiels et methodes




Mateériels et méthodes

L’¢étude présentée dans ce manuscrit a été réalisée au sein du Laboratoire de Biochimie
de I’Université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent, au cours du second semestre du Master2
de I’année universitaire2025/2026. Elle s’inscrit dans une démarche de recherche visant a

caractériser et évaluer les activités biologiques des graines de Helianthus annuus (Tournesol).

1. Matériel biologique

Les graines de Helianthus annuus (Figure 8-A) ont été acquises auprés d’un commerce
local de la ville d’Ain Témouchent. Elles ont ensuite été soumises a un broyage mécanique,
permettant leur transformation en une poudre homogene destinée aux analyses expérimentales

(Figure 8-B).

(A) (B)
Figure 8 : Préparation des graines de Helianthus annuus : (A) graines enti¢res et (B) poudre

obtenue aprés broyage mécanique

2. Préparation de la solution des graines de Helianthus annuus

Les graines de Helianthus annuus ont €té broyées afin d’obtenir une poudre homogene.
Une masse de 10g a ¢té¢ dissoute dans S0mL d’eau distillée, ce qui correspond a une
concentration de 200mg/mL. La solution a été soumise a une agitation pendant 1h30 a
température ambiante. Aprés agitation, la solution a été centrifugée a 6000 tours/minute
pendant 5Smin. Le surnageant obtenu a servi d’extrait brut pour les analyses biologiques.
Ensuite, la concentration en protéines a été évaluée selon la méthode de Bradford (1976). A cet
effet, un mélange constitué de 1’extrait et du réactif de Bradford a été préparé, parallelement a

un blanc réalisé avec de I’eau distillée et le méme réactif.

3. Dosage des protéines de la solution des graines de Helianthus annuus

La méthode de Bradford est largement utilisée en raison de sa simplicité, de sa rapidité

et de sa sensibilité. Elle repose sur la fixation du colorant Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-
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250 aux protéines, entrainant un déplacement de son spectre d’absorption et une augmentation
de la DO mesurée a 595nm (Bradford, 1976).

Dans notre étude, on utilise I’hémoglobine (Hb) comme protéine de référence pour établir une
courbe d’étalonnage, cette courbe permet de relier la DO mesurée a la concentration en

protéines.
<> Préparation de la gamme étalon de I’hémoglobine

Une solution mére de I’hémoglobine a été préparée & une concentration de Img/ml. A
partir de cette solution, une gamme d’étalons a été préparée avec les concentrations suivantes :
0,05;0,10;0,25; 0,5 et Img/ml. Ensuite, 0,8mL de chaque solution protéique a été¢ mélangée
avec 0,2mL de réactif de Bradford. Les mélanges ont ét¢ incubés pendant Smin, a température
ambiante, dans I’obscurité afin de permettre le développement du complexe coloré.

La DO a ensuite ét¢ mesurée a 595nm. Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe
d’étalonnage représentant la relation entre 1’absorbance a 595nm et la concentration en

protéines.

Tableau 4 : La gamme étalon pour la préparation de la courbe étalon de I’hémoglobine

[Hémoglobine] (mg/mL) 0| 005 (01102510511
Volume de I’hémoglobine (Img/mL) (mL) 0 005 (01| 02510511
Eau distillée (mL) 1109 109|075 05|60
4. Recherche d’activités biologiques dans les graines de Helianthus annuus

4.1. Recherche d’activités antioxydantes dans les graines de Helianthus annuus

4.1.1. Recherche d’activité catalasique dans la solution des graines de Helianthus

annuus

*

> Préparation de la courbe étalon de le H202

Le peroxyde d’hydrogéne (H20:) est un oxydant important en biochimie, produit
notamment au cours du métabolisme cellulaire (Fridovich, 1998). En raison de sa toxicité
potentielle, les organismes vivants possedent des enzymes, comme la catalase, capables de le

dégrader rapidement en H2O et en Oz (Chelikani et al., 2004).

Une gamme ¢étalon de H20: a été préparée aux concentrations de 0 ; 0,1 ; 0,5; 1 ;5 et 10mM
(Tableau 6). Les solutions obtenues ont été transférées dans des cuves en quartz et analysées

par spectrophotométrie UV.
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Les mesures d’absorbance ont été réalisées a 240nm contre un blanc constitué d’eau distillée.
Les données recueillies ont permis de tracer la courbe d’étalonnage reliant la densité optique a
la concentration en H20: conformément a la réaction 7 présentée dans la section « Synthése

bibliographique ».

Tableau 5 : La gamme étalon pour la préparation de la courbe étalon de le HO»

[H20:] (mM) 0 0,1 0,5 1 5110
Solution mere d’H:0: a 10mM (mL) 0 | 0,02 0,1 0,2 | 1 2
Eau distillée (mL) 2 1,98 1,9 L8 | 1 0
4.1.1.1. Evaluation d’activité catalasique dans la solution des graines de

Helianthus annuus

Pour évaluer Dl’activité catalasique des graines de Helianthus annuus, un milieu
réactionnel a été constitué de 0,5mL solution d’H20: & 10mM, de 0,5mL de tampon phosphate
(pH 7, 0,1M) et de 0,5mL de la solution des graines a. Aprés homogénéisation, 1’évolution de
la réaction a été suivie par spectrophotométrie UV, en mesurant immédiatement 1’absorbance a
240nm contre un blanc approprié. Les résultats obtenus permettent d’évaluer I’activité

catalytique en fonction de la dégradation du substrat.

4.1.2. Recherche des capacités de piégeage du DPPH dans ’extrait des graines de

Helianthus annuus

Le test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) constitue une méthode de référence,
simple et largement utilisée pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant des échantillons (Blois,

1958).

Le radical (DPPH) libre stable, de couleur violette, présente une absorbance caractéristique a
517nm (Brand-Williams et al., 1995). Lorsqu’un extrait ou une molécule antioxydante est mis
en présence du DPPH, une réaction de réduction se produit (réaction 10), entrainant une
diminution progressive de [D’intensit¢ colorée. Cette variation, mesurable par
spectrophotométrie, refléte la capacité de 1’échantillon a neutraliser le radical (Kedare et Singh,

2011).
Réaction (10) : AH + DPPHe — A< + DPPH- (Suhag et al., 2025)

La méthode est particuliérement appréciée pour sa simplicité, sa rapidité et sa reproductibilité.
Elle permet de comparer efficacement I’activité antioxydante de différents échantillons a partir

de la diminution de 1’absorbance enregistrée (Huang et al., 2005)
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<> Préparation de la gamme étalon de DPPH

Pour déterminer la quantité du DPPH piégée, une gamme étalon a été préparée a partir
d’une solution meére de DPPH a 0,1mM, des dilutions successives ont été réalisées dans
1’éthanol afin d’obtenir différentes concentrations de (0,0125 ; 0,025 ; 0,05 et 0,1mM). Chaque
solution a été soigneusement homogénéisée afin d’assurer une répartition uniforme du radical.
Les mesures spectrophotométriques ont ensuite ét¢ effectuées a 517nm, permettant de relier
I’absorbance enregistrée a la concentration en DPPH. Cette approche fournit la courbe

d’étalonnage nécessaire pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des échantillons.

Tableau 6 : La gamme ¢étalon du DPPH pour la préparation de la courbe étalon

[DPPH] (mM) 0| 00125 | 0,025 | 0,05 | 0,1
Solution mere du DPPH a 0,1mM (mL) 0 0,125 0,25 0,5 1
Ethanol (mL) 1 0,875 0,75 0,5 0
4.1.2.1. Evaluation des capacités de piégeage du DPPH dans la solution des graines

de Helianthus annuus

Une solution mere de I’échantillon a été préparée dans 1’eau distillée, puis diluée afin
d’obtenir les concentrations expérimentales souhaitées. Les dilutions ont permis de tester
différentes d’échantillona 0,5;1;2 ;5 et 10 mg/mL.

