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Introduction générale

La survie et le bon fonctionnement des organismes vivants reposent sur un
ensemble de réactions biochimiques régulées par des composés aux propriétés
biologiques variées (Judge et Michael, 2020). En plus de leur importance au niveau
des cellules, ces propriétés sont activement recherchées pour diverses applications
industrielles, en particulier dans les secteurs pharmaceutique, alimentaire, cosmétique
et biotechnologique (Newman et Cragg, 2012). Parmi ces propriétés biologiques
figurent les activités antioxydantes (Pincemail et al., 2002), enzymatiques (Kingsley
et Lill, 2015), anti-inflammatoires (Arulselvan et al., 2016) et antimicrobiennes
(Gislin et al., 2018). Ces propriétés sont issues principalement de trois grandes
sources, les plantes (Benavente-Garcia et al., 1997), les microorganismes (Okudoh et
Wallis, 2007) et les animaux (Mahawar et Jaroli, 2006).

Les plantes jouent un réle important en tant que source majeure de métabolites
secondaires aux effets biologiques varies (Benavente-Garcia et al., 1997). Parmi ces
plantes, Linum usitatissimum communement appelée lin (Jhala et Hall, 2010), se
distingue par la richesse de ses graines en composés bioactifs, notamment en lignanes
(Mueed et al., 2022), reconnus pour leurs effets antioxydants et anti-inflammatoires
(Schmidt et al., 2012). Gréace a sa richesse nutritionnelle et fonctionnelle, la graine de
lin est considéréee comme un aliment fonctionnel a haute valeur ajoutée (Hu et al.,
2020), avec de nombreuses applications dans le domaine de la santé et de I’industrie

(Dzuvor et al., 2018).

Vu I'importance des graines de cette plante et la richesse de ses composés,
I’objectif de notre travail est de rechercher des propriétés biologiques antioxydantes
(activité catalasique et anti-radicalaire) ainsi que des propriétés enzymatiques
(activités amylasiques et phytasiques) au niveau de ces graines, afin de les utiliser

potentiellement en industrie.
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1. Les propriétes biologiques

La nature constitue une source inestimable de composes bioactifs, caractérisés
par des propriétés biologiques essentielles a la santé et a la survie des organismes
vivants (Cragg et Newman, 2013), parmi lesquelles, on peut citer les propriétés
antioxydantes neutralisent les radicaux libres, protégeant les cellules contre le stress
oxydatif (Hasanuzzaman et al., 2020), les propriétés anti-inflammatoires réduisent les
inflammations, offrant des pistes thérapeutiques contre les maladies chroniques
(Arulselvan et al., 2016), les propriétés antimicrobiennes qui jouent un role clé dans la
lutte contre les infections (Gislin et al.,2018), ou encore les propriétés enzymatiques
qui favorisent les réactions biochimiques vitales et trouvent des applications

industrielles variées (Robinson, 2015).

Les organismes vivants produisent une variété de composes bioactifs qui
résultent de leur métabolisme secondaire, contribuant ainsi & une défense efficace
contre les stress environnementaux et les maladies (Silva et Fernandes, 2010). Les
plantes, les microorganismes et les animaux sont les principales sources de ces
composes bioactifs. Les plantes par exemple produisent des huiles essentielles et des
métabolites secondaires aux propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Benavente-
Garcia et al., 1997), les microorganismes, notamment les actinomyceétes, génerent des
antibiotiques naturels essentiels a la santé et a I’agriculture (Okudoh et Wallis, 2007)
et les animaux peuvent contribuer a des thérapies, comme la zoothérapie, pour traiter

des maladies humaines (Alves et Alves, 2011).

Ces propriétés biologiques, en plus de leurs bénéfices pour les organismes
vivants, sont exploitées dans des secteurs industriels tels que la pharmacie et
I’agroalimentaire, pour répondre aux défis de santé et de durabilit¢ (Newman et

Cragg, 2012).

Etant donné leur importance dans les processus cellulaires et leurs multiples
applications industrielles, de nombreuses recherches ont été réalisées pour étudier les
propriétés biologiques des différents organismes vivants. Parmi ces propriétés
biologiques, on peut citer les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,

antimicrobiennes et enzymatiques.
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1.1. Les oxydants et les propriétés antioxydantes
1.1.1. Les oxydants

Les oxydants sont des molécules réactives produites dans les cellules,
notamment par l'action d'enzymes spécifiques appelées oxydases qui utilisent
l'oxygene moléculaire (O2) comme substrat, générant ainsi des especes réactives de
l'oxygéne (ERO) par transfert d'électrons (Finkel, 2003). Les ERO (Tableau 1) sont
des radicaux libres ou des précurseurs de radicaux (Santos-Sanchez et al., 2019).

La réduction complete du dioxygene (Oz) en eau (H20) suit la réaction globale
suivante (Gardes-Albert et al., 2003) :

O, _— 0," —_— H-,0, —eep *OH (+ "OH)
radical peroxyde radical

dioxygene - 4
S superoxyde d’hydrogene hydroxyle

Une réduction incomplete de 'O, entraine la génération d'especes réactives de
l'oxygéne, qui peuvent étre toxiques ou destructrices dans certains systemes
biologiques (Dini, 2021).

Un dysfonctionnement du métabolisme de l'oxygéne peut entrainer un exces
de ces ERO, parmi lesquels se trouvent des radicaux libres tels que OH, Oz et ROge,
ainsi que des produits non radicalaires comme H20. et RO;H (Gardés-Albert et al.,
2003).

Tableau 1 : Les espéces réactives de I'Oxygene (Migdal et Serres, 2011).

Especes Réactives de I'Oxygeéne Réaction

Anion superoxyde 0, 0,te— 0,

Peroxyde d’hydrogene H,0, 0,7+ e+ 2H'——H,0,

Radical hydroxyle HO H,0,+ Fe*>HO + HO"+ Fe**
HZOZ 0 02.—) 02+ HO + HO (2)
H,0, +H,0,— 2H,0+0,
H,0,+2 GSH—> 2 H,0 + GSSG

Radical Peroxyle RO, R+ 0,———RO;

Hydroperoxyde RO,H RO, + RH—— RO,H + R



Synthese Bibliographique

Réaction (1) correspond a la réaction de Fenton et la réaction (2) a la réaction d’Haber Weiss. O, :
oxygeéne ; e : électron ; H* : ion hydrogéne ; Fe?* : ions ferreux, Fe3* : ions ferriques, GSH : glutathion
réduit ; GSSG : Glutathion oxydé ; HO" : anion hydroxyde.

Les ERO sont produites naturellement par les cellules dans le cadre de
processus physiologiques, mais lorsqu’elles s’accumulent de maniére excessive, elles
provoquent un désequilibre entre la production de radicaux libres et la capacité de
’organisme a les éliminer (Santos-Sanchez et al., 2019). Ce déséquilibre conduit & un
état de stress oxydatif, ou les cellules ne parviennent plus a neutraliser efficacement
ces especes réactives. En conséquence, les ERO causent des dommages majeurs aux
biomolécules cellulaires, affectant principalement les lipides, les protéines et I’ADN

(Schieber et Chandel, 2014).

A savoir, il existe aussi, les especes réactives de 1’azote (ERN) sont des
dérivés chimiques du monoxyde d’azote (NO"). Elles incluent des molécules comme
le peroxynitrite (ONOQO), le trioxyde de diazote (N203) et d’autres formes réactives.
Cependant, en exces, notamment sous 1’effet de la NO™ synthase inductible (iNOS),

elles peuvent générer du stress oxydant et nitrosant (Massionet al., 2002).

Cependant, il existe un systéeme de défense capable d’inhiber ou de neutraliser
les réactions des radicaux libres, contribuant ainsi a retarder ou empécher les
dommages cellulaires (Nimse et Palb, 2015). Ce systéme agir par exemple par le don
d’hydrogene, la neutralisation de I’oxygene singulet, la décomposition des peroxydes

et ’inhibition des enzymes oxydatives (Pisoschi et Pop, 2015).
1.1.2. Les propriétés antioxydantes

Les antioxydants sont des substances chimiques capables de ralentir ou
d’inhiber I’oxydation (Santos-Sanchez et al., 2019). Les antioxydants agissent en
éliminant les especes réactives de I’oxygéne (ERO) ou en régulant leur production, ce
qui permet de protéger les lipides, les protéines et les acides nucléiques des

dommages oxydatifs provoqués par les ERO (Hasanuzzaman et al., 2020).

Les systemes antioxydants qui interviennent, afin de limiter I'accumulation des
especes réactives de I'oxygeéne (ERO), comprenant des activités enzymatiques et non

enzymatiques (Matés et al., 1999).
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* Les antioxydants enzymatiques comme la superoxyde dismutase (SOD) (voir
la réaction 2), les catalases (CAT) (voir la réaction 3) et I'ascorbate peroxydase (APX)
(voir la réaction 4) (Hasanuzzaman et al., 2020). Ces enzymes par exemple corrigent
les altérations des biomolécules et restaurent I’intégrité de la membrane cellulaire

endommagée (Panda, 2012).
SOD
*O2” ++02 +2H" — 02+ H202 (Réaction 2)  (Scandalios, 1993)
CAT
H202 + H202, — 2H,0 + O2 (Réaction 3) (Nimse et Palb, 2015)

APX
H20; + AsA — 2H,0O + MDHA (Réaction4)  (Hasanuzzaman et al., 2020)

» Les antioxydants non enzymatiques comme les composés phénoliques
caroténoides, la vitamine C (voir la réaction 5) et certains minéraux tels que le

sélénium et le zinc (Santos-Sanchez et al., 2019).
TO+ + AscH — TOH + Asc™ (Réaction 5) (Pisoschi et Pop, 2015)

Le maintien de 1’équilibre redox a I’intérieur des cellules est un processus
fondamental pour assurer la stabilité cellulaire et le bon déroulement des fonctions
biologiques (Meng et al., 2017). Cet équilibre repose sur une régulation fine entre la
production des espéces réactives et les systemes de défense antioxydants (Figure 1)
(Santos-Sanchez et al., 2019). Lorsque ce mécanisme est perturbé en faveur des ERO,
un stress oxydatif s’installe, pouvant causer des dommages cellulaires (Haleng et al.,
2007). Ce processus repose donc essentiellement sur I’action de molécules
antioxydantes, en particulier le glutathion réduit (GSH) pour neutraliser ces espéces

réactives (Gasmi et al., 2024).

Le GSH un tripeptide contenant un groupement thiol, présent dans la plupart
des cellules vivantes, des bactéries aux mammiféres (Gaucher et al., 2018). Il s'agit
d’un puissant antioxydant impliqué dans le maintien de 1’équilibre redox
intracellulaire. 1l participe a la neutralisation des ERO et des ERA, conduisant a sa

conversion en glutathion oxydé (GSSG) (Georgiou-Siafis et Tsiftsoglou, 2023) (voir
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la réaction 6). Ceci montre I’implication du GSH dans la protection cellulaire contre
le stress oxydatif, notamment en inactivant des molécules toxiques telles que le

peroxyde d’hydrogéne (Birben et al., 2012).
GPX

H20,+ 2GSH — 2H,0 +GSSG (Réaction 4)  (Ng et al., 2007)

Unprocessed Enzymatic
Food Antioxidants

Antioxidants

Vitamins Flavonoid

Figure 1 : Relation entre les espéces réactives de I'oxygéne (ERO), le systeme de

défense (antioxydant) et le stress oxydatif (Koger, 2023).

Une autre propriété biologique importante pour les organismes vivants et pour

I’industrie, c’est la propriété enzymatique.

1.2. Les propriétés enzymatiques

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques, également appelés
biocatalyseurs, qui accélérent les réactions biochimiques dans les organismes vivants
(Robinson, 2015). Les enzymes sont extrémement efficaces, elles accélérent les

réactions en réduisant 1’énergie d’activation, elles sont actives a faibles concentrations
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et ne sont ni consommeées ni altérées au cours de la réaction (Kumar et al., 2020).

La structure fonctionnelle de I’enzyme comprend une partie protéique appelée
apoenzyme et, dans certains cas, un composant non protéique appelé groupe
prosthétique. L’ensemble formé, nommé holoenzyme (apoenzyme + groupe
prosthétique), représente la forme active de I’enzyme (Singh, 2021) (Figure 2). Bien
que certaines enzymes soient constituées uniquement de protéines, d’autres
nécessitent un cofacteur pour fonctionner. Ce cofacteur peut étre une molécule

organique (coenzyme) ou un ion métallique inorganique comme le fer, le cuivre ou le

zinc (Robinson, 2015).
sovse I
Coenzyme
+ l

Apoenzyme Cofactor Holoenzyme
(protein portion), (nonprotein portion), (whole enzyme),
inactive activator active

Figure 2 : Activation d'une enzyme par un cofacteur : Formation de 1’holoenzyme
(Patel, 2021).

Le substrat se lie a une enzyme, formant un complexe enzyme-substrat. Cette
interaction provoque un ajustement induit, c’est-a-dire une modification de la forme
de I’enzyme qui facilite la catalyse. Le substrat est alors transformé en produit (Figure
3) (Friedman et Terry, 2021).
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Enzyme changes shape
Substrate slightly as substrate binds

Active site

‘2

.

= = =

Substrate entering Enzyme/substrate Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme

Figure 3 : L’action enzymatique : transformation d’un substrat en produit par une

enzyme (Friedman et Terry, 2021).

Le site actif est la région de ’enzyme ou les substrats sont chimiquement
transformés en produits (Kingsley et Lill, 2015). Si la catalyse dépend souvent d’un
petit groupe de résidus au sein du site actif (Bartlett et al., 2002), d’autres ¢léments
structuraux, comme la spécificité du substrat et I’efficacité catalytique, peuvent

impliquer des résidus éloignés du site actif (Shimotohno et al., 2001).

Enfin, les enzymes subissent des changements conformationnelles au cours du
processus catalytique, facilitant la reconnaissance du substrat, la catalyse proprement
dite et I'interaction avec des molécules régulatrices. Ces changements sont essentiels

pour garantir ’efficacité et la spécificité de I’enzyme (Kumar et al., 2020).

