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Résumé

Dans ce travail I'activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de trois variétés
de datte (Phoenix dactylifera L.) d'Algérie est mesurée en utilisant quatre méthodes: la
capacité de réduire le fer ferriqgue (méthode FRAP), le piégeage des radicaux libres
(méthode DPPH), I'inhibition du radical superoxide, et le piégeage du radical ABTS. Les
phénols totaux, les caroténoides et les flavonoides ont été déterminés. Les variétés de
datte Tekerbouchet et Degla Baida sont les plus riches en flavonoides, en polyphénol et
en caroténoides. L'extrait méthanolique de Degla Baida possede I’activité antioxydante
la plus élevée. Les dattes d’ Algérie représentent donc une excellente source nutritive vue
sa richesse en antioxydants qui peuvent étre utilisés dans les domaines pharmaceutique

et agroalimentaire.

Mots cles : Datte, variéte, activité antioxydante, antiradicalaires, polyphenols.

Abstract

In this work, we have tested the antioxidant activity of the methanolic extracts of
three date varieties from Algeria using four methods: the ability to reduce the ferric iron
(FRAP method), free radical scavenging (DPPH method), the inhibition of the
superoxide radical, and the trapping of the radical ABTS. Total phenols, carotenoids and
flavonoids were determined. The varieties of dates Tekerbouchet and Degla Baida are
the richest in flavonoids, polyphenol and carotenoids. The methanolic extract of Degla
Baida has the activities highest antioxidant and anti-radical properties. The dates of
Algeria therefore represent a good nutrient rich in natural antioxidants that can be used

in the pharmaceutical and agri-food sector.

Key words : date, variety, antioxidant activity, antiradicals, polyphenols.
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Introduction

La flore algérienne et plus particulierement saharienne regorge de plusieurs espéces
de plantes ou de fruits encore peu ou pas étudiées, mais dotées de réelles propriétés
pharmacologiques dues a leurs richesse en métabolites secondaires, principalement en
polyphénols (Ait mouhoub et Oubouzid, 2017).

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) constitue 1’une des cultures les plus
importantes dans les zones arides de I'Afrique du Nord (Djoudi, 2013). Dans le Sahara
Algérien, le palmier dattier (Phoenix dactylifera L, Phoenix dactylifera L) est le pilier des
¢cosystémes oasiens ou il permet de limiter les dégats d’ensablement, joue un roéle
protecteur contre le rayonnement solaire intense pour les cultures sous-jacentes (arbres
fruitiers, cultures maraichéres et céréales). Par sa présence dans ces zones désertiques, les
diverses formes de vies animales et végétales, indispensables pour le maintien et la survie

des populations, sont possibles (Laouini, 2014).

Ces dernieres années ont connu une exploitation appréciable des palmiers, les fruits
notamment (Ben Abbes, 2011). La datte (Phoenix dactylifera L.) est le fruit du palmier
dattier, produit dans les régions sahariennes et considéré comme un aliment de grande

importance pour la population habitant ces régions (Daas Amiour, 2009).

L'Algérie dispose d’un potentiel phoenicicole important avec son millier de
cultivars inventoriés, celui-ci offre par la dominance variétale des dattes communes (80%
des cultivars sont rares ou trées rares) a coté des cultivars connus et appréciés (20%), un
large champs d’investigations pour la recherche fondamentale et la recherche appliquée,

aura pour objectif la valorisation de ce patrimoine (Ben Abbes, 2011).

Les sous-produits du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) (Feuilles, tronc,
noyaux, pédicelles...etc.) , ont diverses utilisations dans les régions sahariennes (Meziani
et Zidat, 2014). Divers travaux ont été menés pour déterminer la composition chimique de
la datte en : sucres, protéines, lipides, fibres, vitamines et minéraux. Toutefois, les études
sur ses composants phénoliques restent peu nombreuses et ne concernent que quelques
variétés étrangeres dans leur majorité. Ces composés acquierent un intérét croissant qui

prend de I’ampleur vu leurs propriétés biologiques importantes et nécessitent donc d’étre

étudiés davantage (Daas Amiour, 2009).