Ensuite, ImL de chaque concentration de 1‘échantillon a ét¢ mélangé avec ImL du DPPH.
Apreés homogénéisation, 1’évolution de la réaction a été suivie par spectrophotométrie UV a
517nm pendant Smin. Les valeurs d’absorbance obtenues ont permis donner une estimation
quantitative de 1’activité antioxydante de 1’échantillon en fonction de sa capacité a réduire le
radical DPPH.

Afin d’évaluer Defficacité de piégeage du radical DPPH par la solution testée, 1’acide
ascorbique a été utilis¢ comme antioxydant standard. Différentes concentrations de ce composé
ont été préparées de 0,0025 ; 0,005 ; 0,0075 et 0,01lmg/mL. Cette approche permet de comparer
directement 1’activité antioxydante de I’échantillon étudié a celle d’un antioxydant de référence

reconnu (Prior et al., 2005)
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4.2. Recherche d’activités enzymatiques dans les graines de Helianthus annuus

4.2.1. Recherche d’activités amylasiques dans la solution des graines de Helianthus

annuus

Les amylases sont des hydrolases appartenant a la classe des glycosidases, catalysant la
rupture des liaisons a-1,4 et parfois a-1,6 des polysaccharides tels que I’amidon et le glycogene.
Leur activité enzymatique conduit a la libération d’oligosaccharides (maltose, maltotriose) ou
de monosaccharides (glucose), selon le type d’amylase impliqué (réaction 11) : (CsHi10Os)n +

nH>0 — n(Ce¢H1206) (de Souza et de Oliveira Magalhaes, 2010)
X Préparation de la courbe étalon de I’amidon

L’activité enzymatique des amylases a été évaluée selon la méthode colorimétrique de
Caraway-Somogyi, reposant sur le complexe iode/potassium iodure (IKI) qui interagit avec

I’amidon résiduel (Bernfeld, 1955).

La préparation du substrat consiste a introduire 40mL d’une solution d’amidon a 1% dans 50mL
d’eau distillée portée a ébullition. Apres agitation et refroidissement a température ambiante, le
volume est complété par addition d’eau distillée jusqu’a obtenir 100mL de solution finale
(Fatema, 2017).

Un aliquote de cette solution est ensuite prélevé et soumis a une dilution décimale (1/10) dans

I’eau distillée, afin d’obtenir une concentration adaptée au test enzymatique (Fatema, 2017).

Une gamme étalon d’amidon (5 ; 10 ; 20 et 40 pg/mL) a été préparée par des dilutions
d’une solution mere a 400 pg/mL (Tableau 7).
Les solutions étalons ainsi obtenues ont été soumises a une mesure spectrophotométrique, et les
valeurs d’absorbance enregistrées a 620nm ont permis de tracer la courbe d’étalonnage

représentant la DO a 620nm en fonction de la concentration en amidon.

Tableau 7 : La gamme étalon des solutions de I’amidon

Solutions étalons d’amidon (pug/mL) 0 5 10 20 40
Solution mere d’amidon (400pug/mL) 0 | 0,025 0,05 0,1 0,2
Eau distillée (mL) 2 1,97 1,95 1,9 | 1,8

La mise en évidence de I’activité¢ amylasique a été effectuée par préparation d’un milieu
réactionnel constitué de 0,1mL de solution d’amidon préalablement préparée et utilisée comme
substrat, 0,750mL de tampon phosphate (0,IM et pH 7), ainsi que 0,4mL de la solution des

graines.

23



Mateériels et méthodes

Apres incubation du mélange a 30°C pendant 10min dans un bain-marie, 0,75mL de solution
de Lugol est ajouté afin de révéler I’amidon non hydrolysé. La réaction enzymatique est ensuite

stoppée par addition de 1,5mL de HCI a 10%.

L’absorbance du mélange réactionnel a ét¢ mesurée a 620nm a 1’aide d’un spectrophotometre

UV.

4.2.2. Recherche d’activités phytasiques dans la solution des graines de Helianthus

annuus

Dans le cadre de I’évaluation de I’activité phytasique des graines de Helianthus annuus,

une approche reposant sur la quantification du phosphate inorganique (Pi) libéré a été employée.

Les phytases, appartenant a la famille des hydrolases, catalysent 1’hydrolyse du phytate
(myo-inositol hexakisphosphate), considéré comme leur substrat principal (Ariza et al., 2013).
Ce processus enzymatique conduit a la formation de dérivés phosphorylés du myo-inositol ainsi
qu’a la libération de phosphate inorganique (Pi). La réaction globale (12) peut étre représentée

comme suit: [Ps + H O — IPs + Pi (McKie et McCleary, 2016).

®,

> Préparation de la courbe étalon du phosphate

Afin de déterminer la concentration de phosphate inorganique (Pi) libéré par ’activité
phytasique, une courbe d’étalonnage de KH>PO4 (0,2 ;0,4 ; 0,6 ; 0,8 et ImM) a été préparée.
Les solutions étalons ainsi obtenues ont €té soumises a une mesure spectrophotométrique, et les

valeurs d’absorbance enregistrées a 355nm.

Tableau 8 : La gamme étalon des solutions du KH>PO4

[KH2PO4] mM 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Volume du KH2PO4 4 ImM (mL) 0 0,2 0.4 0.6 0.8 1
Eau distillée (mL) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

La mise en évidence de ’activité phytasique a été effectuée par préparation d’un milieu
réactionnel constitué de 0,125mL d’acide phytique a SmM dans du tampon d’acétate
d’ammonium-acide acétique (0,1 M et pH 5) et de 0,025mL d’extrait des graines. L’ensemble
a été incubé dans un bain-marie pendant 10min, a 30°C.

A D’issue de I’incubation, les réactifs complémentaires ont été introduits dans 1’ordre suivant :

0,75mL d’une solution fraichement préparée (composée de 10mL d’acétone, SmL d’acide
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sulfurique et SmL de molybdate d’ammonium), puis 0,1mL d’acide citrique, et enfin I1mL d’eau
distillée (Sajidan et al., 2015).
L’absorbance du mélange réactionnel a ét¢ mesurée a 355nm a ’aide d’un spectrophotomeétre

UV.

4.2.3. Caractérisation des activités amylasiques et phytasiques de la solution des graines

de Helianthus annuus

A. Influence de la température sur les activités amylasiques et phytasiques des graines

de Helianthus annuus

Afin d’évaluer I’influence de la température, sur les activités amylasiques et phytasiques
des graines, le milieu réactionnel préparé est incubé a différentes températures (20, 30, 40 et
50°C) pendant 10min. Ensuite, I’activité enzymatique est mesurée en suivant les mémes

protocoles décrits précédemment.

B. Influence du pH sur les activités amylasiques et phytasiques des graines de

Helianthus annuus

Afin d’évaluer I’influence du pH sur les activités amylasiques et phytasiques des
graines, le tampon phosphate a pH 7 est remplacé par le tampon acétate d’ammonium-acide
acétique a (0,1M et pH 5), et le tampon Glycine-NaOH a (0,1M et pH 9). L’incubation se fait
pendant 10min aux températures optimales déterminées dans le test de 1’étude de I’influence de

la température sur les activités enzymatiques.

C. Influence du NaCl sur les activités amylasiques et phytasiques des graines de

Helianthus annuus

Afin d’évaluer I’influence du NaCl sur les activités enzymatiques des graines, les
tampons des milieux réactionnels sont additionnés de 0,1M de NaCl. L’incubation se fait
pendant 10min aux températures optimales déterminées dans le test de I’étude de I’influence de

la température sur les activités enzymatiques.
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4.2.4. Effet de facteurs physico-chimiques sur la stabilité des amylases et phytases des

graines de Helianthus annuus

A. Effet du traitement thermique sur la stabilité des amylases et phytases des graines

de Helianthus annuus

Pour ce test, ImL de la solution des graines a été déposé au bain marie a 90°C pendant
1h. A I’issue de I’incubation, 1’activité enzymatique résiduelle est déterminée selon le protocole

standard précédemment décrit pour la mesure de I’activité amylasique et phytasique.