La classification des enzymes repose sur le type de réaction chimique qu’elles
catalysent. Selon la nomenclature officielle de I’Union internationale de biochimie et
biologie moléculaire (IUBMB) (Boyce et Tipton, 2001), les enzymes sont classées en
7 classes principales. La nomenclature est composée de 4 parties qui identifient la
classe principale, la sous-classe, la sous-sous-classe et la classe de substrat de
I’enzyme (Tao et al., 2020). Le tableau suivant résume ces 7 classes avec leur

fonction et exemples.
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Tableau 2 : Classes d’enzymes, fonctions et types de réactions.

Numéro de | Nom de classe Fonctions et réactions

classe (EC)

1 Oxydoréductases | Enzymes catalysant les oxydoréductions entre deux
substrats, S et S” (Singh, 2021).
AH; + B"'=A+BH + H" ouAH2 + B= A+ BH;

2 Transférases Enzymes catalysant le transfert d'un groupe fonctionnel
(G) autre que I'nydrogéne entre substrats (Singh, 2021).
AX+B=A+BX

3 Hydrolases Enzymes catalysant [I'hydrolyse des liaisons ester,
peptidique ou glycosidique (Singh, 2021).
A-B+H20=AH+BOH

4 Lyases Enzymes catalysant I'élimination de groupes des substrats
par un mécanisme autre que I'hydrolyse, laissant une
double liaison dans I'un des produits (Singh, 2021).
A=B+X-Y=A—B

|
XY

5 Isomérases Enzymes catalysant I'interconversion d'isomeres optiques,
géométriques ou de position (Singh, 2021).
A=B

6 Ligases Enzymes catalysant la jonction de deux composés avec
I'nydrolyse d'un composé a haute énergie (Singh, 2021).
A+ B+ NTP=A-B+NDP +P
ou
A+B+NTP=A-B + NMP + PP

7 Translocase Enzymes qui catalysent le mouvement des ions ou des

molécules a travers les membranes ou leur séparation au
sein de celles-ci (McDonald et Tipto, 2023).
AX + B [side 1] || = A+ X +||B [side 2]
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1.3. Autres propriétés biologiques

En plus des propriétés antioxydantes et enzymatiques, il existe d’autres
propriétés biologiques aussi importantes, telles que des activités anti-inflammatoires,
anticancéreuses et antimicrobiennes.

Pour les activités anti-inflammatoires, les composés polyphénoliques, en
particulier les flavonoides (Maleki et al., 2019),exercent des effets anti-
inflammatoires significatifs en régulant la production de cytokines (Leyva-Ldpez et
al., 2016).Par ailleurs, les propriétés anticancéreuses sont principalement liées a
I’induction de I’apoptose, a la régulation du cycle cellulaire et a I’inhibition de la
prolifération des cellules tumorales (Fulda et Debatin, 2006).Enfin, certains peptides
antimicrobiens sont capables d’inhiber la croissance ou de détruire divers
microorganismes pathogénes, qu’ils soient bactériens, fongiques ou viraux (Luo et

Song, 2021).

2. Importance des propriétés biologiques dans les différents secteurs industriels

Les microorganismes constituent une source prometteuse de composeés
bioactifs, exploitables dans les secteurs medical, agricole, alimentaire et industriel
(Chandra et al.,, 2020). En paralléle, les matiéres premicéres d’origine végétale
demeurent essentielles pour les industries pharmaceutiques, cosmetiques et
alimentaires (Harhaun et al., 2020).

Parmi ces composés naturels, les antioxydants occupent une place importante.
Ces antioxydants sont présents dans les aliments et les plantes médicinales, ils sont
largement utilisés dans les aliments fonctionnels, les produits pharmaceutiques et les
additifs alimentaires (Xu et al., 2017).De plus, les emballages aux propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes jouent un role clé dans I’industrie agroalimentaire,
en améliorant la qualité des produits et en prolongeant leur durée de conservation
(Dos Anjos et al., 2020).

Un autre domaine d’application majeur des propriétés biologique est celui des
enzymes, largement utilisées pour catalyser des réactions dans des procédés
industriels variés (Robinson, 2015).Dans I’industrie alimentaire, les enzymes sont
ajoutées a différentes étapes de la production, de la transformation, au stockage
notamment dans les secteurs de la boulangerie, des boissons, des jus, du vin, des

produits laitiers et des huiles (Patel et al.,, 2016).Par exemple, les enzymes
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amylolytiques, sont utilisées pour la production de sirops (glucose, fructose, maltose),
la réduction de la viscosite et de la turbidité des jus, ainsi que dans la fabrication de la
biére (Nigam, 2013). Aussi, les phytases représentent une avancée biotechnologique
majeure, avec des applications croissantes dans I’alimentation humaine et animale
(Handa et al., 2020).

Enfin, les extrémozymes, issues d’organismes vivants dans des conditions
extrémes, sont de plus en plus étudiées et utilisées pour leur robustesse dans des
environnements  difficiles, notamment dans les industries alimentaire,

pharmaceutique, agricole et en biologie moléculaire (Chatterjee et al., 2023).

3. Les différents sources et provenances des propriétés biologiques
3.1. les sources microbiennes

Les composés naturels produits par les microorganismes ont démontré une
valeur considérable dans des domaines clés tels que la nutrition, ’agriculture et la
santé humaine (Singh et al., 2017). Ces microorganismes, incluant les bactéries, les
champignons, les cyanobactéries et autres formes marines ou telluriques,

Les cyanobactéries marines, sont considérées comme les microorganismes
procaryotes les plus anciens, appartiennent a un groupe monophylétique ayant évolué
pour produire des substances naturelles d’intérét pharmaceutique, notamment des
composeés anticancéreux et antimicrobiens (Shah et al., 2017). De méme, Les
microorganismes marins sont aujourd’hui reconnus comme une source précicuse de
produits bioactifs, notamment des peptides medicinaux aux effets variés (Youssef et
al., 2019).

Aussi, les bactéries du sol, en particulier celles isolées de la rhizosphére, se
sont révélées étre d’excellentes candidates dans la production d’antibiotiques naturels.
Des études ont mis en évidence leur efficacité contre certains pathogénes humains
(Gislin et al., 2018). D’autres études ont également conduit a la découverte de
nouveaux organismes producteurs d’antibiotiques, prometteurs pour des applications
biologiques et commerciales dans la lutte contre les maladies des plantes (Okudoh et
Wallis, 2007).

Aussi concernant les enzymes, de nombreuses d’enzymes microbiennes sont
utilisées dans ’industrie (Nigam, 2013). Par exemple, la bactérie Bacillus sp est

capable de produire une enzyme résistante a la chaleur, au sel et aux milieux alcalins

11



Synthese Bibliographique

(Johnvesly et Naik, 2001). Ces enzymes sont utiles dans les détergents, le cuir, la
médecine, I’agroalimentaire et le traitement des déchets (Kumar et Takagi, 1999).
3.2. Les sources animales

Les animaux représentent une source importante utilisée en meédecine
traditionnelle et dans I’industrie pharmaceutique pour le traitement de diverses
affections humaines, grace a leurs produits et composés bioactifs (Alves et Alves,
2011). Parmi ces animaux, les reptiles se distinguent par la richesse de leur venin et de
leur plasma sanguin en métabolites bioactifs, qui servent de substrats pour la
fabrication de médicaments (James, 2017). Outre les vertébrés, les insectes suscitent
également un grand intérét thérapeutique en raison de leurs peptides antimicrobiens,
de leur capacité a améliorer I'utilisation du glucose, ainsi que de leurs propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires (Dutta et al., 2019). Les concombres de mer sont
riches en composés bioactifs, notamment des phénols, des polysaccharides, des
proteines comme le collagéne, des peptides, des caroténoides et des saponines, qui
leur conférent d’importantes propriétés antioxydantes et des effets bénéfiques pour la
santé (Hossain et al., 2022).

3.3. Les sources végetales

Les plantes produisent de nombreux métabolites secondaires impliqués dans
leur défense contre les herbivores et les microbes, et dans la signalisation. Ces
substances présentent aussi diverses activités biologiques et pharmacologiques (Wink,
2015). Aussi les dérivés des plantes ou leurs extraits sont une source importante de
ces propriétes biologiques, par exemple les composés phénoliques sont largement
impliqgués dans les activités antioxydantes, enzymatiques, anti-inflammatoires,

anticancéreuses et antimicrobiennes (Benavente-Garcia et al., 1997).

Des substances extraites et purifiees a partir de différentes parties végétales
présentent des bioactivités variées, faisant des plantes une source importante de
nouveaux composés bioactifs (Bergonzi et al., 2022). Par exemple, Peganum
Harmala contient de I’harmine, un agent anticancéreux puissant capable d’induire
I’apoptose et d’inhiber la prolifération cellulaire (Meinguet et Wouters, 2015).De
plus, la plante Clerodendrum infortunatum renferme des extraits particulierement
riches en ces composés, ce qui expligue sa forte activité antioxydante
(Gouthamchandra et al., 2010).

12
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Les parties comestibles des plantes, comme les fruits, les feuilles, les fleurs et
les graines, sont reconnues comme sources riches en composés phénoliques et
flavonoides, des molécules aux effets biologiques variés (Gentile, 2021). Par ailleurs,
certaines feuilles, notamment celles de Myrtus communis et de Verben aofficinalis,
ont montré une activité antibactérienne notable (Vaou et al., 2021). Enfin, les graines
de riz blanc contiennent des concentrations élevées de composés phénoliques avec
une capacité antioxydante importante (Pang et al., 2018), tandis que celles d’avocat
(Persea americana L) présentent des propriétés enzymatiques intéressantes, telles que
les protéases, les superoxydes dismutases et les peroxydases (Kupnik et al., 2023).

Parmi ces plantes, il existe aussi la plante du lin (Linum usitatissimum), une
plante importante et polyvalente, utilisée dans plusieurs secteurs tels que
I’alimentation, les cosmétiques, la pharmacie et le textile (Prabha et al., 2017). Ses
graines, en particulier, renferment divers composés présentant des activités
biologiques (Imran et al., 2015). Ces composés, appelés phytocomposés sont
biologiquement actifs (Chera et al., 2022). Dans cette continuité, la présente étude
s’intéresse aux graines de Linum usitatissimum afin d’explorer leur potenticl en

composes bioactifs et leurs éventuelles propriétés biologiques.

4. La plante Linum usitatissimum et les propriétés biologiques

La plante du lin appelée scientifiquement Linum usitatissimum (Figure 4), est
I’'une des plus anciennes plantes cultivées pour la production d’huile et de fibres
(Jhala et Hall, 2010).Le lin est une plante ¢lancée pouvant atteindre jusqu’a 1,2 métre
de hauteur. Ses feuilles, de couleur verte glaugque, sont simples, étroites et allongées,
mesurant entre 20 et 40 mm de long pour environ 3 mm de large (Saleem et al.,
2020).

Le lin se développe particulierement bien dans les régions au climat tempéreé et
humide. Les zones maritimes de I’Europe de 1’Ouest, comme la Belgique, les Pays-
Bas et la France, offrent des conditions ideales a sa culture (Goudenhooft et al.,
2019). On distingue deux grands types de cultivars : ceux cultivés pour la production
de graines ou d’huile, qui sont plutdt courts et ramifiés avec de nombreuses capsules a
graines, et ceux destinés a la fibre, qui présentent une croissance plus haute, des tiges

droites et peu de ramifications (Jhala et Hall, 2010).
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Figure 4 : La plante de Linum usitatissimum (Anurag et al., 2020).

Cette plante est largement reconnue pour ses nombreux bienfaits sur la santé.
Cette plante médicinale appartient a la famille des Lianacées (Tableau 3) (Barozai,
2012).

Tableau 3 : Classification de la plante Linum usitatissimum selon Badole et
al, 2013.

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Malpighiales
Famille Linacées
Genre Linum

Espéce Usitatissimum

14
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La plante de lin, présente une source de nutriments et de composés bioactifs,
tels que I’acide alpha-linolénique, les acides gras, les protéines, les peptides, les
fibres, les glucides, le mucilage, les micronutriments et surtout les lignanes (Mueed et
al, 2022). Les lignanes sont des composés diphénoliques complexes appartenant a la
classe des phytoestrogénes. lls constituent des métabolites spécialisés majeurs des
plantes, dotés d’attributs biologiques exceptionnels (Chhillar et al, 2021). lls peuvent
exercer des actions antibactériennes, antivirales et antifongiques, et possédent
également des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes (Schmidt et al, 2012).

Parmi ces lignanes, le sécoisolaricirésinol diglucoside (SDG), le matairésinol,
le sécoisolaricirésinol et le laricirésinol diglucoside sont particuliérement notables
pour leurs propriétés antioxydantes et leur réle dans la prévention et le traitement de
plusieurs cancers, notamment ceux du sein, du cblon et de la prostate (Hano et al.,
2006).

En raison de son adaptabilité et de la diversité de ses produits dériveés, le lin est
également considéré comme une plateforme prometteuse pour le développement de

nouveaux bioproduits (Jhala et Hall, 2010).

5. Les graines de la plante Linum usitatissimum et les propriétés biologiques

Les graines de lin (Linum usitatissimum) proviennent de la plante de lin. 1l en
existe deux variétés principales : dorée et brune (Figure 5). Les graines de lin ont une
forme plate ou ovale, mesurant entre 4 et 6 mm de long, avec une extrémité pointue
(Imran et al., 2015). Les graines de lin contiennent des photocomposés comme les
acides phénoliques, les acides cinnamiques et les flavonoides, qui influencent
positivement la croissance et la viabilité cellulaires (Amin et Thakur, 2014). Grace a
sa richesse nutritionnelle et fonctionnelle, la graine de lin est classée parmi les
aliments fonctionnels ou bioactifs (Hu et al., 2020). Par ailleurs, les avancees en
biotransformation permettent d’améliorer la biodisponibilité de ses composants pour
des applications dans les domaines des nutraceutiques, des cosmétiques et de

I’industrie alimentaire (Dzuvor et al., 2018).
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Figure 5 : Les graines de Linum usitatissimum (Anurag et al, 2020).