Introduction

L’objectif principal de notre étude consiste a la recherche de pouvoir antioxydante
des extraits bruts de trois variétés de dattes, Degla Baida, Tekerbouchet et Timjouhert,

provenant de la région de Laghouat en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction.

La structuration du document qui est montré au-dessous, répond au I'objectif de

notre travail :

L’introduction qui donne une geénéralité sur l'axe de recherche du sujet. Elle

détermine I'objectif principale du notre travail.

La premiére partie est une synthése bibliographique sous deux chapitres : le premier
représente des genéralités sur le modele biologique étudié. Alors que le deuxieme chapitre

traite des généralités l'activité antioxydante.

La deuxieme partie explique la méthodologie suivie au cours de la réalisation

pratique de cette étude.

La troisiéeme partie traite en premier lieu les résultats obtenus. Ce chapitre discute en

deuxiéme lieu tous les résultats obtenus.

Enfin, une conclusion cléture ce document. Elle représente les principaux point du

notre travail d'étude.
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Synthese bibliographique Chapitre 1 : Généralité sur les palmiers et les dattes

1. Palmier dattier
1.1. Définition du palmier dattier

Le palmier est une composante essentielle de 1’écosystéme oasien (Toutain et al.,
1990). Le dattier est une espece xérophile, il ne peut fleurir et fructifier normalement que
dans les déserts chauds (Amorsi, 1975). Le palmier dattier permet une pérennité de vie
dans les régions désertiques ou sans lui, elle serait impossible, méme quand il y a de I'eau.
Ses fruits sont un aliment excellent et leur commercialisation permet un apport d'argent

dans les oasis (Monciero, 1961).

Le palmier dattier (Fig.1) est une espece pérenne a trés longue durée de vie (de
I'ordre de 100 ans dont la phase juvénile est d'environ 8 ans (Saaidi et al, 1981). Il est
constitué de trois parties essentielles qui sont : les racines, le stipe et la partie aérienne ou la
couronne (Allam, 2008). Le palmier dattier est une monocotylédone arborescente a tronc

monopodique qui peut atteindre et dépasser 20 m de hauteur (Chaouch Khouane, 2012).

Figure 1 : Phoenix dactylifera L. (Bouguera et al., 2003).
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1.2. Etymologie

Le palmier dattier a été déenommé Phoenix dactylifera par Linné en 1934. Phoenix
dérivé de Phoinix, nom du dattier chez les grecs de lI'antiquité qui le considéraient comme
arbre des phéniciens ; dactylifera vient du latin dactylus, dérivant du grec dactylos,
signifiant doigt (en raison de la forme du fruit), associé au mot latin fero, porté, en
référence aux fruits (Ben Abbes, 2011).

1.3. Systématique du phoenix dactyliféra

La plante Phoenix dactylifera L. fait partie de la classe des Monocotylédones, d'une
famille de plantes tropicales (Palmoe ou Arecaceae), la mieux connue sur le plan
systématique. Elle est représentée par 200 genres et 2700 espéces réparties en Six sous
familles. La sous famille des Coryphoidées est elle-méme subdivisée en trois tribus
(Riedacker et al., 1990).

Le genre Phoenix comporte au moins douze espéces, parmi eux est dactylifera
(Nixon, 1950), Sa position systématique actuelle, basée sur des données récentes de

I’International Code of Botanical Nomenclature :

% Embranchement : Angiospermes

% Classe: Monocotylédones.

% Ordre: Arecales.

% Famille: Acéracées

% Sous- famille: Coryphoidées

% Tribu: Phoenicées.

% Genre: Phoenix

%+ Espéce: Phoenix dactyliféra L (Fadlaoui, 2017).