B. Effet du pH (HCl, NaOH) et NaCl sur la stabilité des amylases et phytases des

graines de Helianthus annuus

Pour ce test, ImL de la solution des graines a été mélangé, séparément, avec 1mL de
différentes solutions a 1M de HCI, de NaOH et de NaCl pour effectuer les différents traitements.
Apres 1h de traitement, les activités enzymatiques résiduelles sont déterminées selon le

protocole standard précédemment décrit pour la mesure de ’activité amylasique et phytasique,
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Résultats et discussion

1. Matériel biologique

Afin d’évaluer les activités biologiques (antioxydantes et enzymatiques), une solution
préparée a partir de graines de Helianthus annuus (Figure 1), acquises dans le commerce de la

ville d’Ain Témouchent, a été utilisée.

2. Dosage des protéines de la solution des graines de Helianthus annuus

Pour déterminer la concentration en protéines dans les échantillons de la solution
obtenue a partir des graines de Helianthus annuus, une courbe d’étalonnage reliant la densité

optique a 595nm (DOs9snm) a la concentration en hémoglobine a été tracée (Figure 9).

DO 595nm f ([Hb])

1
y =0.5582x + 0.3421
0.9 R?=0.8465
0.8 /
£07
Q'
2 0.6
0.5 /
0.4
03 N — T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

[Hb] (mg/mL)

Figure 9 : Courbe étalon de ’hémoglobine

Le résultat de la concentration protéique dans D’extrait de graines de Helianthus annuus,
préparés a une concentration initiale de 200mg/mL conformément au protocole décrit dans la
section « Matériels et méthodes », met en évidence une concentration mesurée de 1,65mg/mL

dans la solution obtenue a température ambiante.
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3. Recherche d’activités biologiques dans les graines de Helianthus annuus
3.1. Recherche d’activités antioxydantes dans les graines de Helianthus annuus

3.1.1. Recherche d’activité catalasique dans la solution des graines de Helianthus

annuus
<> Préparation de la courbe étalon de le H202

Afin de quantifier la quantité du peroxyde d’hydrogéne (H202) dégradée par 1’action
des catalases présentes dans la solution des graines de Helianthus annuus, une courbe
d’étalonnage représentant la densité optique a 240nm (DO240nm) en fonction de la concentration

en H,O» a été tracée (Figure 10).

0.8

0.7

0.6

0.5 y =0.0744x
0.4 R2=0.9991
0.3 E

0.2

0.1

DO,,,nm

0 2 4 6 8 10 12
[HzOz] (mM)

Figure 10 : Courbe étalon de le H20O»

3.1.1.1. Evaluation d’activité catalasique dans la solution des graines de

Helianthus annuus

Dans cette étude, ’activité catalasique a été évaluée par un suivi de la quantité d’H>O»
restante et d’H>O» dégradée en fonction du temps d’incubation (0, 30, 60 et 90s). Les résultats
obtenus permettant ainsi d’apprécier 1’efficacité de 1’enzyme catalase présente dans 1’extrait

étudié (figure 11).
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Figure 11 : Variation de la quantit¢ d’H>Ox restante (A) et dégradée (B) en fonction du temps

Les résultats montrent (Figure 11) que la quantit¢ d’H>O; restante (Figure 11-A) diminue
progressivement, allant d’~ 5SmM au début a = 3mM apres 90s. Parallelement, la quantité
d’H»0, dégradée (Figure 11-B) augmente en fonction du temps, passant d’~ 0,75 a 30s a~2mM
a 90s.

Ces résultats indiquent que le H>O: est progressivement dégradé au cours du temps, traduisant

la présence d’une activité enzymatique.

La solution des graines de Helianthus annuus a une concentration de 200mg/mL a
montré des résultats dans la dégradation d’H,0,. A température ambiante, la quantité d’H,02
dégradée s’¢leve a 1,22mM/mg de protéines au bout de 90s.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Hite et al. (1999) réalisés sur Helianthus
annuus, qui ont mis en évidence une activité catalasique importante, notamment durant la
germination et en réponse au vieillissement des graines. Ces auteurs ont également montré une
augmentation progressive de 1’activité catalasique au cours de la germination, traduisant
’activation du systéme antioxydant enzymatique en réponse a I’intensification du métabolisme

cellulaire (Hite et al., 1999).

En effet, augmentation de 1’activité catalasique observée dans les deux cas refléte un
mécanisme essentiel de défense contre le stress oxydatif, permettant de réguler les niveaux de
H:0: et de prévenir les dommages cellulaires (Mittler, 2002 ; Klaus Appel et Heribert Hirt,
2004 ; Gill et Tuteja, 2010).
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Les plantes possédent des systémes enzymatiques efficaces leur permettant de se
protéger contre le H20: et d’autres (ERO), impliquant notamment des enzymes telles que la
CAT, la SOD et les Px (Gill et Tuteja, 2010 ; Hasanuzzaman et al., 2020). Plusieurs études ont
¢té consacrées a I’analyse des catalases végétales, mettant en évidence leur role essentiel dans
la tolérance au stress oxydatif chez différentes espéces végétales (Mittler, 2002 ; Gill et Tuteja,

2010).

3.1.2. Recherche des capacités de piégeage du DPPH dans la solution des graines de

Helianthus annuus
<> Préparation de la gamme étalon de DPPH

Afin de quantifier la concentration du DPPH et d’évaluer la capacite de piégeage des
radicaux libres par I’extrait étudié, une courbe d’étalonnage représentant la densité optique a

517nm (DOs17am) en fonction de la concentration en DPPH a été tracée (Figure 12).

I:)0517 nm =f ([DPPH])
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Figure 12 : Courbe étalon du DPPH

3.1.2.1. Evaluation des capacités de piégeage du DPPH dans la solution des graines

de Helianthus annuus

Un 2°™ test visant & évaluer I’activité antioxydante a été effectué selon la méthode de
piégeage du radical libre DPPH par la solution des graines de Helianthus annuus. Ce test de
piégeage du DPPH repose sur la réduction d’un radical libre stable par des molécules
antioxydantes (réaction 10), ce qui explique son utilisation courante dans 1’évaluation du

pouvoir antioxydant des extraits végétaux. La neutralisation du radical DPPH se traduit par une
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diminution de I’absorbance proportionnelle a 1’activité antioxydante (Dos Santos Barreto et al.,

2026).

Les résultats obtenus de ce test sont illustrés dans la figure suivante :

0035 0033 S 0.060
= £
= 0.049
S 0.030 = 0.050 0.045 0.046
A
A
E 0.025 2 0.040 0.039
= 0.020 2
E g 0.030
g 0015 0.011 %
£ g 0.020 0.017
o 0.010 =
2 0005 0005 6,004 £ 0010
= ’ 0.001 =
: :
& 0.000 & 0.000
025 0.5 1 2.5 5 025 0.5 1 2.5 5
Concentration de la solution des Concentration de la solution des
graines (mg/mL) graines (mg/mL)
(A) (B)

Figure 13 : La quantité¢ de DPPH restante (A) et dégradée (B) piégée en fonction de la

concentration de 1’échantillon

T T T
0.01 0.l 1 i)

Concentration du solution de Helianthus annuus (mg/mL)

Figure 14 : ICso du piégeage de DPPH par la solution des graines Helianthus annuus

L’analyse de I’activité antioxydante des graines de Helianthus annuuspar la méthode du DPPH
met en évidence une augmentation progressive du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration, traduisant une relation dose-dépendante caractéristique des composés

antioxydants.
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Le résultat obtenu (Figure 14), indique une augmentation de la capacité de piégeage des

radicaux libres en fonction de I’augmentation de la concentration de I’échantillon.