Les graines de Linum usitatissimum sont dotées de nombreuses actions et
effets bénéfiques pour Ila santé, notamment des propriétés antitumorales,
antioxydantes, anti-inflammatoires (Chera et al., 2022), antibactériennes, antivirales
et antifongiques (Schmidt et al., 2012). Ces graines possedent également des effets
antihypertenseurs, immunosuppresseurs et antidiabétiques (Mueed et al., 2022). Par
ailleurs, la graine de lin contient plusieurs enzymes importantes, telles que des
amylases (Taubner et al., 2023), des hydrolases comme la cystéine protéase (Nandish
et al., 2020) et des transférases, notamment les glycosyltransférases (Ghose et al.,
2014).

Etant donné I’importance des graines de Linum usitatissimum dans les
domaines biologiques, médicaux et industriels, I’objectif de notre étude est de
rechercher des propriétés antioxydantes et enzymatiques présentes au niveau de ces

graines.
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Matériels et méthodes

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Biochimie de I’Université
Belhadj Bouchaib-Ain Temouchente durant le second semestre du Master 2 de
I’année universitaire 2024/2025, afin de rechercher des activités biologiques dans les

graines de Linum usitatissimum (graines de Lin).

1. Matériel biologique

Les graines de Linum usitatissimum (Figure 6-A), ont été achetées au niveau d’un

commerce de la ville d’Ain-Temouchent, ensuite ils ont été broyés pour étre utilisés

sous forme de poudre (Figure 6-B).

Figure 6 : Les graine de Linum usitatissimum (A) et leur poudre obtenus apres
broyage (B).

2. Préparation de la solution des graines de Linum usitatissimum

Afin de rechercher des activités biologiques dans la solution des graines de Linum
usitatissimum, deux solutions ont été préparées. La premiére solution a été obtenue en
dissolvant la poudre de graines dans de 1’eau distillée a une concentration de 2
mg/mL, puis en la mettant sous agitation pendant 1 h 30 min a 2 h a température
ambiante. La seconde solution a été préparée de maniere similaire, en dissolvant la

poudre de graines dans de I’eau distillée a une concentration de 2 mg/mL, mais cette
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fois incubée dans un bain-marie & 50 °C pendant 1 h 30 min. Ces deux préparations

seront utilisées pour évaluer leurs activités biologiques.

Ensuite, la solution obtenue est ensuite centrifugée & 6000 tours/min pendant
5min. Le surnageant présentant un aspect laiteux a été récupéré pour étre utilisé dans

la recherche des activités biologiques.

3. Dosage des protéines (méthode de Bradford, 1976)

Afin de doser la quantité de protéines dans la solution de la poudre des graines
de Linum usitatissimum, la méthode de Bradford a été utilisée.

Le test de Bradford repose sur la réaction du Coomassie Bleu Brillant G-250,
avec les résidus d'acides aminés basiques présents dans les proteines. Cette
méthode est populaire en raison de sa simplicité d'utilisation, de sa rapidité, de sa
sensibilité relative et de sa faible interférence avec d'autres substances (Ku et al.,
2013).

Pour déterminer la quantité des protéines dans la solution des graines, une
courbe étalon DOsgs nm = T ([protéine de réference]) a été préparéee en utilisant une

solution mere de la protéine de référence a une concentration de 1 mg/mL.

A partir de la solution mere de I’hémoglobine a 1 mg/mL, une gamme de
solution étalon a différentes concentrations (0,05. 0,1. 0,25. 0,5. 1 mg/mL) a été
préparée. Ensuite, 0.2 mL du réactif de Bradford ont été ajoutés a 0.8 mL de
chacune des concentrations. Le mélange est ensuite laiss€ a I’obscurité et a

température ambiante pendant 5 min.

La densité optique (DO) est mesurée a 595 nm afin d’établir la courbe

d’étalonnage DOsgs nm = f (HEMoglobine).
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I’hémoglobine.

Matériels et méthodes

La gamme étalon pour la préparation de la courbe étalon de

[Hémoglobine]

(mg/mL) 0,05 0,1 0,25 0,5
Solution mere de
I’hémoglobine 0,05 0,1 0,25 0,5
[1 mg/mL](mL)
Eau distillée (mL) 0,95 0,9 0,75 0,5

4. Recherche d’activités antioxydantes dans la solution des graines de Linum

usitatissimum

4.1. Recherche d’activités catalasiques dans la solution des graines de Linum

usitatissimum

a) préparation de la courbe étalon d’H.O>

Pour évaluer la quantité de I’H2O> dégradée par I’activité catalasique des

graines de Linum usitatissimum, une courbe d’étalonnage DO240nm = f ([H202]) a été

établie a partir d’une solution mére d’H202 & 10 mM. A cet effet, une série de

solutions étalons de concentrations variables en H.0 (0. 0,1. 0,5. 1. 5 et 10 mM) a eté

préparée.

Tableau 5 : La gamme étalon pour la préparation de la courbe étalon de ’H,O..

[H202] (mM) 0 0,1 0,5 1 5 10

Solution mére de I’'H.0; 0 0,01 0,05 0,1 0,5 1
a10 Mm (mL)

Eau distillée (mL) 1 0,99 0,95 0,9 0,5 0
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b) Recherche des activités catalasiques

Pour évaluer D’activité catalasique des graines de Linum usitatissimum, un
mélange réactionnel est préparé avec 1 mL d’H.02 a 10 mM, 0,5 mL de tampon
phosphate (0,1 mM, pH 7) et 0,5 mL de I’échantillon testé a différentes concentrations
(25 %, 50 %, 75 % et 100 %). L’incubation se déroule a température ambiante
pendant 15 minutes. La catalase permet de neutraliser le peroxyde d'hydrogene
(Tehrani et Moosavi-Movahedi, 2018). La catalase est une enzyme qui catalyse
préférentiellement la décomposition du peroxyde d'hydrogene (H202) en oxygene et

en eau selon la réaction suivante :
2 H,02 — 2 H20 + O (Vitolo, 2021)

4.2. Recherche des capacités de piegeage du DPPH dans la solution des graines

Linum usitatissimum

La recherche dactivité antioxydant par la technique du dosage du 1,1-
DiPhényl-2-PicrylHydrazyl (DPPH) a été developpe par Blois en 1958. Cette
technique repose sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical libre
DPPH (Kedare et Singh, 2011).

La molécule (DPPH) est un radical libre stable. Lorsqu’une solution de DPPH
de couleur violette entre en contact avec un antioxydant capable de lui donner un
atome d’hydrogéne (Molyneux, 2004), la molécule de DPPH subit une réduction pour

donner une couleur jaune pale stable (Sirivibulkovit et al., 2018).

La réaction de réduction du radical DPPH en DPPH-H est décrite dans

1I’équation suivante (Angeli et al., 2023) :
AH + DPPHes — A«+ DPPH-H
AH est un antioxydant donneur de proton.

a) Préparation de la courbe étalon du DPPH

Pour déterminer les quantités de DPPH consommées, une courbe étalon DOs17nm=
([DPPH]) a été preparée a partir d’une gamme étalon (0,0125. 0,025. 0,05. 0,1 mM) a
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&2différentes concentrations de DPPH, préparées a partir d’une solution mere a

0.1mM de DPPH (Tableau 6). La DO est ensuite mesuré a 517 nm.

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

[DPPH] mM 0 0,0125 0,025 0,05 0,1
Solution mére du |0 0,125 0.25 0,5 1
DPPH & 0.1mM (mL)

Ethanol (mL) 1 0,975 0,75 0,5 0

b) Recherche de P’activité de piégeage du DPPH

Pour déterminer les capacités du piégeage du DPPH, un mélange réactionnel a été
prépare. Ce mélange est constitué de 1mL de la solution du DPPH a 0,1 mM (Chaves
et al, 2020) et 1 mL de la solution a différentes concentrations (25 %, 50 %,75 %, 100
%) et aprés 30 minutes d’incubation de ce mélange, un suivi de la disparition du
DPPH(par rapport a la concentration du DPPH au temps 0 minute d’incubation) a été
réalisé par mesure d’absorbance par spectrophotométrie a 517 nm (Herrera-Hernandez
et al., 2018), contre un blanc préparé dans les mémes conditions mais en absence du
DPPH.

Afin de comparer Dl’activité de piégeage du DPPH par la solution avec un
antioxydant de référence, 1’acide ascorbique a différentes concentrations (0,0007.
0,001. 0,003. 0,006. 0,0125. 0,025 mg/mL) a été utilisé comme un antioxydant
standard (Talbi et al., 2015).

5. Recherche d’activités enzymatiques dans la solution des graines de Linum
usitatissimum
5.1. Recherche d’activités amylasiques dans la solution des graines de Linum

usitatissimum

Afin de rechercher [lactivité amylasiqgue dans des graines de Linum
usitatissimum, une méthode basée sur le dosage de la disparition de I'amidon a été

effectué.
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Les amylases sont des enzymes qui ont la capacité de décomposer les liaisons
glycosidiques au sein des molécules d’amidon, transformant ainsi les glucides

complexes en sucres plus simples (Akinfemiwa et al., 2023).

L'amidon est d'abord hydrolysé en dextrines par l'activité de l'alpha-amylase, et
que le maltose a été produit a partir de dextrines par l'activité béta-amylase, puis
hydrolysé en glucose par maltase, comme indiqué dans la réaction suivante (Ogori et
Taofeek, 2021) :

o-amylase B-amylase Maltasc
(CsH100s3)., (CeH1905);y — (CrpH20y) ——  (CeH204)
N, e’ | S S | S— | —
Amidon Dextrines Maltose Glucose

a) Préparation de la solution de substrat

Pour doser I’activité des amylases, la méthode de Caraway Somogyi iode/potassium
iodure (IKI) a été utilisée. La préparation de la solution du substrat consiste a ajouter
40 mL d’une solution d’amidon a 1 %, a 50 mL d’eau distillée en ébullition. Apres
agitation et refroidissement de cette solution d’amidon a température ambiante, une
quantit¢ suffisante pour 100 mL d’eau distillée a été ajouté (Fatema, 2017). Un
volume de cette solution est récupéré et dilué¢ 10 fois dans de I’eau distillée pou étre

utilisé comme substrat (Fatema, 2017).

b) Préparation de la courbe étalon de I’amidon

Pour préparer la courbe étalon de I’amidon, une série des concentrations allant

de 20 a 400 ug/mL a été préparée a partir d'une solution mere d’amidon a 400 ug/mL
(Tableau 7).

La courbe étalon a été préparé a partir de 1’absorbance, correspondant aux

différentes concentrations de I’amidon, 1’absorbance est mesurée a 620 nm (Syn et

Chen, 1997).

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

Solutions étalons d’amidon | O 20 40 60 80 100
(ng/mL)
Solution mére d’amidon 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
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(400pg/mL)

Eau distillée (mL) 2 1,9 18 1,7 16 |15

c) Recherche des activités amylasiques

Le milieu réactionnel est constitué de 0,1 mL de cette solution d’amidon
préparée, 0,750 mL de tampon phosphate & 0,1 M et pH 7 et de 0,4 mL de I’extrait
brut enzymatique. Le mélange réactionnel est incubé a 30 °C. Puis 0,750 mL de Lugol

sont ajoutés au mélange réactionnel.

Afin de stopper la réaction enzymatique 1,5 mL d’HCI a 10 % ont été ajouté a
1 mL du mélange réactionnel (Fatema, 2017). L’absorbance est mesurée a 620 nm

(Syn et Chen, 1997), contre un blanc prépare et incubé dans les mémes conditions.

5.1.1. Caractérisation des activités amylasiques

a) Influence du temps d’incubation sur les activités amylasiques
Afin d’¢étudier I'influence le temps sur D’activité des amylases, les milieux
réactionnels, décrits precédemment, sont incubés a 30°C pendant différents temps 2,
5, 10, 15 et 20 minutes.

b) Influence de la température sur les activités amylasiques
Afin d’étudier I’influence de la température sur I’activité des amylases, les
milieux réactionnels, décrits précédemment, sont incubés a différentes températures
20, 25, 35, 40, 45 et 50 °C pendant 5 min.

c) Influence du pH sur les activités amylasiques
Pour étudier I'influence du pH sur l'activité des amylases, le tampon phosphate
0,1 M a pH 7 (neutre) du milieu réactionnel est remplacé par différents tampons : un
tampon acétate d’ammonium - acide acétique 0,1 M a pH 5 et un tampon phosphate
0,1 M a pH 6 pour les conditions acides, ainsi qu'un tampon phosphate 0,1 M a pH 8
et un tampon Glycine-NaOH 0,1 M a pH 9 pour les conditions basiques. Ensuite, les

milieux réactionnels, décrits précédemment, sont incubés a 30 °C pendant 5 min.
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d) Influence du CaCl; sur les activités amylasiques
Pour déterminer I’effet du CaCl, sur D’activité des amylases, le tampon
phosphate a 0,1 M et pH 7 est additionné du CaCl; a 0,1 M. Ensuite, les milieux
réactionnels, décrits précédemment, sont incubés a 30 °C pendant 5 minutes.
5.1.2. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la

stabilité de ’activité amylasique
a) Effet du traitement thermique sur la stabilité de I’enzyme

La thermostabilit¢é d’amylase est déterminée par incubation, dans un bain-
marie, des échantillons a 90 °C (Saxena et al, 2007) pendant 2 h. Apres traitement
thermique de 1 h et 2 h, activité résiduelle de I’enzyme est mesurée en suivant le

protocole standard utilisé précédemment pour évaluer ’activité amylasique.
b) Effet du pH sur la stabilité de I’enzyme

L'effet du pH sur la stabilité d’amylase est testé par une pré-incubation des
échantillons (en absence du substrat) en présence de quantités d'acide ou de base a
I’échantillon (Acosta-Pavasa et al., 2020). L’acide utilisé est ’acide chlorhydrique
(HCI) a 1 M, tandis que la base utilisée est ’hydroxyde de sodium (NaOH) a 1 M. Le
traitement acido-basique est effectuée pendant 1 h et 2 h a température ambiante.
L’activité résiduelle de I’enzyme est mesurée en suivant le protocole standard utilisé

précédemment pour évaluer I’activité amylasique.

c) Effet du CaCl: sur la stabilité de I’enzyme

L’effet du CaCl> sur la stabilité d’amylase (Yadav, 2012) est testé par une
pré-incubation des échantillons (en absence du substrat) dans le tampon acétate
d’ammonium-acide acétique additionné de 1M de CaCly, pendant 1h et 2 h a
température ambiante. Apres traitement au CaCly, I’activité résiduelle de I’enzyme est
mesurée en suivant le protocole standard utilisé précédemment pour évaluer I’activité

amylasique.
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5.2. Recherche d’activités phytasique dans la solution des graines de Linum

usitatissimum

Afin de rechercher Iactivité phytasique dans les graines de Linum
usitatissimum, une méthode basée sur la quantification du phosphate inorganique (Pi)
libére a été utilisée.