1.4, Palmier Dattier en Algeérie

En Algérie, la superficie occupée par le palmier dattier couvre 103.129ha. Elle
differe d’une wilaya a une autre. La superficie la plus importante concerne les wilayas de
Biskra et d’El-Oued atteignant toutes les deux 53.533ha soit 52%, soit plus de la moitié de
la superficie totale par le palmier dattier (Djoudi, 2013).
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Les principales régions phoenicicoles (Fig. 2) sont :

- A I'Est: les Zibans (Biskra), I'Oued Rhir (entre Ouargla et Touggourt), I'Oued
Souf, la cuvette de Quargla et le M'zab (Ghardaia). Ces palmeraies sont
constituées principalement de Deglet Nour, cultivar a trés haute valeur
commerciale.

- Al'Ouest : la Saoura (Beni Abbes, le Touat (Adrar), le Gourara (Timimoune), le
Tidikelt (Reggane) et El Goléa. Ces palmeraies comportent un verger trés
diversifié. Ces cultivars produisent des dattes, de qualité commerciale tres fiable
(Bengag, 2009).

|
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PRI 18

S Quuvers recenods etloyu dchent,

Figure 2 : Distribution du palmier dattier en Algérie (Hannachi et al, 1998).
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2. Les dattes

2.1. Définition de la datte

La datte (Phoenix dactylifera L.) est le fruit du palmier dattier, produit dans les

régions sahariennes et considéré comme un aliment de grande importance pour la

population habitant ces régions (Daas Amiour, 2009).

Elle est une baie oblongue dont le mésocarpe : la pulpe, épaisse et charnue, est

recouverte d’une fine pellicule (épicarpe). Le noyau est dur plus ou moins volumineux avec

un endocarpe réduit a une mince membrane (Haroun et Khesrani, 2016).

2.2.  Morphologie de la datte

La datte (Fig.3) est composée d’un mésocarpe charnu protégé par un fin péricarpe.

L’endocarpe se présente sous forme des membranes trés fin entourant la graine de forme

allongue, lisse et pourvue de protubérances latérales en ailettes avec un sillon ventral assez

profond et un embryon dorsal formant un ensemble globulaire de depression, protégé par

un albumen dur et corné de nature cellulosique (Maatalah, 1970).

Coupe longitudinale d'une datte
Pénanthe
1\
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Mésocarpe ..y [N}
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.\\ \ 1’“/:}/,
\‘\ | "l!
Epicarpe._ __ \; o]l
- .\“/ (,
\ [/
V)

/
Hf == Noyau

Coupe du noyau

== = Tegument

§
{@ -~ Albumen
\\
\ / S~ Micropyle

Noyau de profil et de dos

Micropyle
W
M
{ \J |
N HEN
I |[ ‘ Rainure
I |' \{ “““ yentrale

Figure 3 : Schéma d'une une coupe de la datte et de son noyau (Belguedj, 2001).
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2.3. Classification des dattes selon la consistance

Les dattes sont regroupées en trois catégories suivant leur consistance ; cette

classification, établie par les américains est valable pour les variétés d’ Algérie :

* Dattes molles de texture fibreuse et aqueuse ; Ghars, Hamraia, Litima.....etc.

* Dattes demi-molles : Deglet Nour, Arechti...etc.

* Dattes seches ou dures qui durcissent sur I’arbre et ont une texture farineuse ; telle

qgue Mech-Degla , Degla- Beida...etc (Daas Amiour, 2009).

2.4.  Composition biochimique de la datte

La partie comestible représente selon les variétés et les provenances une proportion
de 80 a 95 % du poids total de la datte fraiche. Elle est caractérisée surtout par sa forte

teneur en sucre et son humidité (Matallah, 1970).

Composition biochimique (Constituants majeurs) de la partie comestible "Pulpe "

sont :

< L'eau

La teneur en eau des dattes évolue en fonction du stade de maturation. L’humidité

décroit des stades verts au stades mdrs (Booij et al., 1992).

.,

s Lessucres

Les sucres sont les constituants majeurs de la datte. L’analyse des sucres de la datte
a revéle essentiellement trois types : saccharose, fructose et glucose (Estanove, 1990;

Acourene et Tama, 1997).

«» Les fibres

La datte est riche en fibres, elle en apporte 8.1 a 12.7 % du poids sec (Al-Shahib et
Marshall, 2002).
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% Les protéines

Les dattes présentent des teneurs faibles en composés protidiques, généralement
moins de 3% (MS) (Khallil et al., 2002 ; Besbes et al., 2009).