Pour I’acide ascorbique, la valeur de I’ICso est de 0,0045mg/mL. Cette valeur tres faible
traduit une forte capacitée antioxydante. Elle demeure inférieure a celle obtenue pour notre

extrait, confirmant ainsi que I’acide ascorbique constitue un antioxydant de référence.

de dégradation du DPPH
o

% décimales

T T
0.01 0.1 1

Concentartion du solution de Helianthus annuus (mg/mL)

Figure 15 : ICso du piégeage de DPPH par I’acide ascorbique

Ce résultat est en accord avec les travaux antérieurs, ou l’acide ascorbique présente

généralement une activité antioxydante ¢levée dans le test de piégeage du radical DPPH.

Ensuite, la détermination de la concentration inhibitrice demi-maximale (ICso) a permis de
quantifier cette activité. En effet, selon Mensor et al. (2001), I'ICso correspond a la
concentration d’un échantillon nécessaire pour piéger 50% des radicaux libres, constituant ainsi
un indicateur fiable de I’efficacité antioxydante. L’évaluation de 1’ICso constitue un parametre
essentiel pour I’appréciation des propriétés biologiques et pharmacologiques d’un composé
(Mensor et al., 2001).

Par ailleurs, une faible valeur de 1’ICs¢ traduit une activité antioxydante élevée, reflétant une

meilleure capacité de 1’extrait a neutraliser les espeéces oxydantes (Brand-Williams et al., 1995).

Dans notre étude, la dégradation du DPPH par la solution des graines de Helianthus
annuus a ¢té déterminée a 1’aide du logiciel AAT Bioquest.
La valeur de I’ICso obtenue est de 0,3055mg/mL de la solution des graines de Helianthus
annuus, correspondant a la concentration nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH. Cette

valeur relativement faible traduit une activité antioxydante élevée des extraits de graines de

Helianthus annuus.

L’évaluation de la concentration inhibitrice demi-maximale (ICso) constitue un paramétre

essentiel pour I’appréciation des propriétés biologiques et pharmacologiques d’un composé
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(Mensor et al., 2001). Par ailleurs, une faible valeur de 1’ICso traduit une activité antioxydante
¢élevée, reflétant une meilleure capacité de I’extrait a neutraliser les especes oxydantes (Brand-

Williams et al., 1995).

Dans le test de piégeage du radical DPPH, des études antérieures ont rapporté des valeurs d’1Cso
nettement plus faibles pour des extraits de Helianthus annuus. Par exemple, une valeur d’=
0,054mg/mL a été observée pour des extraits méthanoliques de graines, traduisant une activité
antioxydante plus élevée (Ratha et al., 2026). De méme, les extraits de feuilles présentent des
valeurs proches (= 0,048mg/mL), tandis que les fleurs et les tiges (les écorces) montrent des
activités plus faibles, avec des ICso respectives d’~ 0,180mg/mL et 0,274mg/mL. A titre de
comparaison, la vitamine E présente une ICso de 0,027mg/mL, confirmant son fort pouvoir

antioxydant (Salwa, 2021).

Par comparaison, la valeur de 1’ICso obtenue dans notre étude (0,3055mg/mL) est supérieure a
celles rapportées, indiquant que 1’activité antioxydante de notre extrait est relativement plus
faible. Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment la méthode
d’extraction utilisée, le solvant employé, 1’origine biologique des graines, les conditions
expérimentales, ainsi que la concentration en composés phénoliques et flavonoides, connus
pour leur role majeur dans 1’activité antioxydante (Gintaras Miliauskas et al., 2004 ; Shahidi et
Ambigaipalan, 2015). En effet, I’activité antioxydante des extraits végétaux dépend fortement
de leur richesse en composés phénoliques et flavonoides, capables de neutraliser le radical

DPPH par transfert d’électrons ou d’atomes d’hydrogene (Brand-Williams et al., 1995).

Les graines de Helianthus annuus sont riches en composés antioxydants, notamment les
tocophérols (vitamine E), les composés phénoliques et les flavonoides (Guo et al., 2017 ;
Adeleke et Babalola, 2020). Ces molécules possédent une activité antioxydante avérée et
participent a la neutralisation des ERO, limitant ainsi les dommages oxydatifs au niveau
cellulaire (Mittler, 2002 ; Salah Laaraj et al., 2025). Elles agissent en complément des enzymes
antioxydantes pour assurer une protection efficace des structures cellulaires (Gill et Tuteja,

2010).

Des travaux sur d’autres graines ont été effectués pour déterminer leur capacité de piégeage du
DPPH. En effet, une valeur d’ICso d’~ 0,00565mg/mL a été rapportée dans une étude portant
sur des extraits de graines de Syzygium claviflorum (Claviflorous satinash), confirmant le fort
pouvoir de piégeage des radicaux libres de I’acide ascorbique (Ahmed et al., 2021). Par ailleurs,
des valeurs plus ¢€levées, de ’ordre de 0,01551mg/mL, ont également été¢ observées dans des
¢tudes impliquant des graines de Linum usitatissimum (Lin) (Kogak, 2024).
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Ainsi, la valeur obtenue dans notre ¢étude reste inférieure a ces valeurs, ce qui confirme une

activité antioxydante particuliérement élevée.

Les résultats obtenus mettent en évidence un potentiel antioxydant important des
extraits étudiés, a travers deux approches complémentaires : la dégradation du peroxyde
d’hydrogene (H20:) et le test de piégeage du radical libre DPPH.

En effet, I’activité catalasique mesurée montre une capacité notable de dégradation du H-O-,
atteignant 1,22mM/mg de protéines apres 90s. Cette valeur traduit une activité enzymatique,
témoignant du role essentiel de la catalase dans 1’élimination du H20: et la protection des
graines contre le stress oxydatif. Cette activité reflete un mécanisme clé de défense cellulaire
visant a maintenir 1’équilibre redox (Mittler, 2002 ; Hasanuzzaman et al., 2020).

Parall¢lement, le test DPPH a révélé aussi la présence d’une bonne activité antioxydante des
extraits, avec une valeur d’ICso de 0,3055mg/mL, indiquant une capacité de piégeage des
radicaux libres. En comparaison, 1’acide ascorbique utilisé comme standard présente une valeur
d’ICso beaucoup plus faible (0,0045mg/mL), traduisant une activité antioxydante trés €levée.
Cette observation est en accord avec les résultats rapportés pour différents extraits végétaux, ou
I’acide ascorbique est reconnu comme un antioxydant de référence en raison de sa forte capacité

de neutralisation des radicaux libres (Klaus Apel et Heribert Hirt, 2004).

L’activité antioxydante observée peut étre expliquée par la richesse de I’extrait aqueux des
graines de Helianthus annuus en composés hydrosolubles (acide phénolique, flavonoide et
vitamine C). Ces composés sont capables de neutraliser les ERO par donation d’électrons ou

d’atomes d’hydrogene (Mittler, 2002 ; Klaus Apel et Heribert Hirt, 2004).

Des ¢études spécifiques ont montré que les graines de tournesol contiennent une proportion
importante de composés phénoliques (I’acide chlorogénique et I’acide caféique), contribuant a
leur activité antioxydante (Le et al., 2021 ; Salah Laaraj et al., 2025). Par ailleurs, bien que
riches en tocophérols (vitamine E), ces composés liposolubles sont peu extraits dans les milieux
aqueux, ce qui indique que I’activité observée est principalement due aux composés

phénoliques hydrophiles (Kongsamai et al., 2010 ; Guo et al., 2017 ; Altemimi et al., 2017).

Ainsi, la combinaison des deux tests met en évidence la complémentarité entre les mécanismes
enzymatiques et non enzymatiques de défense contre le stress oxydatif. Tandis que ’activité
catalasique refléte la capacité des systémes enzymatiques a détoxifier le H.O:, le test DPPH
évalue D’aptitude des composés antioxydants a piéger directement les radicaux libres.