Les phytases (enzymes) sont des hydrolases qui catalysent I'nydrolyse du
phytate (substrat) (myo-inositol hexakisphosphate) (Ariza et al., 2013). Cette réaction
produit le myo-inositol (phosphate)n et le phosphate inorganique (Pi) (McKie et
Mccleary, 2016), comme indiqué dans la réaction suivante :

Phytasc

Acide phytique + H20 + Myo-inositol (phosphate) + Pi
- 7 — - Ar S~~~
('ﬁHI:;)DJPN Ca }_2;) P Phosphate inorganique

a) Préparation de la courbe étalon du phosphate

Afin de calculer la concentration de Pi libérée par I’activité phytasique, une
courbe étalon DOsssnm = f ([KH2PO4]) a eté tracée. Pour cela, une série de
concentrations allant de 0,2 a 1 mM a été préparée a partir d’une solution mere de
KH2PO4 a 1 mM.

Tableau 8 : La gamme étalon de la solution du KH2POa.

[KH2PO4] mM 0 0,2 0,4 06 |08 |1

Volume (mL) de la solution | 0 0,2 0,4 06 |08 |1
mere du KH2PO4de 1 mM

Eau distillé (mL) 1 038 06 04 (02 |0

b) Recherche des activités phytasiques

Afin de doser les activités phytasiques dans les graines de Linum
usitatissimum, la méthode de Sajidan et al. (2015) avec quelque modification a été

utilisée.
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Le mélange réactionnel est constitué de 125 pl de tampon d’acétate
d’ammonium-acide acétique a 0,1 M et pH 5, contenant le phytate de sodium a 5 mM

et 25 pL de la solution des graines de Linum usitatissimum.

Le Pi libéré est mesure selon la méthode modifiée de Heinonen et lahti, (1981)
in Sajidan et al. (2015). La réaction enzymatique est arrétée par addition a ce mélange
réactionnel un volume de 750 pL d’une solution préparée au dernier moment et
contenant de ’acétone, de I’acide sulfurique a 2,5 M et de molybdate d’ammonium a
10mM aux rations suivants de 2 : 1 : 1 v/v. Ensuite, 100 pL d’acide citrique a 1 M
sont ajoutés a ce mélange. L’absorbance est déterminée a 355 nm (Sajidan et al.,

2015).
5.2.1. Caractérisation des activités phytasiques
a) Influence du temps d’incubation sur les activités phytasiques

Afin d’étudier DI'influence le temps sur I’activit¢ phytique, les milieux
réactionnels, decrits précédemment, sont incubes a 30 °C pendant différents temps 2,
5, 10 et 15 minutes.

b) Influence de la température sur les activités phytasiques

Afin d’étudier I’influence de la température sur I’activité phytique, les milieux
réactionnels, decrits précédemment, sont incubés a différentes températures 20, 25,
35, 40, 45 et 50 °C pendant 15 min.

c) Influence du pH sur les activités phytasiques

Pour étudier I'influence du pH sur l'activité phytique, le tampon phosphate 0,1
M a pH 5 du milieu réactionnel est remplacé par différents tampons : un tampon
phosphate 0,1 M a pH 6 pour les conditions acides, un tampon phosphate 0,1 M a pH
7 pour les conditions neutres, des tampons phosphate 0,1 M a pH 8 et Glycine-NaOH
0,1 M a pH 9 pour les conditions basiques. Les milieux réactionnels ainsi préparés

sont ensuite incubés a 30 °C pendant 15 minutes.
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d) Influence du CacCl; sur les activités phytasiques

Pour déterminer I’effet du CaCl, sur D’activité des amylases, le tampon
phosphate a 0,1 M et pH 5 est additionné du CaCl, a 0,1 M. Ensuite, les milieux

réactionnels, décrits précédemment, sont incubés a 30 °C pendant 15 minutes.

5.2.2. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la
stabilité de activité phytasique

a) Effet du traitement thermique sur la stabilité de I’enzyme

La thermostabilité de phytase est déterminée par incubation, dans un bain-
marie, des échantillons a 90 °C (Kim et al., 1998) pendant 2 h. Aprés traitement
thermique de 1 h et 2 h, ’activité résiduelle de I’enzyme est mesurée en suivant le

protocole standard utilisé précédemment pour évaluer 1’activité phytique.

b) Effet du pH sur la stabilité de I’enzyme

L'effet du pH sur la stabilité de phytase est testé par une pré-incubation des
échantillons (en absence du substrat) dans du (HCI) a 1 M et dans du NaOH a 1 M. Le
traitement acido-basique est effectuée pendant 1 h et 2 h a température ambiante.
L’activité résiduelle de I’enzyme est mesurée en suivant le protocole standard utilisé

précédemment pour évaluer I’activité phytique.

c) Effet du CaCl; sur la stabilité de I’enzyme

L’effet du CaCly sur la stabilité de phytase (Ou et al., 2011) est testé par
une pré-incubation des échantillons (en absence du substrat) dans le tampon
phosphate additionné de 1M de CaCl, pendant 1 h et 2 h & température ambiante.
Apres traitement au CaCly, I’activité résiduelle de ’enzyme est mesurée en suivant le

protocole standard utilisé précédemment pour évaluer I’activité phytique.
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Résultats et discussion

1. Le matériel biologique

Pour rechercher les activités biologiques (antioxydantes et enzymatiques),
dans la solution des graines de Linum usitatissimum (Figure 6) achetées du commerce

de la ville d’Ain Témouchent ont été utilisées.

2. Préparation de la solution des graines de Linum usitatissimum

Dans le but d’évaluer les activités biologiques des graines de Linum
usitatissimum, deux extraits ont été préparés a température ambiante, ’autre a 50 °C.
La température d'extraction peut affecter significativement la structure, la
composition et les propriétés fonctionnelles des graines de Linum usitatissimum
(Kaushik et al., 2017), en particulier I’utilisation d’eau chaude comme agent
d’extraction permet d’obtenir des rendements en mucilage des graines de Linum
usitatissimum relativement plus élevés par rapport a une extraction a 1’eau froide

(Puligundla et Lim, 2022).
3. Dosage des protéines de la solution de Linum usitatissimum

Afin de determiner la quantité de protéines dans échantillons de la solution des
graines de Linum usitatissimum, une courbe étalon DOsgsnm = f ([hémoglobine]) a été

tracée (Figure 7).

0.5 -
y = 0.224x +0.2377
2 _
045 - R*=0.9479 *
E 04 -
c
Lo
s
035 -
o
O o03-
0.25 -
o
0-2 T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
[hémoglobine] (mg/mL)

Figure 7 : Courbe étalon de I’hémoglobine.
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Les résultats obtenus du dosage de la quantité de protéines dans la solution des
graines de Linum usitatissimum a 2 mg/mL (préparée comme indiqué dans la partie
matériel et méthodes) montrent que la solution obtenue a température ambiante
possede 1,79 mg/mL de protéines et la solution obtenue a 50 °C possede 0,89 mg/mL
de protéines.

4. Recherche d’activités antioxydants dans les graines de Linum

usitatissimum

4.1. Recherche d’activité catalasique dans les graines de Linum

usitatissimum
a) Préparation de la courbe étalon d’H20>

Pour déterminer la quantité d’H.O> dégradée par les catalases dans la solution
des graines de Linum usitatissimum, une courbe étalon DO2sonm = f ([H202]) a été

tracée (Figure 8).

y = 0.0359x +0.0909
05 - R?=0.8589
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0 5 10 15

[H20:2] (mM)

Figure 8 : Courbe étalon d’H20>
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b) Recherche des activités catalasiques

Dans notre étude, la recherche de I’activité catalasique dans la solution des
graines de Linum usitatissimum préparée a température ambiante et celle préparée a
50 °C a été evaluée en suivant la disparition de H20O en fonction de la concentration

de la solution des graines de Linum usitatissimum (Figure 9)

(A) (B)

O B N W A~ O O
1

Quantité d'H,O; restante (mM)

0.5 1 1.5 2

Concentration de la solution de Linum Concentration de la solution de
usitatissimum (mg/mL) Linum usitatissimum (mg/mL)

0.5 1 15 2

Quantité d'H,0O, dégradée (mM)

B Solution préparée a température ambiante M Solution préparée a 50 °C

Figure 9 : Capacité de dégradation de 1’H202 par la solution des graines Linum
usitatissimum.

(A) : Quantité d’H,O; restante en fonction de la concentration de la solution des graines de Linum
usitatissimum

(B) : Quantité d'H,O, dégradée en fonction de la concentration de la solution des graines de Linum

usitatissimum

Les résultats obtenus montrent que la solution des graines de Linum
usitatissimum posséde une activité catalasique. Cette activité est influencée par la
concentration de la solution des graines. En effet, on remarque que la disparition de
concentration de I’H20> augmente en fonction de 1’augmentation de la concentration
de la solution des graines de Linum usitatissimum (Figure 9-B). La solution de graines
de Linum usitatissimum a une concentration de 2 mg/mL a montré des résultats
significatifs dans la dégradation du peroxyde d’hydrogéne (H.07). A température
ambiante, aprés 15 minutes d’incubation, la quantit¢ d’H20. dégradée s’¢leve a 4,11
mM, et pour la solution préparée a température de 50 °C, la quantité d’H>O. dégradee
atteint 4,94 mM.
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Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par (Yucebilgic et
Bozdemir, 2010), qui ont montré la présence d’activités catalasiques dans la solution
des graines de Linum usitatissimum. Les graines de Linum usitatissimum sont
particulierement riches en lignanes, notamment le diglucoside de sécoisolaricirésinol
(SDG). Ces composés possédent une activité antioxydante avérée (Barthet et al.,
2014). Ils contribuent notamment a la suppression des especes réactives de 1’oxygene
(ERO), telles que I’anion superoxyde (Oz ), le radical hydroxyle (-OH) et le
peroxyde d’hydrogéne (H202) au sein des cellules (Kitts et al., 1999).

Les plantes possédent des systémes enzymatiques qui les protégent contre
I’'H202 et d’autres espéces d’oxygene actives et nocives (Yucebilgic et Bozdemir,
2010). Plusieurs études ont été faites sur les catalases végétales comme celles du blé
(Triticum aestivum L.) (Garcia et al., 2000) et graines d’Hygrophila Hygrophila
schulli (Islam et al., 2022).

La catalase est l'une des enzymes antioxydantes les plus importantes. Elle
décompose le peroxyde d’hydrogene en produits inoffensifs tels que I'eau et I’'oxygene
(Nandi et al., 2019) et joue un réle essentiel dans la défense cellulaire contre le stress
oxydatif (Glorieux et Calderon, 2024). Cette enzyme antioxydante posséde la capacité
de métaboliser des dizaines de millions de molécules de H2O2 par seconde (Heck et
al., 2010).

D’une fagon genérale et dans le cas de 1’H20-, I’'1Cso (concentration inhibitrice
a 50 %) (Hebi et Eddouks, 2016) va correspondre a la concentration d’un antioxydant
nécessaire pour inhiber 50 % de I’H20> (Yusuf et al., 2021).

Dans notre étude, la dégradation de 1’'H2O» par la solution des graines de
Linum usitatissimum a été calculée en utilisant le logiciel AAT Bioquest. La
détermination de la concentration inhibitrice demi-maximale (50%) (Clso) est
essentielle pour comprendre les caractéristiques pharmacologiques et biologiques d'un
agent (He et al., 2016). Une valeur plus faible del’ICso, correspond a une activité

antioxydante plus élevée (Ghedadba et al., 2014).

Les résultats obtenus montrent une valeur d’ICso (la concentration de la
solution des graines de Linum usitatissimum nécessaire pour inhiber 50% de ’H20>)

de la solution préparée a température ambiante est égal a 1,1059 mg/mL (Figure 10)
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ce qui correspond a une valeur de 0,989 mg/mL de protéines qui se trouvent dans la

solution des graines de Linum usitatissimum & température ambiante.
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[
d
Lr
1

0 i ; ; -
0.01 01 1 10 100

Concentration de la solution de Linum usttatissimum (mg/mlL)

Figure 10 : Détermination de I’'ICso de dégradation de 1’H20O. par la solution des

graines de Linum usitatissimum préparée a température ambiante.

Pour la solution préparée a 50 °C, I’ICsxp est egal a 0,7965 mg/mL (Figure 11)
ce qui correspond a une valeur de 0,354 mg/mL de protéines qui se trouvent dans la

solution des graines de Linum usitatissimum.
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Figure 11 : Determination de 1'ICso de degradation de I’'H2O> par la solution des

graines de Linum usitatissimum préparée a 50 °C.
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Les résultats des travaux d’Ashwini et al. (2023) rapportent un ICso
d’inhibition de I’H20> par I’extrait méthanolique des graines de Linum usitatissimum
de 345 pg/mL (0,345 mg/mL). Cette valeur inférieure aux valeurs obtenues dans notre
étude (Figures 10, 11), indique une activité antioxydante plus importante des
¢chantillons obtenus dans les travaux d’Ashwini et al. (2023). Cette différence
pourrait étre attribuée a I’influence de la méthode d’extraction sur I’activité. En effet,
les protocoles d’extraction, notamment le choix du solvant, la durée et la température,
influencent significativement le rendement ainsi que la concentration en principes

actifs des extraits végétaux (Awad et al., 2021).

Les résultats de 1’étude de Chand et al. (2012) sur I’activité antioxydante de
I’extrait de graines de Cucumis callosus, évaluée par le test de dégradation del’H20Op,
ont révélé une valeur d’ICsp de 0,094 mg/mL. L’extraction a été réalisée par
maceration dans de 1’eau pendant 24 heures. Cette valeur d’1Cso, plus faible que celles
obtenues dans notre étude (Figure 10, 11), indique une plus grande efficacité de
I’extrait de Cucumis callosus dans la dégradation du peroxyde d’hydrogéne, comparée

a celle des graines de Linum usitatissimum.

Aussi, selon les résultats des travaux du Moghaddam et al. (2012) sur les
graines de Diosphyros lotus, une valeur d’ICso de 923,51 = 28,81 mg/mL a été
rapportée. L’extraction a ¢€té réalisée par percolation a I'eau distillée pendant 24 h a
température ambiante. Cette valeur indique une capacité de dégradation de 1’H20>
inférieure a celle obtenu dans notre étude, ce qui suggere que I’activité antioxydante
des graines de Linum usitatissimum est plus élevée que celle des graines de Diospyros

lotus.

4.2. Recherche des capacités de piégeage du DPPH dans la solution des

graines Linum usitatissimum

a) Préparation du courbe étalon du DPPH

Afin de déterminer la quantité de DPPH dégradée par la solution des graines
de Linum usitatissimum, un courbe étalon DOsi7am = f ([DPPH]) a été tracée (Figure
12).
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Figure 12 : Courbe étalon du DPPH.

b) Recherche de I’activité de piégeage du DPPH

Un second test de la recherche de I’activité antioxydant a été réalisé et qui se
base sur le principe de piégeage du radical libre DPPH par la solution des graines de
Linum usitatissimum. Ce test permet suivre la dégradation du DPPH en présence de

cette solution a differentes concentrations. Les résultats obtenus sont presentés dans la

figure suivante.
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Figure 13 : Suivi de piégeage de DPPH par les différentes concentrations de la

solution des graines Linum usitatissimum.

(A): Quantité restante de DPPH en fonction de la concentration de la solution des graines
Linum usitatissimum
(B) : Quantité de DPPH dégrade en fonction de la concentration de la solution des graines
Linum usitatissimum

Les résultats montrent une diminution progressive de la quantité restante de
DPPH a mesure que la concentration de la solution augmente (Figure 12-A).
Parallelement, on observe, une augmentation de la dégradation du DPPH avec
I’accroissement de la concentration (Figure 13-B). Ainsi, plus la solution est

concentreée, plus elle est efficace pour piéger le DPPH.

La solution de graines de Linum usitatissimum (a 2 mg/mL) a montré une
dégradation significative du DPPH. Aprés 30 minutes d’incubation, la quantité de
DPPH dégradeée par la solution préparée a température ambiante atteint 0,030 mM et

pour la solution préparée a 50 °C, cette quantité s’¢leve a 0,035 mM.

Ces résultats sur la capacité de piégeage du DPPH, confirment que la solution

des graines Linum usitatissimum posséde une activité antioxydante. Ceci est en accord

35



Résultats et discussion

avec les résultats obtenus par Khan et al en 2020, qui ont démontré que la solution

des graines de Linum usitatissimum présente une activité anti-radicalaire.

Différents composés phénoliques jouent probablement un réle important dans
le piégeage DPPHe dans la solution des graines Linum usitatissimum (Gai et al.,
2023). Les composés phénoliques, qui sont des métabolites secondaires des plantes,
appartiennent a plusieurs familles et possédent des propriétés antioxydantes (Ben
Salah et al., 2021).

Ensuite, I'lCso, qui représente la quantité d’antioxydant nécessaire pour
réduire 50 % du DPPH (Singh et al., 2016), de la solution des graines de Linum

usitatissimum et de I’acide ascorbique.

L’acide ascorbique est un antioxydant standard permet de comparer les
activités antioxydantes qui sert a évaluer 1’efficacité de piégeage des radicaux DPPH

(Talbi et al., 2015) par la solution des graines de Linum usitatissimum.

Les résultats de ces calcules montrent que 1’ICso de la solution des graines
Linum usitatissimum préparée a temperature ambiante est égal a 1,5251 mg/mL
(Figure 14) ce qui correspond a une valeur de 1,36 mg/mL de protéines dans la

solution des graines de Linum usitatissimum.
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Figure 14 : L’ICso du piégeage de DPPH par la solution des graines de Linum
usitatissimum préparée a température ambiante.
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Pour la solution préparée a 50 °C, I'ICso est égal & 1,0988 mg/mL (Figure 15)
ce qui correspond & une valeur de 0,488 mg/mL de proteines présentes dans la
solution des graines de Linum usitatissimum.
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Figure 15 : L’ICso du piégeage de DPPH par la solution des graines de Linum
usitatissimum préparée a 50 °C.

Pour I’acide ascorbique I'ICso est égal a 2,3775 pg/mL (0,00237 mg/mL)
(Figure 16), cette valeur trés faible indique que ’acide ascorbique possede une forte
capacité antioxydante. Elle est inférieure a celle de notre extrait, ce qui confirme que

’acide ascorbique reste un antioxydant de reféerence.
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Figure 16 : L’ICso du piégeage de DPPH par I’acide ascorbique.

Les résultats des travaux de Bouaziz et al. (2016), sur I’activité anti-radicalaire
mesurée par le test de DPPH, sur D’extrait des coques de graines de Linum
usitatissimum ont montré une valeur d’ICso égale 2,5 mg/mL, soit une valeur
supérieure a celle obtenue dans notre étude, ce qui montre que l'extrait que nous avons

utilisé présente une activité anti-radicalaire plus élevée.

Cependant, Les travaux de Hanaa et al. (2017) portant sur ’activité anti-
radicalaire de I’extrait aqueux graines de Linum usitatissimum, évaluée par le test au
DPPH, ont révélé une valeur d’ICso de 97,40 pg/mL. Cette valeur, inférieure a celle
obtenue dans notre étude, indique une activité anti-radicalaire plus importante que
celle qu’on a obtenue dans notre étude. De méme, I’étude de Tanideh et al. (2021),
également basée sur le test au DPPH, a mis en évidence une ICso de 26,32 + 4,52
pg/mL pour I’huile de graines de Linum usitatissimum. Cette valeur obtenue,
nettement plus basse que celle de notre extrait, montre une activité anti-radicalaire
supérieure. Ceci peut étre expliqué par le fait que la composition des graines de Linum
usitatissimum varie en fonction de plusieurs facteurs, notamment la génétique, les
conditions environnementales de culture, les traitements appliqués aux graines ainsi

que la méthode d’analyse utilisée (Bernacchia et al., 2014).

38



Résultats et discussion

Par ailleurs, le rendement et I’efficacité de I’extraction des composés bioactifs
dépendent de divers parametres tels que le type et la polarité du solvant, le pH, la
durée et la température de Dextraction, ainsi que la nature chimique et les

caractéristiques physiques de I’échantillon (Xu et Chang, 2007).

D'autres études, notamment celles de Sahgal et al. (2009), ont mis en évidence
une activité anti-radicalaire des extraits méthanolique des graines de Swietenia
mahagoni, avec une valeur d'ICsp de 2,3 mg/mL. Cette activité plus faible a celle
dans notre étude. Cela suggére que des graines de Linum usitatissimum est plus
efficace pour piéger le DPPH par rapport aux des graines de Swietenia mahagoni.

Les résultats de 1’étude de Dsouza et al. (2018) indiquent que ’extrait des
graines de Litchi chinensis a une activité anti-radicalaire mesurée par le test de DPPH,
avec une valeur d’ICso de 0,4732 mg/mL. Cette valeur est plus faible que celles
obtenues dont les valeurs d’ICso dans notre étude, ce qui signifie que ’extrait des
graines de Litchi chinensis présente une activité anti- radicalaire forte par rapport a

I’activité de notre extrait.

La présence de composes phénoliques dans des graines de Linum
usitatissimum contribue largement a leur capacité antioxydante (Gai et al., 2023). La
biosynthése de ces composés est fortement stimulée par I’exposition a la lumiere
(Kefeli et al., 2003), et ils jouent un réle essentiel dans les mécanismes de défense des
plantes contre les stress abiotiques, notamment ceux induits par les basses
températures (Pennycooke et al., 2005). Ces composés sont indispensables a la vie
végetale, car ils protégent contre les attaques microbiennes et rendent la plante moins
attrayante pour les prédateurs herbivores (Apak et al., 2007). Pour faire face au stress
oxydatif, les plantes synthétisent également une variété de composés antioxydants,
enzymatiques et non enzymatiques, qui permettent la neutralisation et la

détoxification des dérivés réactifs de I’oxygene (Asif, 2015).
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5. Recherche d’activités enzymatiques dans la solution des graines de

Linum usitatissimum

5.1. Recherche d’activités amylasiques dans la solution des graines de
Linum usitatissimum

a) Préparation du courbe étalon de I’amidon

Afin de déterminer la quantité I'amidon dégradée par l'activité amylasique
dans les graines de Linum usitatissimum, une courbe étalon DOg2onm = f ([amidon]) a

éte tracee (Figure 17).
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Figure 17 : Courbe étalon de I’amidon.

Ensuite, I’activité amylasique a été recherchée dans la solution des graines de

Linum usitatissimum selon le protocole indiqué dans la partie Matériel et Méthodes.
5.1.1. Caractérisation des activités amylasiques

a) Influence du temps d’incubation sur les activités amylasiques
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L’étude de I’influence du temps sur ’activité amylasique de la solution des
graines de Linum usitatissimum, qui a été évaluée a différents temps d’incubation 2, 5,

10, 15 et 20 min (Comme indiqué dans la partie matériels et méthodes).

Les résultats obtenus montrent que la quantité de I’amidon (substrat) diminue
en fonction du temps, indiquant ainsi une augmentation de I’activité amylasique

(proportionnelle a la quantité d’amidon dégradée) en fonction du temps (Figure 18)
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Figure 18 : Cinétique de I’activité amylasique de la solution des graines de Linum

usitatissimum.

(A): Quantité restante d’amidon par quantité de protéines présentes dans la solution des

graines de Linum usitatissimum en fonction du temps.

(B) : Quantité d’amidon dégradée par quantité de protéines présentes dans la solution des

graines de Linum usitatissimum en fonction du temps.
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Les résultats obtenus montrent que la solution des graines de Linum
usitatissimum possede une activité amylasique. En effet, ces résultats montrent une
diminution de la quantité d’amidon en onction du temps (Figure 18-A), indiquant sa
dégradation (Figure 18-B) et donc la présence d’une activité amylasique. Les résultats
obtenus montrent que la solution des graines de Linum usitatissimum possede une
activité amylasique. En effet, ces résultats montrent une diminution de la quantité
d’amidon en onction du temps (Figure 18-A), indiquant sa dégradation (Figure 18-B)
et donc la présence d’une activité amylasique. Cependant, on remarque que 1’activité
amylasique est meilleure dans la solution préparée a 50 °C que dans celle préparée a

température ambiante.

Cela confirme, comme dé¢ja évoqué, que la température d’extraction peut
influencer certaines propriétés fonctionnelles des graines de Linum usitatissimum
(Kaushik et al., 2017).

Les amylases sont un groupe d’enzymes produites par les plantes, les animaux
et les microorganismes (Ahmad et al., 2019).Elles sont largement utilisees dans de
nombreux secteurs industriels, notamment les industries alimentaires, fermentaires et

pharmaceutiques (Souza et Magalhdes, 2010).

Les résultats obtenus dans notre étude sont en accord avec les résultats de
Taubner et al. (2023) qui ont montré que les graines de Linum usitatissimum

possedent une activité amylasique.

De nombreuses ¢études ont rapporté la détection ainsi que [Dactivité
enzymatique des amylases dans plusieurs graines végetales, notamment dans les
graines de Cyperus esculentus (Avwioroko et al., 2019), dans les graines de blé
Triticum aestivum (Singh et Kayastha, 2014), dans les grains de riz en germination
Oryza sativa (Liu et al., 2018), ainsi que dans grains de Canavalia gladiata en

germination (Posoongnoen et Thummavongsa, 2020).

b) Influence de la température sur les activités amylasiques

L’étude de l'influence de la température sur D’activité amylasiques de la
solution des graines de Linum usitatissimum, a été testée (comme décrit
précédemment dans le protocole) a différentes températures 20, 25, 30, 35, 40, 45 et
50°C (Figure 19).
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Figure 19 : Influence de la température sur I’activité amylasique de la solution des

graines de Linum usitatissimum.

Les résultats montrent que la quantit¢ d’amidon dégradée n’est pas trop
influencée par les températures d’incubation testées. L’activité amylasique de la
solution de Linum usitatissimum présente de petites variations en fonction de la
température. Cependant, on remarque que 1’activité amylasique est meilleure dans la

solution préparée a 50 °C que dans celle préparée a température ambiante (Figure 19).

Les résultats obtenus (Figure 19) montrent que la solution des graines de
Linum usitatissimum présente différentes températures optimales des amylases. Ceci
signifi¢ la présence potentielle de types différents d’amylases dans les solutions
préparées. Les températures optimales d’activité amylasique ont été enregistrées a
20 °C, 25 °C et 40 °C pour la solution préparée a 50 °C, tandis que la température

optimale est de 50 °C, pour la solution préparée a température ambiante.

Ce résultat est en accord avec des études précédentes Nabubuya et al. (2012),
ou il a été démontré que la patate douce Ipomoea batatas Lam contient deux type
amylases 1’a-amylase et la B-amylase, qui présentant des températures optimales qui
varient entre 67°C-68°C pour I’a-amylase et de 58°C-60°C pour la f-amylase.
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Dans les résultats obtenus (Figure 19), une activité amylasique est observée
dés 20 °C, indiquant le début de la dégradation de I’amidon. Cette température
optimale a été observée par exemple pour I’activité amylasique des graines d'avoine

Avena sativa (Halima et al, 2015).

Cette activité augmente a 25 °C, atteignant un maximum, ce qui suggére une
efficacité optimale de I’activité amylasique a cette température, notamment pour la
solution préparée a 50 °C. A 30 °C, une légére diminution de ’activité amylasique est
constatée pour les deux solutions, traduisant une baisse de la vitesse de dégradation de
I’amidon. Cependant, pour une autre hydrolase (la cystéine protéase) des graines de
Linum usitatissimum, une température optimale de 30 °C a été observée (Nandish et
al, 2020), et une temperature optimale de 30 °C a été observée pour l’activité
transférase (glycosyltransférase) des graines Linum usitatissimum (Ghose et al.,
2014).

A 35 °C, on observe une augmentation de I’activité enzymatique pour la
solution préparée a température ambiante, tandis que pour la solution préparée a

50 °C, I’activité continue a diminuer, bien que cette diminution reste peu marquée.