L’ensemble des résultats confirment que les extraits étudiés possedent un potentiel antioxydant
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réel, bien que moins puissant que celui de I’acide ascorbique (Mittler, 2002 ; Klaus Apel et
Heribert Hirt, 2004 ; Hasanuzzaman et al., 2020).
3.2. Recherche d’activités enzymatiques dans les graines de Helianthus annuus

3.2.1. Recherche d’activité amylasique dans la solution des graines de Helianthus

annuus

Afin de quantifier la dégradation de I’amidon par 1’activité amylasique des graines de
Helianthus annuus, une courbe d’étalonnage reliant la densité optique a 620nm (DOeg20mm) a la

concentration en amidon a été établie (Figure 16).

D0620 nm = f ([Amidon])
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Figure 16 : Courbe étalon de I’amidon

La présence d’activité amylasique de I’extrait des graines de Helianthus annuus, a été

¢valuée apres 10min d’incubation, comme décrit dans la section « Matériels et méthodes ».
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Figure 17 : mise en évidence d’activités amylasiques dans les graines de Helianthus annuus

Les résultats montrent une dégradation de I’amidon aprés 10min d’incubation (= 19,40pg/mg
de protéines).

En accord avec les résultats rapportés par K. Lorenz (1980), des activités enzymatiques,
notamment amylasiques, ont été déterminées dans des extraits de graines de Helianthus annuus.
De méme, nos résultats montrent que les graines présentent une activité amylasique mesurable,
traduisant la capacité de I’a-amylase a hydrolyser ’amidon en sucres plus simples.

Par ailleurs, la présence d’a-amylase dans les graines est largement décrite dans 1’étude, ou
cette enzyme joue un role essentiel dans la mobilisation des réserves d’amidon, notamment lors
de la germination (Kumari et al., 2010).

En effet, des résultats similaires ont été rapportés sur des graines germées de Glycine max
(Soja), ou une augmentation de la dégradation de I’amidon entre 5 et 10min d’incubation a été
observée, traduisant une intensification de I’hydrolyse au début de la réaction (Agustini et al.,
2020). De méme, des études sur I’activité amylasique en fonction des conditions de germination

ont été réalisées sur des graines germées de Vigna radiata (Haricot mungo) (Kalimuthu et al.,
2023).

3.2.2. Recherche d’activités phytasique dans la solution des graines de Helianthus
annuus

Afin de quantifier la production du phosphate par 1’activité phytasique des graines de
Helianthus annuus, une courbe d’étalonnage reliant la densité optique a 355nm (DO3ss5mm) a la

concentration en phosphate a été établie (Figure 18).
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Figure 18 : Courbe étalon du phosphate

La présence d’activité phytasique de I’extrait des graines de Helianthus annuus, a été

¢valué apreés 10min d’incubation, comme décrit dans la section « Matériels et méthodes ».
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Figure 19 : mise en évidence d’activités phytasiques dans les graines de Helianthus annuus

Les résultats montrent une production du Pi aprés 10min d’incubation (= 0,16pg/mg de

protéines).

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés chez Helianthus annuus, ou une activité

phytasique a été mise en évidence dans des extraits bruts de graines, capables d’hydrolyser

efficacement le phytate avec libération de Pi (Agostini et Ida, 2006).

37



Résultats et discussion

En effet, chez plusieurs espéces végétales, notamment les céréales et les 1égumineuses, une
augmentation de D’activité phytasique et de la libération de Pi a été observée lors de la
germination ou dans des conditions favorisant 1’activation enzymatique. Par exemple, chez
différentes graines telles que Lens culinaris (lentille), Phaseolus vulgaris (haricot) et Triticum
aestivum (blé), I’hydratation et la germination induisent une augmentation de [’activité
phytasique, accompagnée d’une dégradation du phytate et d’une libération accrue de Pi (Egli
et al., 2002). De méme, des études menées sur des graines de Secale cereale (seigle) ont montré
une activité phytasique mesurable dans des extraits bruts, associée a une diminution du phytate
et a une disponibilité accrue du phosphore (Fretzdorff et Weipert, 1986). De plus, plusieurs
travaux ont mis en évidence des activités phytasiques in vitro, notamment chez Vigna
unguiculata (Haricot) ou I’activité enzymatique est déterminée par la libération de Pi apres
incubation du 30 a 60min (Affrifah et al., 2006), ainsi que chez Corylus avellana(Noisette) ou
la phytase a été extraite et caractérisée a partir de graines en conditions controlées (Andriotis et
al., 2003). Des protocoles similaires basés sur I’incubation d’extraits enzymatiques et la mesure
du Pi ont également été rapportés chez d’autres graines telles que Cucumis sativus (concombre),
confirmant que l’activité phytasique peut étre mise en évidence indépendamment de la

germination (Kafka et al., 2023).
3.2.3. Caractérisation des activités amylasiques et phytasiques de la solution des graines
de Helianthus annuus

A. Influence de la température sur les activités amylasiques et phytasiques des graines

de Helianthus annuus

L’influence de la température sur les 2 activités enzymatiques des graines de Helianthus
annuus a €té étudiée, conformément au protocole décrit précédemment, en évaluant 1’activité

enzymatique a différentes températures d’incubation: 20, 30, 40 et 50°C (Figure 20).
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Figure 20 : Influence de la température sur les activités amylasiques (A) et phytasiques (B)

des graines de Helianthus annuus

Les résultats obtenus montrent que l’activit¢é amylasique dépend fortement de la
température. En effet, une activité faible est observée a 20°C (= 0,11pg d’amidon dégradée/mg
de protéines).A 40 et 50°C, une bonne activité amylasique est observée (respectivement, =~ 17
et 19ug d’amidon dégradée/mg de protéines). Des travaux réalisés sur différentes hydrolases
(amylases, lipases, ...) de Helianthus annuus, notamment au niveau des graines germées ainsi
que d’autres organes de la plante, ont montré que leur activité est fortement influencée par la

température (Lorenz, 1980).

L’activité la plus forte est observée a 30°C (= 19ug d’amidon dégradée/mg de protéines), ce

qui correspond a la température optimale de cette activité.

Ce résultat est en accord avec des travaux rapportés dans des systémes d’origine végétale, ou
une activité amylasique maximale a été observée a = 30°C, notamment dans des études
associées aux graines (Saleem et Ebrahim, 2014). De méme, que sur des graines germées de
Glycine max (Soja) et de Triticum aestivum (Bl¢é), ou P’activité amylasique est généralement
observée dans une gamme de températures modérées, comprise entre 20 et 40°C, correspondant
a des conditions physiologiques proches des systeémes non purifiés (Helland et al., 2002 ;
Kumari et al., 2010).

A cet effet, des travaux réalisés sur d’autres enzymes extraites de graines germées de tournesol,

notamment la lipase, ont montré que 1’activité enzymatique dépend fortement de la température
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d’incubation, avec une activité¢ optimale observée a des températures modérées (30°C), avec
une activité encore appréciable dans une gamme plus large pouvant atteindre 40 et 50°C, avant
de diminuer a des températures plus €levées en raison de la dénaturation enzymatique (Al-

Haidari et al., 2021).

Par ailleurs, la production de phosphate inorganique (Pi) varie en fonction de la
température. Aucune production n’est observée a 20°C (Opg du Pi produite/mg de protéines).
A 30°C, une faible production apparait (= 0,16pg du Pi produite/mg de protéines). A 50°C, une
diminution de la production est observée (= 0,66pug/mg de protéines). Des travaux réalisés sur
différentes enzymes de type phytase (phytases acides) dans les graines de Helianthus annuus,
notamment au niveau des graines germées, ont montré que leur activité est fortement influencée

par la température (Agostini et Ida, 2000).

L’activité la plus forte est observée a 40°C (= 1,02pgdu Pi produite/mg de protéines), ce qui

correspond a la température optimale de cette activité.