A 40 °C, une inversion des tendances est observée puisque 1’activité augmente
pour la solution préparée a 50 °C, alors qu’elle diminue pour celle préparée a

température ambiante.

A 45 °C, une baisse de 1’activité enzymatique est enregistrée pour les deux

solutions. .

Enfin, & 50 °C, bien qu’une légére remontée de ’activité soit observée pour la
solution préparée a 50 °C, elle demeure inférieure a celles enregistrées a 20 °C, 25 °C
et 40 °C. En revanche, pour la solution préparée a température ambiante, I’activité
amylasique atteint son maximum a 50 °C, ce qui en fait sa température optimale. Une
température optimale de 50 °C a été observé pour I’activité amylasique chez les

graines de mil africain malté Eleusine coracana (kolawole et al., 2011).

Les différences de températures d’activité enzymatique peuvent étre
expliquées par le fait que la contribution de la dénaturation enzymatique varie a la fois

en fonction du temps et de la température (Daniel et al., 2001).
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L’enzyme fonctionne de maniére optimale a une température précise, et
beaucoup sont trés sensibles aux variations thermiques, montrant une diminution
d’activité en dehors de leur de température optimale (Kabir et Ju, 2023), lorsque la
température dépasse un certain seuil, I’enzyme perd son activité de fagon réversible
(Daniel et al., 2001). Le site actif, qui pourrait étre I’'une des parties les plus sensibles
d’une enzyme aux changements conformation induits par la température. Les acides
aminés chargés, notamment les acides aminés basiques comme 1’histidine et la lysine
présents dans le site actif, ainsi que le groupe amino situé a I’extrémité N-terminale,
peuvent modifier leur charge en réponse aux variations de température (Daniel et
Danson, 2013).

c) Influence du pH sur les activités amylasiques

L’¢tude de I'influence du pH sur Pactivité des amylases de la solution des
graines de Linum usitatissimum a été testée, comme décrit précédemment dans le
protocole, a différents pH 5, 6, 7, 8 et 9 (Figure 20).
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Figure 20 : Influence du pH sur I’activité amylasique de la solution des graines de

Linum usitatissimum.

Les résultats montrent que I’activité amylasique de la solution des graines de

Linum usitatissimum varie selon le pH testé. Globalement, I’activité est plus élevée
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dans la solution préparée a 50 °C que dans celle préparée a température ambiante
(Figure 20).

On remarquera que les pH optimal est de 5 pour la solution préparée a 50 °C,
avec des activités qui restent importantes aux autres pHs (proches de I’optimum).
Pour la solution préparée a température ambiante le pH optimal est de 9, avec de
bonnes activités aux pHs 8 et 9. La plus baisse activité est observée au pH 7.
Cependant, un pH optimal de 6 a été observé pour une autre hydrolase (la cystéine
protéase) des graines de Linum usitatissimum (Nandish et al., 2020), un pH optimal de
7 a été observé pour I’activité hydroperoxide isomérase (Zimmerman et Vick, 1970),
et un pH optimal de 8 a été observé pour I’activité transférase (glycosyltransférase) de

ces mémes graines (Ghose et al., 2014).

Ces résultats montrent la présence potentielle de types différents d’amylases
dans les solutions préparéees. Ce résultat est en accord avec des études précédentes
Gimbi et Kitabatake. (2002), ou il a été démontré que des graines d’Eleusine coracan
en germination possedent deux types d’amylases : I'a-amylase et la B-amylase, qui

présente des pH optimaux qui varient 5,4 pour ’a-amylase et 6 pour la -amylase.

Une activité amylasique est observée des pH 5 pour les deux solutions,
’activité est nettement plus élevée dans la solution préparée a 50 °C. Un pH optimal a
¢été observé aussi pour l’activité amylasique des graines de millet africain malté

Eleusine coracana (Kolawole et al., 2011).

A pH 6, Dactivité amylasique diminue légérement pour les deux solutions,
mais cette diminution est plus marquée pour la solution préparée a température

ambiante.

A pH 7, I"activité continue de diminuer de maniére similaire a celle observée a

pH 6 pour les deux solutions.

A pH 8, on observe une diminution de Dactivité dans la solution préparée a
50 °C, alors qu’au contraire, une augmentation est enregistrée pour la solution

préparée a température ambiante.
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Enfin, a pH 9, une augmentation de I’activité amylasique est observée pour les
deux solutions, cette augmentation étant plus marquée pour la solution préparée a

température ambiante.

L’influence du pH sur ’activité enzymatique peut étre expliquée par le fait que
le pH constitue une propriété macromoléculaire essentielle des protéines, influengant
leur structure, leur stabilité ainsi que la cinétique des réactions enzymatiques. Toute
variation du pH peut induire la protonation ou la déprotonation des chaines latérales
des résidus d’acides aminés, ce qui modifie les propriétés chimiques et structurelles de

la protéine (Radha et Gummadi, 2019).

Le pH influence la protonation de certains substrats, ce qui modifie leur
capacité a interagir de maniere ionique avec les sites actifs des enzymes. Ainsi,
chaque enzyme possede un pH optimal auquel elle fonctionne de maniéere optimale
pour une réaction donnée (Kabir et Ju ,2023).

d) Influence du CacCl; sur les activités amylasiques

L’¢tude de influence du CaCl; sur I’activité des amylases dans la solution des
graines de Linum usitatissimum a été évaluée par addition au tampon phosphate 0,1 M

de CaCls. Le résultat de ce test est présenté dans la figure suivante.
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Figure 21 : Influence du CaCl; sur I’activité amylasique de la solution des graines de

Linum usitatissimum.
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Les résultats montrent que ’activité amylasique de la solution des graines de
Linum usitatissimum n’est pas affectée par la présence le CaCl2. On remarque que la
quantité d'amidon dégradée dans la solution préparée a température ambiante est
toujours plus faible par rapport a la solution préparée a 50 °C. Cependant, d’autres
études ont montré que les graines de Phaseolus vulgaris présentent une diminution de

leurs activités amylasiques en présence des sels (Adda et al., 2014).

5.1.2. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl; sur la stabilité de

P’activité amylasique
a) Effet du traitement thermique sur la stabilité de I’enzyme

Les résultats de I’étude de I’influence du traitement thermique sur la stabilité
des amylases présentes dans la solution des graines de Linum usitatissimum a été testé
par pré-incubation, dans un bain-marie, des échantillons a 90°C pendant 1 h et 2 h
(Figure 22).
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Figure 22 : Effet du traitement thermique sur la stabilité des amylases présentes dans

la solution des graines de Linum usitatissimum.

Les résultats montrent que l'activité enzymatique des amylases varie en
fonction des conditions de préparation de la solution des graines de Linum

usitatissimum et du temps du traitement.
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Apres une incubation de 1 h a 90 °C, l'activité résiduelle des amylases dans la
solution préparée a température ambiante reste élevée, avoisinant les 100 %. En
revanche, pour la solution préparée a 50 °C, l'activité enzymatique diminue, atteignant

environ 80 %.

Apres 2 h d'incubation, une diminution de l'activité enzymatique est observée
dans les deux conditions, mais elle est plus marquée pour la solution préparée a 50 °C,
ou lactivité chute en dessous de 50 %, tandis que la solution préparée a température

ambiante conserve une activité supérieure a 70 %.

Nos résultats concordent avec ceux de Posoongnoen et Thummavongsa.
(2019), qui ont montré que I’amylase issue des graines de Canavalia gladiata
conserve une activité enzymatique relative supérieure a 35 % entre 80 et 90 °C apres
1 h de traitement. Cependant, les travaux de Gimbi et Kitabatake. (2002), ont révélé
que ’amylase issue des graines de mil africain (Eleusine coracana) ne maintient a

peu pres que 10 % de son activité a 90 °C aprés 10 minutes de traitement.

Dans notre étude, les enzymes extraites des graines de Linum usitatissimum se
distinguent par leur grande thermostabilité, une caractéristique trés prisée dans les
procédes industriels soumis a des températures élevées (Sindhu et al., 2017). Les
amylases apparaissent ainsi comme les enzymes les plus polyvalentes du secteur,
notamment pour la conversion de I'amidon en sirops de sucre et la production de
cyclodextrines (Jaiswal et Jaiswal, 2024). Aussi, les amylases thermostables sont
utilisées dans la liquéfaction industrielle comme agent fluidifiant, elles réduisent la

viscosité et provoquent une hydrolyse partielle de I’amidon (Ahmad et al., 2019).

b) Effet du pH sur la stabilité de I’enzyme
Les résultats de 1’é¢tude de I’influence du traitement pH sur la stabilité des
amylases présentes dans la solution des graines de Linum usitatissimum a été testé par
une pré-incubation des échantillons (en absence du substrat) en présence d’HCla 1 M

et du NaOH a 1 M, pendant 1 h et 2 h a température ambiante (Figure 23-24).
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Figure 23 : Effet du HCI sur la stabilité des amylases présentes dans la solution des
graines de Linum usitatissimum
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Figure 24 : Effet du NaOH sur la stabilité des amylases présentes dans la solution des

graines de Linum usitatissimum.

Les résultats montrent que la stabilité des amylases présentes dans la solution
des graines de Linum usitatissimum varie en fonction des conditions de préparation de

la solution des graines de Linum usitatissimum et du temps du traitement pH. Sous
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traitement acide avec HCI, la solution préparée a température ambiante conserve une
activité amylasique d’environ 99 % apreés 1 h, mais celle-ci diminue fortement apres 2
h (moins de 30 %), indiquant une déstabilisation progressive. Pour la solution
préparée a 50 °C, ses amylases conservent une activité élevée d’environ 90

% apres 1 h de traitement et plus de 60 % aprés 2 h de traitement. En revanche, sous
traitement alcalin avec du NaOH, les amylases dans la solution préparée a 50 °C
conservent une activité élevée aprés 1 h de traitement (presque 100 %) et restent
relativement stables aprés 2 h de traitement (environ 70 %), tandis que celles
préparées a température ambiante, elles présentent une activité nettement plus faible,
chutant a environ 20 % aprés 1 h de traitement et a moins de 10 % aprés 2 h de

traitement.

Les amylases stables en milieu alcalin ou acide présentent un intérét particulier
selon leur domaine d’application. Celles utilisées dans 1’industrie des détergents
nécessitent un pH élevé pour étre actives et stables, tandis que les amylases
impliquées dans I’hydrolyse de I’amidon sont généralement actives en milieu acide

(Ahmad et al., 2019).

c) Effet du CaCl, sur la stabilité de ’enzyme

Les résultats de I’étude d’influence du CaCl, sur D’activite des amylases
présentes dans la solution des graines de Linum usitatissimum ont été évaluée par pré-
incubation des échantillons (en absence de substrat) dans un tampon acétate
d’ammonium-acide acétique contenant 1 M de CaClz, pendant 1 h et 2 h a température

ambiante (Figure 25)
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Figure 25 : Effet du CaCly sur la stabilité des amylases présentes dans la solution des
graines de Linum usitatissimum.

Les résultats obtenus (Figure 25) montrent que la stabilité des amylases en
présence du CaCl, dépend de varie en fonction des conditions de préparation de la
solution des graines de Linum usitatissimum et du temps du traitement. Apres 1 h de
traitement, 1’activité résiduelle reste €élevée dans les 2 conditions, atteignant environ
100 %. Apres 2 h de traitement, une diminution de I’activité est observée, mais elle
demeure relativement élevée dans la solution préparée a 50 °C (environ 80 %), tandis
qu’une chute importante est notée dans la solution préparée a température ambiante

(environ 40 %).

Les résultats de 1’étude de Siddiqui et Khan. (2011) indiquent ’amylase de
graines de Halopyrum mucronatum posséde une stabilité aux sels, cette stabilité est
influencée par le type de graine ainsi que par les conditions de traitement. L’amylase
halophile présente une grande tolérance au sel, tout en restant active a faible
concentration, ce qui en fait un atout pour divers secteurs industriels. Elle intervient
dans les domaines de la boulangerie, du textile, du papier, de la fermentation
éthanolique et du traitement des eaux usées. Elle trouve également des applications en
chimie clinique et médicinale (Bajpai et al., 2015).
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La stabilité conformationnelle des protéines natives dépend de divers facteurs
externes, notamment la température, le pH, la force ionique et la composition du
solvant, ce qui rend indispensable une analyse quantitative de I’influence de ces
paramétres afin d’identifier les forces responsables de cette stabilité (Sundd et al.,
2002). Parmi les méthodes d’analyse, I’activité enzymatique est souvent considérée
comme D’indicateur le plus sensible, car elle refléte les moindres ajustements au
niveau du site actif, permettant ainsi de détecter méme de trés légers changements
structurels de I’enzyme (Singh et al., 2010). Il est également reconnu que, dans des
conditions modérées de dénaturation, comme un pH et une température faibles ou de
faibles concentrations en dénaturants, certaines protéines adoptent des conformations
intermédiaires appelées globules fondus, qui ne correspondent ni a I’état natif ni a
I’état totalement dénaturé (Yadav et Prakash, 2011). Cette compréhension des
mécanismes de stabilité protéique a des applications concrétes, notamment dans
I’industrie des détergents, ou les amylases alcalines stables sont largement utilisées
comme additifs en raison de leur capacité a maintenir une activité enzymatique élevée

méme dans des conditions extrémes (Asoodeh et al., 2010).

5.2. Recherche d’activités phytasique dans la solution des graines de Linum
usitatissimum

a) Préparation du courbe étalon

Afin de déterminer la quantité de Pi libérée par les phytases présentes dans la
solution des graines de Linum usitatissimum, une courbe étalon DOszsspm = f
([KH2PQO4]) a été tracée (Figure 26)
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Figure 26 : Courbe étalon du KH2PO4

Par la suite, I’activité phytasique a été recherchée dans la solution des graines
de Linum usitatissimum en suivant le protocole décrit dans la partie materiel et

methodes.
5.2.1. Caracterisation des activités phytasiques

a) Influence du temps d’incubation sur les activités phytasiques

L’¢tude de I'influence du temps sur I’activité phytasique de la solution de
graines de Linum usitatissimum a été réalisée en I’évaluant a différents temps
d’incubation : 2, 5, 10 et 15 min (comme mentionné dans la partie matériels et

méthodes).
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Figure 27 : Cinétique de I’activité phytasique de la solution des graines de Linum

usitatissimum.