Des travaux réalisés sur des graines de Helianthus annuus ont montré que 1’activité phytasique
augmente avec la température jusqu’a atteindre un optimum autour de 30 et 40°C, avant de
diminuer a des températures plus élevées en raison d’une dénaturation partielle de 1’enzyme
(Agostini et Ida, 2006). De méme, chez d’autres graines, notamment les céréales comme
Triticum aestivum (blé) et Secale cereale (seigle), des températures optimales comprises entre
35 et 50°C ont été rapportées pour I’activité phytasique, confirmant le caractére

thermodépendant de cette enzyme (Fretzdorff et Weipert, 1986 ; Egli et al., 2002).

B. Influence du pH sur les activités amylasiques et phytasiques des graines de

Helianthus annuus

L’influence du pH sur les 2 activités enzymatiques des graines de Helianthus annuusa
été étudiée, conformément au protocole décrit précédemment, en évaluant Dactivité

enzymatique a différents pH : 5, 7 et 9 (Figure 21).
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Figure 21 : Influence du pH sur les activités amylasiques (A) et phytasiques (B) des graines
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Les résultats obtenus montrent que 1’activité amylasique des graines varie en fonction du pH.
Une activité faible est observée a pH 5 (= 6pg d’amidon dégradée/mg de protéines), suivie
d’une augmentation importante a pH 7 et 9 (=19ug d’amidon dégradée/mg deprotéines),
correspondant aux pH optimaux de cette activité. Des travaux réalisés sur différentes hydrolases
de Helianthus annuus, notamment au niveau des graines germées ainsi que d’autres organes de
la plante, ont montré que leur activité est fortement influencée par le pH du milieu (Lorenz,

1980 ; Nasr et al., 2016).

Des etudes réalisés sur d’autres enzymes extraites de graines germées de tournesol, notamment
la lipase, ont montré que 1’activité enzymatique dépend fortement du pH du milieu, avec une
activité optimale observée autour de la neutralité, et une diminution en milieu acide ou
fortement basique en raison d’une altération de la conformation enzymatique (Al-Haidariet al.,
2021).

Les graines de Helianthus annuus présentent une activité amylasique variable en fonction du
pH, avec une activité plus €élevée en conditions neutres a légerement alcalines [pH 7-9], tandis
qu’une diminution est observée en milieu acide, traduisant potentiellement une altération de la

conformation de I’enzyme et de son site actif (Gupta et al., 2003 ; Singh et al., 2015).

Des résultats similaires ont €été rapportés pour des extraits enzymatiques issus de graines

germées de Glycine max (Soja), ou ’activité amylasique est maximale a des pH neutres
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(Kumari et al., 2010). De méme, une activit¢ optimale dans une gamme de pH neutre a
légérement alcaline a été observée dans des extraits bruts provenant de graines Cucurbita

moschata, avec une activité maximale autour de pH 6-8 (Posoongnoen et al., 2025).

En parall¢le, la production de phosphate inorganique (Pi) présente une évolution
différente selon le pH. La quantité la plus élevée est enregistrée a pH 5 (= 1ug du Pi produite/mg
de protéines), suivie d’une 1égére diminution a pH 7 (= 0,9ug du Pi produite/mg de protéines).
A pH 9, une baisse importante est observée (= 0,2pug du Pi produite/mg de protéines). Des
travaux réalisés sur des phytases dans les graines de Helianthus annuus, notamment au niveau
des graines germées ainsi que d’autres graines, ont montré que leur activité est fortement

influencée par le pH du milieu (Agostini et Ida, 2006).

Ces résultats montrent que la production de Pi est favorisée en milieu acide et en milieu neutre,

avec une activité optimale a pH 5 (selon le pH testé), et elle diminue en milieu alcalin.

Par rapport a ces résultats sont en accord avec d’autres études, en effet, des travaux réalisés sur
des graines de Helianthus annuus ont montré que ’activité phytasique atteint un optimum
autour de pH 5, avant de diminuer a des pH plus €levés (Agostini et Ida, 2006).De méme, chez
d’autres graines, notamment les céréales et les légumineuses, 1’utilisation d’extraits bruts a
révélé une activité phytasique plus élevée en milieu acide. Par exemple, chez Triticum aestivum
(bleé), Hordeum vulgare (orge) et Secale cereale (seigle), une activit¢ maximale est
généralement observée dans un intervalle de pH compris entre 5 et 6, tandis que chez Glycine
max (soja) et Vigna radiata (haricot mungo), I’optimum est situé¢ autour de pH 4,5 et 5,0. Dans
tous les cas, une diminution progressive de 1’activité est observée lorsque le pH devient alcalin

(Egli et al., 2002).

C. Influence du NaCl sur les activités amylasiques et phytasiques des graines de

Helianthus annuus

L’influence du NaCl sur les 2 activités enzymatiques des graines de Helianthus annuus

a éte étudiée, conformément au protocole décrit précédemment (Figure 22).
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Figure 22 : Influence du NaCl sur les activités amylasiques (A) et phytasiques (B) des graines

de Helianthus annuus

Les résultats obtenus montrent que ’activité amylasique des graines est influencée par la
présence de NaCl. En absence de sel, une activité élevée est enregistrée (= 32ug d’amidon
dégradée/mg de protéines), tandis qu'une diminution est observée apres ajout de NaCl (= 23ug

d’amidon dégradée/mg de protéines).

Des travaux réalisés sur différentes hydrolases de Helianthus annuus ont montré que leur
activité est également influencée par les conditions salines, notamment la présence de NaCl

(Lorenz, 1980 ; Nasr et al., 2016).

Les graines de Helianthus annuus présentent une diminution de 1’activité amylasique en
présence de NaCl, indiquant un effet inhibiteur des conditions salines sur I’enzyme. Cette
inhibition peut s’expliquer par I’interaction des ions avec la structure de 1’enzyme, entrainant
une perturbation des interactions €lectrostatiques et une altération du site actif. Toutefois, cet
effet dépend de la concentration en sel, certaines a-amylases pouvant conserver une activité

relativement stable a faibles concentrations ioniques (Gupta et al., 2003 ; Posoongnoen et al.,
2020).

Des résultats similaires ont été rapportés, notamment chez Oryza sativa (Riz), ou un traitement
au NaCl entraine une diminution de ’activité¢ amylasique (Liu et al., 2018). De méme, une

réduction de [Dactivité enzymatique a été observée chez des graines de coton avec
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I’augmentation de la concentration en NaCl (Ashraf et al., 2002), confirmant 1’effet inhibiteur

des conditions salines sur I’hydrolyse de I’amidon.

Par ailleurs, la production de (Pi) est également impactée par la présence de NaCl. Une
production beaucoup plus faible est détectée en présence de NaCl (= 0,14ugdu Pi produite/mg
de protéines), comparé¢ a celle en absence de traitement (= 1,68ug du Pi produite/mg de
protéines). Ces résultats confirment 1’effet inhibiteur du milieu salin sur ces activités

enzymatiques.

Des travaux réalisés sur différentes hydrolases de Helianthus annuus, notamment au niveau des
graines germées ainsi que d’autres organes de la plante, ont montré que leur activité est

influencée par les conditions salines, en particulier la présence de NaCl (Lorenz, 1980).

Un effet similaire du NaCl a été observé chez d’autres graines. En effet, chez des graines de lin
(Linum usitatissimum), des études ont montré que la salinit¢ modifie I’activité enzymatique
dans les extraits de graines (Abdullah et al., 2022). De plus, chez d’autres graines, notamment
les céréales comme le riz, la présence de NaCl inhibe ’activité des enzymes hydrolytiques telles
que ’a-amylase (Liu et al., 2018).