Les resultats obtenus (Figure 27) montrent que la quantité de Pi libérée
augmente progressivement avec le temps d’incubations testées. Cependant, la solution
préparée a tempeérature ambiante présente une activité phytasique plus élevée que

celle préparée a 50°C.

Cette différence peut s’expliquer par la sensibilité thermique des phytases
d’origine végétale, qui subissent une inactivation irréversible a des températures
dépassant 70 °C en seulement quelques minutes (Greiner et Konietzny, 2006). Ainsi,
une extraction a 50 °C est susceptible de réduire 1’activité de ’enzyme, contrairement

a une extraction a température ambiante qui permet de mieux la préserver.

Le phytate, lorsqu’il est présent dans I’alimentation, peut réduire la
biodisponibilité de minéraux essentiels tels que le calcium, le zinc, le fer et le
magnésium, en formant avec eux des complexes insolubles (Lei et Stahl, 2000). Les
plantes possédent des enzymes de la famille des phosphatases, appelées phytases, qui
sont capables d’hydrolyser I’acide phytique (inositol hexakisphosphate, 1P6). Cette

hydrolyse libere du phosphore inorganique (Pi) ainsi que des formes moins
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phosphorylées du myo-inositol (Chouchene et al., 2018), constituant ainsi une voie
métabolique essentielle dans de nombreux systémes biologiques (Liu et al., 1998).

Nos résultats s’accordent avec ceux d’Eeckhout et Paepe. (1994), démontrant

que les graines de Linum usitatissimum présentent une activité phytasique notable.

De nombreuses études ont rapporté la présence et I’activité enzymatique des
phytases dans diverses graines végeétales, notamment dans graines de blé Triticum
aestivum (Liu et al., 2006), ainsi que dans les grains d'orge Hordeum vulgare
(Bouajila et al., 2020).

b) Influence de la température sur les activités phytasiques

L’¢tude de I’effet de la température sur I’activité phytasique de la solution de
graines de Linum usitatissimum a été réalisee (selon le protocole décrit
précedemment) a différentes températures : 20, 25, 30, 35, 40, 45 et 50 °C (Figure
28).

20 25 30 35 40 45 50

Quantité de Pi libéré / quantité de
protéine (mM de Pi/ mg de protéines)

Température ( °C)

WSolution préparée a température ambiante M Solution préparée a 50°C

Figure 28 : Influence de la température sur I’activité phytasique de la solution des

graines de Linum usitatissimum.

Les résultats obtenus (Figure 28) montrent que la quantité de Pi libérée varie

en fonction de la température d’incubations testées.
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On observe que la solution préparée a température ambiante présente une
activité maximale a 30 °C, tandis que la solution préparée a 50 °C montre une activité
maximale beaucoup plus élevée a 50 °C (Figure 28). Ces résultats sont en accord avec
les résultats obtenus. En effet, comme mentionné dans la partie des amylases, une
température optimale de 30 °C a été rapportée pour une hydrolase (la cystéine
protéase), extraite des graines de Linum usitatissimum (Nandish et al., 2020), ainsi
que pour une activité transférase (glycosyltransférase) issue de la méme plante (Ghose
et al, 2014). En revanche, une température optimale de 50 °C a été observée pour une
phytase extraite des graines de canola Brassica napus (Houde et Kermasha, 1990),
ainsi que pour celle provenant des graines de lupin Lupinus albus (Silva et Trugo,
1996).

Dans les résultats obtenus (Figure 28), une plus faible libération du Pi est
observée dés 20 °C pour les 2 solutions, indiquant une activité enzymatique initiale. A

25 °C, une diminution de I’activité est observée pour les 2solutions.

A 30 °C, I’activité enzymatique atteint un maximum pour la solution préparée
a température ambiante, indiquant une efficacité optimale a cette température. En
revanche, la solution préparée a 50 °C présente une activité plus faible. A 35 °C, les

deux solutions affichent une activité tres faible.

A 40 °C, une légére reprise de I’activité est observée pour les deux solutions,
bien qu’elle reste inférieure aux valeurs maximales. A 45 °C, on note une
augmentation de I’activit¢é pour les deux solutions, traduisant une certaine

récupération.

Enfin, a 50 °C, I’activité enzymatique augmente fortement pour la solution
préparée a 50 °C, atteignant son maximum, ce qui en fait sa température optimale. En
revanche, la solution préparée a température ambiante montre une activité plus faible

a cette température.

c) Influence du pH sur les activités phytasiques

L’influence du pH sur I’activité phytasique de la solution de graines de Linum
usitatissimum a été évaluée, conformément au protocole décrit précédemment, a
différents pH : 5, 6, 7, 8 et 9 (Figure 29).
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Figure 29 : Influence du pH sur I’activité phytasique de la solution des graines de

Linum usitatissimum.

Les résultats obtenus (Figure 29) montrent que la quantité de Pi libére, varie

selon le pH testé.

On remarque que le pH optimal est de 7 pour la solution préparée a 50 °C,
avec une activité également importante a pH 6. Pour la solution préparée a
température ambiante, le pH optimal est de 5, avec une bonne activité aussi a pH 6.
Comme mentionné dans la partie des amylases, différentes enzymes issues de graines
présentent des pH optimaux variables selon leur nature. Par exemple, un pH optimal
de 6 a été observeé pour la cystéine protéase des graines de Linum usitatissimum
(Nandish et al., 2020), tandis que I’activité hydroperoxide isomérase présente un pH
optimal de 7 (Zimmerman et Vick, 1970). En revanche, une phytase extraite des
graines de Lupinus albus affiche un pH optimal plus acide, de 1’ordre de 5 (Silva et
Trugo, 1996).Un pH optimal de 6 a été observée pour une autre phytase de graines
d'orge (Sung et al., 2005).

Une activité phytasique est observée dés le pH 5 pour les deux solutions. A pH
6, I’activité augmente pour les 2 solutions, mais elle est légerement plus élevée dans

celle préparée a 50 °C.

A pH 7, une forte augmentation est observée dans la solution préparée & 50 °C,

atteignant le maximum d’activité, tandis qu’une nette diminution est notée dans la
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solution préparée a température ambiante. A pH 8, ’activité diminue dans les deux
cas, avec une baisse plus marquée dans la solution a température ambiante. Enfin, a
pH 9, une légére augmentation est enregistrée dans la solution a température

ambiante, alors qu’une diminution est observée dans celle préparée a 50 °C.

Chaque enzyme possede un pH optimal auquel son activité catalytique est
maximale. Cependant, sa stabilité et sa sensibilité peuvent varier en fonction des
conditions de pH, ce qui influence son efficacité enzymatique (Esmaeilipour et al,
2012).Comme mentionné¢ dans la partie des amylases, le pH affecte I’activité
enzymatique en modifiant la structure et la cinétique des enzymes, notamment par la
protonation des acides aminés et des substrats (Radha et Gummadi, 2019 ; Kabir et Ju,
2023).

d) Influence du CaCl, sur les activités phytasiques

Les résultats de I’étude d’influence du CaCl, sur I’activité des phytases dans la
solution des graines de Linum usitatissimum ont été testés par addition au tampon

acétate d’ammonium-acide acétique contenant 0,1 M et pH 5 est additionné du CaCl
a 0,1M (Figure 30).

0.7

protéines)

sans traitement CaCly avec traitement CaCly

Quantité de Pi libéré / quantité
de protéine (mM de Pi/ mg de

B Solution préparée a température ambiante B Solution préparée a 50 °C

Figure 30 : Influence du CaCl; sur I’activité phytasique de la solution des graines de

Linum usitatissimum
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Les résultats montrent que 1’activité phytasique de la solution des graines de
Linum usitatissimum est affectée par la température de préparation en présence de
CaCl,. On remarque que la quantité de Pi libérée dans la solution préparée a
température ambiante est plus élevée par rapport a celle préparée a 50 °C. Cela
concorde avec les travaux de Gopal et al. (1983), qui ont montré que chez Arachis

hypogaea une diminution de leur activité phytasique est observée en présence de sels.

La concentration en sel peut exercer une influence sur I’activité enzymatique
(Park et Raines, 2001). L’activité catalytique des enzymes est modulée en fonction de
la concentration et de la nature des ions présents, ces derniers peuvent interagir avec

la structure de ’enzyme et en modifier la fonction catalytique (Braham et al., 2021).

5.2.2. Effet de différents traitements, thermique, pH et CaCl, sur la
stabilité de I’activité phytasique

a) Effet du traitement thermique sur la stabilité de ’enzyme

Les résultats de I’étude de I’influence du traitement thermique sur la stabilité
des phytases présentes dans la solution des graines de Linum usitatissimum a été
testée par pré-incubation, dans un bain-marie, des échantillons a 90 °C pendant 1 h et
2 h (Figure 31).
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Figure 31 : Effet du traitement thermique sur la stabilité des phytases de la solution

des graines de Linum usitatissimum.
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Les résultats montrent que I’inactivation thermique des phytases a 90 °C

entraine une diminution significative de leur activité enzymatique, avec une variation
selon la température de préparation de la solution. Apres 1 h de traitement thermique,
I’activité résiduelle des phytases reste relativement élevée dans la solution préparée a
température ambiante, atteignant environ 80 %, tandis que dans la solution préparée a
50°C, l’activité est totalement inactivée. Aprés 2 h, I’inactivation se poursuit, avec
une activité résiduelle avoisinant 30 % pour la solution préparée a température

ambiante et une perte totale d’activité pour la solution préparée a 50 °C.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Ma et Shan
(2002), lesquels ont démontré une remarquable stabilité thermique de la phytase
présente dans les graines de céréales. Aucune perte significative de Iactivité
enzymatique n’a été observée, méme aprés une incubation a 90 °C pendant une

heure, ou seule une réduction minime de 1’ordre de 5,46 % a été enregistrée.

Les ¢études sur I’inactivation thermique de la phytase du blé montrent que
I’enzyme est stable. Cette caractéristique presente un intérét pratique, car elle permet
a I’enzyme de conserver une grande partie de son activité lors des procédés de
séchage et de traitement thermique, ce qui est bénéfique pour les qualités meuniéres et
boulangeres du blé (Peers, 1953).

La thermostabilité est un critére pour 1’utilisation industrielle de la phytase, car
I’enzyme doit supporter les températures élevées nécessaires lors de la granulation des
aliments (Wang et al., 2004). Par ailleurs, les phytases thermostables ont été
proposees comme additifs efficaces dans les industries de la pate et du papier (Lei et
al, 2013).

La thermostabilité de la phytase peut s'expliquer par un équilibre entre sa
forme active et sa forme dénaturée, dépendant de la température. Si la chaleur inactive
complétement l'enzyme, seule la quantité d'enzymes encore actives détermine
l'activité résiduelle. Mais si la forme dénaturée garde une part d'activité, l'activité
finale dépend alors concentrations a I'équilibre des deux formes d'enzyme et de

I'efficacité de la forme partiellement active a la température (Wang et al., 2004).
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b) Effet du pH sur la stabilité de I’enzyme
Les résultats de 1’étude de I’influence du traitement pH sur la stabilité des
phytases présentent dans la solution des graines de Linum usitatissimum a été évalué
par une pré-incubation des échantillons a été testé par une pré-incubation des
échantillons (en absence du substrat) en présence d’HCl a 1 M et du NaOH a 1 M,
pendant 1 h et 2 h a température ambiante (Figure 32-33).
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Figure 32 : Effet du HCI sur la stabilité des phytases de la solution des graines de

Linum usitatissimum.
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Figure 33 : Effet du NaOH sur la stabilité des phytases de la solution des graines de
Linum usitatissimum
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Les résultats montrent que la stabilité des phytases présentes dans la solution
des graines de Linum usitatissimum est influencée par le pH et la température de
préparation. En présence de HCI, l'activité enzymatique est totalement inhibée,
atteignant 0 % et ceci dans les conditions de préparation des solutions (préparées a
température ambiante ou a 50 °C). En revanche, pour le traitement avec du NaOH,
I'activité enzymatique est partiellement conservée lorsque la solution est préparée a
température ambiante, avec une activité résiduelle denviron 55 % aprés 1hde
traitement et de 50 % aprés 2h de traitement. A l'inverse, lorsque la solution est
préparée a 50 °C, l'activité enzymatique diminue fortement des la premiére heure,
atteignant environ 25 %, puis chute presque a 0 % aprés 2 h de traitement.

A des pH extrémement acides ou alcalins, éloignés des points isoélectriques,
les protéines ont tendance a se déplier en raison de la répulsion électrostatique entre
charges similaires. Ce phénomeéne est causé par 1’ionisation des groupes fonctionnels
sensibles aux variations de pH (Yadav et Prakash, 2011). Cette instabilité affecte
I’enzyme phytase, dont la conformation active dépend de I’intégrité des liaisons
hydrogene et ioniques, lesquelles peuvent étre rompues sous I’effet de ces variations

extrémes de pH (Esmaeilipour et al., 2012).

Selon les résultats obtenus (Figure 32), les phytases de notre solution sont plus
stables e milieu alcalin et pas en milieu acide. Les phytases alcalines suscitent un
intérét croissant dans le domaine de la nutrition animale en raison de leurs propriétés
avantageuses, telles qu'un profil de pH optimal en milieu alcalin, une thermostabilité
élevée et une spécificité stricte pour le phytate (Gulati et al.,, 2006). Ces
caractéristiques, alliées au réle physiologique du phytate dans le tractus digestif, en
font des candidates idéales pour les applications en alimentation animale. Cependant,
les phytases avec une instabilité en milieu acide, présentent ainsi une limite dans leur

utilisation dans 1’industrie alimentaire classique (Vo et al., 2025).
d) Effet du CaCl; sur la stabilité de I’enzyme
Les résultats de I’étude de influence du CaCl> sur I’activité des phytases
présentes dans la solution des graines de Linum usitatissimum a été testée par pre-

incubation les échantillons dans un tampon phosphate contenant 1 M de CaCly,

pendant 1 h et 2 h a température ambiante (Figure 34).
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Figure 34 : Effet du CaCl; sur la stabilité des phytases de la solution des graines de

Linum usitatissimum.