Des résultats similaires ont été rapportés par Nasri et al., (2011) chez Lactuca sativa (Lettuce),
ou un traitement au NaCl a entrainé une diminution de I’activité phytasique ainsi qu’une
réduction de I’hydrolyse du phytate au cours de la germination. Ces observations confirment
I’effet inhibiteur des conditions salines sur les phytases endogenes des graines (Nasri et al.,

2011).
3.2.4. Effet de facteurs physico-chimiques sur la stabilité des amylases et phytases des
graines de Helianthus annuus

A. Effet du traitement thermique sur la stabilité des amylases et phytases des graines

de Helianthus annuus

Ce test a été effectué, conformément au protocole décrit précédemment, apres traitement

a 90°C pendant 1h (Figure 23).
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Figure 23 : Effet du traitement thermique sur la stabilité des amylases (A) et phytases (B) des

graines de Helianthus annuus

Les résultats obtenus montrent que I’activité amylasique diminue apres un traitement thermique

a 90°C arrivant a = 11% d’activité résiduelle apres ce traitement.

Les amylases des graines de Helianthus annuus présentent une diminution de leur
activité apres un traitement thermique a 90°C, traduisant une dénaturation partielle de I’enzyme
et une altération de sa structure 3D, ce qui affecte sa capacité catalytique (Kumari et al., 2010 ;

Singh et al., 2015).

Des observations similaires ont été rapportées des enzymes issues de graines telles que Glycine
max (Soja), ou une diminution de 1’activité amylasique a été observée apres exposition a des
températures élevées (Kumari et al., 2010). De méme, chez Triticum aestivum (Bl€), une perte
d’activité enzymatique a été signalée apres traitement thermique, en raison de la déstabilisation
des interactions faibles maintenant la structure de I’enzyme (Helland et al., 2002). Par ailleurs,
une réduction marquée de 1’activité de I’a-amylase apres chauffage a également été rapportée
dans des extraits enzymatiques de graines de Oryza sativa (Riz), confirmant la sensibilité

thermique de cette enzyme (Sari, 2021).

Par rapport a ces résultats, ces enzymes peuvent étre utilisées dans des applications
industrielles a conditions modérées, notamment en agroalimentaire (hydrolyse de 1’amidon,
transformation des céréales, alimentation animale) ainsi que dans la production de sirops et

autres procédés industriels (van der Maarel et al., 2002 ; Gupta et al., 2003 ; de Souza et de
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Oliveira Magalhaes, 2010). Leur activité résiduelle a 90°C permet leur utilisation dans des
étapes comme la liquéfaction partielle de 1’amidon. Cependant, leur thermostabilité limitée
restreint leur emploi dans des procédés a haute température prolongée, ou des amylases
microbiennes plus thermostables sont préférées (Joshi et al., 2021 ; Eleni et Medhanit, 2021 ;

Kong et al., 2021 ; Saeed et al.,2021 ; Tesfaye et al., 2025).

La production de (Pi) est plus fortement affectée par le traitement thermique arrivant a
~ 6% d’activité résiduelle apres ce traitement. Cette baisse met en évidence un effet inhibiteur
des températures élevées sur I’enzyme, traduisant une altération de son activité catalytique, ce
qui confirme I’impact négatif de la température élevée sur le fonctionnement enzymatique.
Ainsi, ces résultats suggerent que la phytase est sensible aux températures élevées, entrainant
une dénaturation partielle voire importante de sa structure, ce qui réduit considérablement son

activité enzymatique (Yadav et al., 2009).

Les phytases des graines de Helianthus annuus présentent une diminution de leur activité apres
un traitement thermique a des températures élevées, traduisant une dénaturation partielle de
I’enzyme et une altération de sa structure tridimensionnelle, ce qui affecte sa capacité
catalytique (Agostini et Ida, 2006). En effet, il est bien établi que les enzymes hydrolytiques
issues d’extraits bruts de graines présentent une sensibilité aux températures élevées. Ainsi, des
¢tudes ont montré qu’un traitement thermique €levé peut entrainer une diminution marquée de
I’activité enzymatique en raison de la dénaturation de la structure 3D de I’enzyme (Fennema,

1996).

Par rapport a ces résultats, ces enzymes peuvent étre utilisées dans des applications
industrielles a conditions modérées, notamment en agroalimentaire (amélioration de la
biodisponibilité du phosphore, réduction de I’acide phytique dans les céréales, alimentation
animale) ainsi que dans la transformation des maticres premicres riches en phytate (Lei et al.,
2013). Leur activité résiduelle apres traitement a 90°C suggere une possible d’utilisation dans
certaines ¢tapes de traitement thermique modéré (Lei et al., 2013). Cependant, leur
thermostabilité limitée restreint leur emploi dans des procédés a haute température prolongée,
ou des phytases microbiennes plus thermostables sont généralement préférées pour des

applications industrielles intensives (Greiner et al., 2010 ; Venkataraman et al., 2024).

B. Effet du pH (HCl, NaOH) et NaCl sur la stabilité des amylases et phytases des

graines de Helianthus annuus
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> Effet du pH (HCI, NaOH) sur la stabilité des amylases et phytases des graines de

Helianthus annuus

Ce test a été effectué, conformément au protocole décrit précédemment, apres traitement

a pH (HCI, NaOH) pendant 1h (Figure 24).
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Figure 24 : Effet du pH (HCI, NaOH) sur la stabilité des amylases (A) et phytases (B) des

graines de Helianthus annuus

Les résultats obtenus montrent que [’activité amylasique varie en fonction du traitement
chimique appliqué. Apres traitement par HCI, une diminution de 1’activité est enregistrée (que
11% d’activité restante), traduisant un effet inhibiteur du milieu acide, dG a une protonation
excessive des groupements fonctionnels impliqués dans la catalyse, entrainant une altération de
la conformation de I’enzyme et de son site actif (Naik, 2016).

En revanche, en présence de NaOH, I’activité enzymatique est fortement maintenue (100%) et
aucune diminution n’est observée, indiquant une meilleure stabilité de I’enzyme en milieu
basique. Ces conditions permettent de préserver 1’état d’ionisation optimal des résidus

catalytiques et la structure 3D de I’enzyme (Singh et al., 2015).

Par rapport a ces résultats, les amylases extraites des graines de Helianthus annuus
présentent un potentiel d’utilisation dans les industries fonctionnant & pH neutre a alcalin,
notamment dans 1’industrie des détergents (élimination des taches riches en amidon),(Gupta et
al., 2003 ; Hmidet et al., 2009 ; Ugwuoji et al., 2023). L’industrie agroalimentaire (panification,

brasserie, transformation des céréales et production de sirops de glucose) (van der Maarel et al.,
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2002 ; de Souza et de Oliveira Magalhaes, 2010; Kong et al., 2021), et I’alimentation animale
(amélioration de la digestibilité des polysaccharides) (Bedford et Partridge, 2010 ; Adeola et
Cowieson, 2011), grace a leur bonne stabilité en milieu basique. Elles peuvent intervenir dans
I’hydrolyse et la transformation de I’amidon, y compris lors d’étapes telles que la liquéfaction
partielle (van der Maarel et al., 2002; Kong et al., 2021). De plus, la conservation d’une activité
résiduelle en milieu acide (= 11%) indique une certaine tolérance a ces conditions, ce qui permet
d’envisager leur utilisation dans des procédés opérant a pH légérement acide, tels que certaines
¢tapes de transformation des aliments (fermentations, transformation des fruits ou des céréales
acidifiés). Toutefois, leur efficacité y demeure inférieure a celle observée en milieu basique, en
raison d’une altération partielle de la structure de I’enzyme et de son site actif (Gupta et al.,

2003).

Par ailleurs, la production de phosphate inorganique (Pi) est également influencée par
ces traitements. Aucune production de Pi n’est détectée apres traitement par HCI, confirmant
une inhibition totale en milieu acide. En présence de NaOH, une production modérée est
enregistrée (= 38% d’activité résiduelle), suggérant une activité enzymatique partiellement
maintenue en milieu basique.