Les résultats montrent que la présence de CaCl, influence la stabilité des
phytases présentes dans la solution des graines de Linum usitatissimum. Apres 1 h,
I’activité résiduelle des phytases est nettement plus élevée dans la solution préparée a
50 °C, atteignant pres de 100 %, alors que celle préparée a température ambiante
affiche une activité plus faible. Cependant, aprés 2 h, D’activité enzymatique est
totalement inactivée dans les deux solutions. Ces résultats sont en accord avec ceux
rapportés par Nasri et al. (2011), qui ont montré que la phytase des graines de

Lactuca sativa présente une faible stabilité en présence de sels.

L’utilisation de phytases tolérantes au sel constitue une stratégie prometteuse
pour améliorer I’efficacité de I’utilisation du phosphore chez les plantes cultivées
dans des sols salins riches en phytates (Boukhris et al., 2025). Par ailleurs,
I’application de ces enzymes pourrait contribuer a compenser les carences en
phosphore, a réduire la pollution environnementale et a promouvoir une agriculture
durable (Zhang et al., 2024).

Les phytases présentent un potentiel considérable pour des applications

industrielles, notamment dans la transformation des aliments et la production de
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biocarburants. Elle a été utilisée avec succes dans des procedés tels que le brassage,
ou elle améliore le rendement en alcool, et dans la panification, en réduisant le temps
de fermentation (Lei et al., 2013). Par ailleurs, la capacité de la phytase a réduire la
teneur en acide phytique dans les aliments est essentielle pour améliorer la
biodisponibilité des minéraux, contribuant ainsi a atténuer la pénurie mondiale en
minéraux (Joudaki et al., 2023). L’application des enzymes a I’échelle industrielle
constitue un défi technologique majeur, nécessitant des études préalables pour
identifier les conditions opératoires optimales. Parmi les parametres cruciaux a
considérer figurent le temps de réaction, les stratégies de réutilisation, la pureté de
I’enzyme, le volume de production, la spécificité du substrat, ainsi que les conditions
de test enzymatique telles que la température, le pH et I'utilisation d’additifs ou de
cofacteurs (David Troncoso et al., 2022). Dans ce contexte, le génie génétique et
I’ingénierie des protéines ont joué un role déterminant en permettant le
développement de phytases dotées de propriétés améliorées, telles qu’une stabilité
accrue, une meilleure spécificité pour le substrat et une résistance renforcée a la
dégradation (Joudaki et al., 2023).

Selon les résultats obtenus dans cette étude, les enzymes amylases et phytases,
extraites des graines de Linum usitatissimum, présentent un fort potentiel pour de
nombreuses applications industrielles. Les phytases sont particuliérement prisées dans
les domaines de 1’agroalimentaire et de la bioénergie (Lei et al., 2013), tandis que les
amylases jouent un role essentiel dans les industries agroalimentaire, de la

fermentation et des détergents (Souza et Magalhdes, 2010 ; Ahmad et al., 2019).

L'étude de la caractérisation enzymatique a révéle des comportements
différents pour ces deux activités. Concernant le pH optimal, les amylases extraites
présentent un pH optimal variable selon la condition d’extraction : pH 9 pour la
solution préparée a température ambiante, et pH 5 pour la solution extraite a 50 °C.
Pour les phytases, le pH optimal est de 5 pour la solution préparée a température

ambiante et de 7 pour celle préparée a 50 °C (Voie Tableau 9).

Concernant la température optimale, les amylases montrent deux pics
d’activité optimale : & 20-25 °C et & 40 °C pour la solution préparée a 50 °C, et a

50 °C pour celle préparée a température ambiante. Les phytases présentent une
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température optimale d’activité de 30 °C pour la solution préparée a température

ambiante et de 50 °C pour celle préparée a 50 °C.

Sur le plan de la stabilité thermique, les amylases des graines de Linum
usitatissimum montrent une tres bonne résistance apres traitement a 90 °C, avec une
activité résiduelle élevée méme aprés 1 h et 2 h de traitement. A l'inverse, les phytases
sont beaucoup plus sensibles a la température élevée, avec une perte importante
d'activité, surtout dans la solution extraite a 50 °C. Cela suggére que les amylases
présentent une thermostabilité supérieure, un atout majeur pour les procédés
industriels a haute température en tant qu’agents fluidifiants, elles réduisent la

viscosité et provoquent une hydrolyse partielle de ’amidon (Ahmad et al., 2019).

Concernant la stabilité aux differents pH, les résultats ont montré que les
traitements acides et alcalins affectent les deux enzymes, mais beaucoup plus
séverement 1’activité phytasique. En effet, aprés traitement a pH acide (1 M HCI),
I’activité phytasique est totalement inhibée pour les deux solutions, tandis qu’apres
traitement a pH alcalin (1 M NaOH), la phytase préparée a tempeérature ambiante
conserve seulement 55 % de son activité initiale. Ces résultats limitent 1’utilisation de
ces phytases dans des conditions industrielles extrémes, notamment en industrie
alimentaire (Vo et al., 2025).

L'effet des sels (CaCl,) montre également une meilleure résistance des
amylases par rapport aux phytases. La stabilité aux sels est une caractéristique
recherchée dans des industries telles que la fermentation éthanolique, la boulangerie,
le textile, le papier et le traitement des eaux usées pour les amylases (Bajpai et al.,
2015), ainsi que dans la promotion d’une agriculture durable pour les phytases (Zhang
et al., 2024).

Finalement, compte tenu de leurs propriétés biochimiques et de leur stabilité,
les amylases extraites des graines de Linum usitatissimum apparaissent comme les
enzymes présentant le plus grand potentiel pour des applications industrielles. En
revanche, bien que les phytases soient prometteuses pour la nutrition animale et
certaines applications alimentaires, leur utilisation reste limitée en raison de leur
faible stabilité thermique et acido-basique (Greiner et Konietzny, 2006 ; Vo et al.,
2025). Leur activité et leur rendement doivent donc étre améliorés afin de les rendre

adaptés aux exigences industrielles (Nassiri et Ariannejad, 2015).
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En plus des activités enzymatiques, les résultats obtenus dans notre étude
montrent aussi que la solution de nos graines est aussi dotée d’activités antioxydantes.
Le tableau suivant récapitule les résultats des résultats des activités biologiques des

graines de Linum usitatissimum.
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Tableau 9 : Tableau récapitulatif des résultats des activités biologiques des graines de

Linum usitatissimum.

ICs0 en mg la poudre des graines | ICso en mg de
de Linum usitatissimum protéines présentes
dans les graines de Linum
usitatissimum
Solution & Solution & Solution a Solution a
température température température température
ambiante 50 °C ambiante 50 °C
Activité Dégradation de
antioxydant I’H20> 1,1059 0,7965 0,989 0,354
Piégeage du
DPPH 1,5251 1,0988 1,36 0,488
Activitée enzymatique
(Quantité amidon
dégradé pM / Pi Température pH optimale en
libérée mM)/mg de optimale présence
protéine des sels (CaCly)
ambiante 50°C ambiante | 50 °C | ambiante 50 °C ambiante 50 °C
Amylases | 9,18 25,76 20,25 et 50°C |9 5 10,27 21,28
40 °C
Phytases | 0,59 0,31 30°C 50°C |5 7 0,14 0,046
Stabilité enzymatique (activité résiduelle)
a apH a au
90°C acide (HCI) pH alcalin sels (CaCly)
(NaOH)
ambiante 50 °C |ambiante |50 °C ambiante |50 °C ambiante 50 °C
Amylase |Forte Forte |Forte Forte Forte Forte Forte Forte
Phytase |Forte Faible |Faible Faible Forte Moyenne | Moyenne Moyenne
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Conclusion et perspectives

Afin de rechercher des propriétés biologiques au niveau des graines de Linum
usitatissimum, les propriétés antioxydantes (catalasiques et anti-radicalaires) ainsi que
les propriétés enzymatiques (amylasiques et phytasiques) ont été étudiees.

Les résultats obtenus montrent la présence d’une activité catalasique avec un
ICso de 1,1059 mg/mL de la solution des graines (équivalent a 0,989 mg/mL de
protéines) pour la solution préparée a température ambiante, et un ICso de 0,7965
mg/mL de la solution des graines (équivalent a 0,354 mg/mL de protéines) pour la
solution préparée a 50 °C. Une activité anti-radicalaire, évaluée par le test de DPPH, a
également été observée avec un ICso de 1,5251 mg/mL (1,36 mg/mL de protéines) a
température ambiante et de 1,0988 mg/mL (0,488 mg/mL de protéines) a 50 °C.

Concernant les propriétés enzymatiques, la solution a présenté une activité
amylasique avec une quantité d’amidon dégradé de 9,18 uM/mg de protéines pour la
solution préparée a température ambiante et 25,76 uM/mg de protéines pour la
solution préparée a 50 °C. Les pH optimaux sont de 9 pour la solution préparée a
température ambiante et de 5 pour celle préparée a 50 °C. Les températures optimales
d’activité sont de 50 °C pour la solution préparée a température ambiante et de 20,
25 °C et 40 °C pour la solution préparée a 50 °C. Ces amylases ont montré une bonne

stabilité thermique, et aussi au pH acide et alcalin, ainsi qu’en présence de sels.

La solution a aussi présenté une activité phytasique avec une quantité de Pi
libérée égale a 0,59 mM/mg de protéines pour la solution préparée a température
ambiante et une quantité de Pi libérée égale a 0,31 mM/mg de protéines pour la
solution préparée a 50 °C. Le pH optimal est de 5 pour la solution préparée a
température ambiante et de 7 pour celle préparée a 50 °C. Les températures optimales
d’activité étaient respectivement de 30 °C pour la solution préparée a température
ambiante et de 50 °C pour la solution préparée a 50 °C. Ces phytases ont montré une
faible stabilité thermique, et aussi en milieu acide, mais une stabilit¢ modérée en

milieu alcalin et en présence de sels.

Ces phytases ont montré une faible stabilité thermique et une faible stabilité en
milieu acide. Cependant, ces phytases présentent une stabilité modérée en milieu

alcalin et en présence de sels.

69



Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que la solution des graines
de Linum usitatissimum possede des propriétés antioxydantes et enzymatiques

importantes. Cette étude peut étre complétée par :

> La recherche de ces propriétés dans d'autres types d’extraits de ces graines
(extrait méthanolique, huileux, etc.) ;

> La recherche d’autres activités biologiques telles que les effets anti-
inflammatoires, antimicrobiens, anticancéreux, antidiabétiques, antiviraux... ;

» L’identification et la purification des molécules responsables de ces activités ;

» L’évaluation du potentiel d’application industrielle de ces propriétés

biologiques (dans le secteur agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique....).
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Résumé
Résumé

Les propriétés biologiques, en particulier les activités antioxydantes et activités enzymatiques, suscitent un intérét
croissant en santé, nutrition et industrielle. Ces propriétés biologiques sont présentes chez les différents organismes
vivants et en particulier chez les plantes. Dans cette étude, les activités antioxydantes (catalasique et anti-radicalaire
DPPH) et enzymatiques (amylasique et phytasique) ont été évaluées dans les solutions de graines de Linum usitatissimum,
préparées a température ambiante et & 50 °C. L’activité catalasique a été détectée avec un ICso de 1,1059 mg/mL dans la
solution préparée a température ambiante et un 0,7965 mg/mL pour celle préparée a 50 °C. Pour le test de piégeage du
DPPH, des ICso de 1,5251 mg/mL et 1,0988 mg/mL ont été trouvaient respectivement pour les 2 solutions. Sur le plan
enzymatique, les solutions ont montré des activités amylasique et phytasique dépendant des conditions de température de
préparation. L’activité amylasique atteint une capacité¢ a dégrader I’amidon de 9,18 uM/mg pour la solution préparée a
température ambiante et de 25,76 uM/mg pour celle préparée a 50°C, avec des pH optimaux de 9 et 5 respectivement. Les
températures optimales sont de 50 °C pour la solution préparée a température ambiante et de 20, 25 et 40 °C pour celle
préparée a 50 °C. Ces amylases montrent une bonne stabilité thermique et une stabilité en milieux acide, alcalin et salin.
En revanche, I’activité phytasique (libération de Pi) est plus élevée dans la solution préparée a température ambiante (0,59
mM/mg) que dans celle préparée a 50°C (0,31 mM/mg). Leurs pH optimaux sont de 5 et 7, et les températures optimales
sont de 30 °C et 50°C, respectivement. Contrairement aux amylases, les phytases sont peu stables en conditions
thermiques et acides, mais modérément stables en milieux alcalin et salin.

Mots-clés : graines de Linum usitatissimum, activités antioxydantes, activités enzymatiques, activité catalasique,
piégeage du DPPH, activité amylasique, activité phytasique.

Abstract

Biological properties, particularly antioxidant and enzymatic activities, are generating increasing interest in
health, nutrition, and industry. These biological properties are found in various living organisms, especially in plants. In
this study, antioxidant activities (catalase and DPPH radical scavenging) and enzymatic activities (amylase and phytase)
were evaluated in flaxseed (Linum usitatissimum) solutions prepared at room temperature and at 50 °C. Catalase activity
was detected with an ICso of 1,1059 mg/mL in the solution prepared at room temperature and 0,7965 mg/mL in the one
prepared at 50 °C. For the DPPH scavenging assay, I1Cso values of 1,5251 mg/mL and 1,0988 mg/mL were found for the
two solutions, respectively.Regarding enzymatic activity, the solutions showed amylase and phytase activities depending
on the preparation temperature. Amylase activity reached a starch-degrading capacity of 9.18 uM/mg at room temperature
and 25,76 puM/mg at 50 °C, with optimal pH values of 9 and 5, respectively. Optimal temperatures were 50 °C for the
room temperature solution and 20, 25 and 40 °C for the solution prepared at 50 °C. These amylases demonstrated good
thermal stability and stability in acidic, alkaline, and saline environments.In contrast, phytase activity (Pi release) was
higher in the room temperature solution (0,59 mM/mg) than in the one prepared at 50 °C (0,31 mM/mg). Their optimal
pH values were 5 and 7, and optimal temperatures were 30 °C and 50 °C, respectively. Unlike amylases, phytases were
less stable under thermal and acidic conditions, but moderately stable in alkaline and saline environments.

Keywords: flaxseed (Linum usitatissimum), antioxidant activities, enzymatic activities, catalase activity, DPPH
scavenging, amylase activity, phytase activity.
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