Ainsi, ces résultats mettent en évidence que le milieu acide exerce un effet fortement inhibiteur
sur ’activité des phytases tandis que le milieu basique n’a aucun effet. Pour la production de
P1i le milieu acide exerce un effet fortement inhibiteur sur 1’activité, tandis que le milieu basique

permet de préserver, au moins en partie, I’activité enzymatique.

Cette propriété est particulierement importante dans le cadre des applications
industrielles. Les phytases sont largement utilisées dans 1’industrie de 1’alimentation animale
afin d’améliorer la biodisponibilité du phosphore en hydrolysant les phytates présents dans les
matieres premicres végétales, contribuant ainsi a la réduction des rejets phosphorés dans
I’environnement (Handa et al., 2020 ; Jatuwong et al., 2020 ; Zhou et al., 2022). Pour ces
applications, les enzymes doivent présenter une bonne stabilité dans des conditions de pH acide
modéré, correspondant a celles du tractus digestif des animaux monogastriques, ainsi qu’une
résistance aux conditions de procédé, notamment thermiques et enzymatiques (Nezhad et al.,
2020). Par ailleurs, les phytases trouvent également des applications dans les industries
agroalimentaires et biotechnologiques, en particulier dans les procédés de fermentation, ou le
controle du pH constitue un facteur clé pour optimiser et maintenir 1’activité enzymatique

(Jatuwong et al., 2020 ; Handa et al., 2020).
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> Effet du NaCl sur la stabilité des amylases et phytases des graines de Helianthus

annuus

Ce test a été effectué, conformément au protocole décrit précédemment, apres traitement

a NaCl pendant 1h (Figure 25).
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Figure 25 : Effet du NaCl sur la stabilité des amylases (A) et phytases (B) des graines de

Helianthus annuus

Les résultats montrent que 1’activité amylasique reste stable en présence de NaCl. En effet,
aucune diminution de D’activité n’est observée apres ce traitement avec du NaCl (100%
d’activité maintenue). Ces observations indiquent que le NaCl n’a pas d’effet sur I’activité de

I’amylase dans ces conditions expérimentales.

Par rapport a ces résultats, les amylases extraites des graines de Helianthus annuus présentent
un intérét pour des applications industrielles, grace a leur tolérance a la présence de sels (Gupta
et al., 2003). Bien que les procédés industriels tels que 1’hydrolyse de 1’amidon, la
transformation des céréales, la fermentation (bioéthanol) ou [’alimentation animale
n’impliquent pas nécessairement 1’ajout de NaCl, la présence d’ions dans le milieu réactionnel
est fréquente. (Van der Maarel et al., 2002;Gupta et al., 2003) Ainsi, la stabilité¢ de I’enzyme en
présence de NaCl constitue un avantage, garantissant le maintien de son activité dans des

conditions industrielles variables (de Souza et de Oliveira Magalhaes, 2010).
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En revanche, la production de phosphate inorganique (P1) est totalement affectée par la
présence de NaCl. Aucune activité n’est détectée en présence de NaCl (0%). Cette absence

totale de production indique un effet inhibiteur marqué du NaCl sur cette activité phytasique.

Par rapport a ces résultats, les phytases des graines de Helianthus annuus indiquent que
I’activité phytasique est fortement inhibée en présence de NaCl, ce qui limite son utilisation
dans des procédés industriels riches en sels, tout en la rendant adaptée a des applications en
milieux faiblement ioniques, tels que certains procédés fermentaires et agroalimentaires

(Lanciotti et al., 2004 ; Handa et al., 2020 ; Jatuwong et al., 2020 ; Zhou et al., 2022).

Par rapport aux résultats obtenus dans cette étude, I’analyse des activités antioxydantes
(catalases et DPPH) de la solution des graines de Helianthus annuus apporte des informations
complémentaires sur leur potentiel biologique. En effet, ces graines sont reconnues pour leur
richesse en composés phénoliques, flavonoides et tocophérols, qui contribuent a leur activité

antioxydante (Shahidi et Naczk, 2003 ;Zhongxiang et al.,2008).

Concernant les enzymes, les phytases et les amylases des graines de Helianthus annuus
peuvent présenter des applications importantes dans plusieurs secteurs industriels. En
alimentation animale, les phytases sont utilisées pour hydrolyser 1’acide phytique et libérer le
Pi, améliorant ainsi la biodisponibilité du phosphore et la croissance des animaux (Joudaki et
al., 2023 ; Liu et al., 2023). Dans I’industrie agroalimentaire, elles interviennent dans la
transformation des céréales et 1’amélioration des propriétés nutritionnelles des aliments
(Joudaki et al., 2023). Par ailleurs, ces enzymes jouent un role cl¢ dans la valorisation des sous-
produits agricoles en réduisant la concentartion en phytate (Yassin et al., 2025). Les amylases
peuvent également étre exploitées dans la production de bioéthanol pour convertir I’amidon en
sucres fermentescibles (Shetty et al., 2007). Enfin, les amylases peuvent étre largement utilisées
dans différentes industries pour 1’hydrolyse des polysaccharides, notamment dans les

formulations enzymatiques (Valente Junior et al., 2024).
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Afin d’explorer les activités biologiques des graines de Helianthus annuus, une étude
sur des activités antioxydantes (catalasique et de piégeage des radicaux libres) ainsi que sur des

activités enzymatiques (amylasique et phytasique) a été réalisée.

Les résultats obtenus mettent en évidence une activité catalasique, caractérisée par une
dégradation du H>O» atteignant 1,22 mM/mg de protéines apres 90 secondes d’incubation. Par
ailleurs, I’évaluation du pouvoir antioxydant par le test DPPH révele une capacité de piégeage
des radicaux libres, avec un ICso de 0,3055mg/mL, bien que cette valeur reste supérieure a celle

de I’acide ascorbique (ICso = 0,0045mg/mL).

En ce qui concerne les activités enzymatiques, les extraits ont montré une activité amylasique
correspondant a une hydrolyse d’environ 19,40ug d’amidon par mg de protéines dans des
conditions optimales de 30°C et a pH neutre a 1égérement alcalin (7-9). Cette activité apparait
sensible aux conditions physico-chimiques, notamment avec un effet inhibiteur des conditions
salines et du traitement thermique, ainsi qu’une influence du milieu acide (HCl), alors que le

milieu alcalin (NaOH) ne semble pas altérer I’activité enzymatique.

Par ailleurs, 1’activité phytasique mesurée montre une libération de Pi d’environ 0,16pug/mg de
protéines, avec des conditions optimales situées a 40°C et pH 5. Contrairement a I’amylase,
cette enzyme présente une sensibilité marquée aux variations du milieu, notamment une
inhibition en présence de NaCl et apres traitement thermique (90°C), ainsi qu’un effet du

NaOH, tandis que 1’absence d’effet du HCI suggere une meilleure tolérance en milieu acide.

L’ensemble de ces résultats met en évidence une complémentarité entre les activités
antioxydantes et enzymatiques des extraits de graines, tout en soulignant leur forte dépendance
aux facteurs physico-chimiques. Cette variabilit¢ reflete la sensibilit¢ des enzymes aux
conditions environnementales, ce qui constitue un parametre clé pour toute valorisation

appliquée.

Ainsi, les graines de Helianthus annuus apparaissent comme une source prometteuse de
biomolécules d’intérét, combinant des capacités antioxydantes et enzymatiques susceptibles
d’étre exploitées dans divers domaines industriels. Toutefois, une meilleure compréhension des
mécanismes de stabilité et d’inhibition enzymatique demeure nécessaire pour optimiser leur

utilisation.

Dans cette perspective, cette étude pourrait étre approfondie par 1’exploration d’autres types
d’extraits (aqueux, méthanoliques ou éthanoliques), l’analyse détaillée des composés

responsables de D’activité antioxydante, ainsi que par et la caractérisation des enzymes
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impliquées. De plus, 1’évaluation de leur potentiel d’application dans les secteurs industriels

constituerait une voie de valorisation pertinente.
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