% Lesacides gras

La datte renferme une faible quantité de lipides. Leur taux varie entre 0,43 et 1,9 %
du poids frais (Djouab, 2007).

«» Les minéraux

La caractéristique la plus remarquable des dattes réside dans la présence de
minéraux et d’oligoéléments particulicrement abondants dépassant nettement les autres

fruits secs (Benchelah et Maka, 2008).

« Les vitamines

La pulpe de dattes contient des vitamines en quantités variables avec les types de
dattes et leur provenance. En général, elle contient des caroténoides et des vitamines du

groupe B en quantités appréciables, mais peu de vitamine C (Munier, 1973).

% Les composés phénoliques

L’analyse qualitative des composés phénoliques de la datte a révélé la présence des

acides cinnamiques, des flavones, des flavonones et des flavonols (Mansouri et al., 2005).

s Lesenzymes

Les enzymes jouent un role important dans le processus de conversion se produisant

pendant le stade de formation et la maturation du fruit (Ben Abbes, 2011).

Bien que 95% des constituants sont cités ci- dessus, il existe d’autres composés sou

forme de traces dans la partie comestible tels que :
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-les acides organiques : I’acide citrique, 1’acide malique.

-les substances volatiles : 1’éthanol, I’isobutanol, 1’isopentanol.

-Les pigments : les caroténoides, la chlorophylle. (Benchabane, 1996).

2.5. Valeur nutritionnelle de la datte

La datte constitue un excellent aliment, de grandes valeurs nutritive et énergétique
(Gilles, 2000 ; Lecoq, 1965).

Le profil vitaminique de la datte se caractérise par des teneurs appréciables en
vitamines du groupe B. Ce complexe vitaminique participe au métabolisme des glucides,

des lipides et des protéines (Tortora et Anagnostakos, 1987).

Les dattes sont une source des antioxydants tels que les caroténoides et les
polyphénols (Saad et Said, 2009; Tokusoglu et Hall, 2011).

Elle a aussi une teneur en sucres réducteurs facilement assimilables par I’organisme
et des protéines équilibrées qualitativement. De plus, les dattes sont riches en minéraux ;

elle est reminéralisante et renforce notablement le systéme immunitaire (Albert, 1998).
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1. Définitions
1.1. Radicaux libres

Un radical libre est une entité (atome, molécule ou ion) contenant un ou plusieurs
électrons non appariés sur son orbitale électronique externe, pour gagner sa stabilité il a
tendance a attirer les électrons d’autres atomes et molécules, ainsi pour récupérer 1’électron
qui lui manque, il agresse tout ce qu’il trouve sur son chemin (lipides, protéines, ADN....)
(Berger, 2006). Cela leur confére une grande réactivité donc une demi-vie trés courte
(Goudabile et al., 1997).

1.2. Oxydation

L’oxydation est une des plus importantes manifestations a ['origine de
vieillissement des produits alimentaires et cosmétiques, les dégradations oxydatives
affectent les qualités nutritionnelles des aliments et peuvent avoir des répercutions sur la

santé de consommateur (Announ et Bilek, 2013).

Les principaux agents oxydants sont les especes réactives de [’oxygene, des
enzymes, des ions métalliques et les peroxydes lipidiques qui concourent tous a la

formation en chaine de radicaux libres (Announ et Bilek, 2013).

1.3.  Activité antioxydante

Les antioxydants sont des produits naturels ou synthétiques qui se définissent
comme étant des produits chimiques qui, plus spécifiquement, retardent la détérioration, la

rancidité ou la décoloration causée par 1’oxydation (Diallo, 2005).

Les systemes de défenses antioxydants peuvent étre divisés en groupes divers : les
antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase....), les
antioxydants non enzymatiques séquestrant des métaux lourds comme la transferrine et
I’albumine, des petites molécules liposoluble (Vitamine E) ou hydrosoluble (Vitamine C),
et des antioxydants synthétiques (butylhydroxyanisole, butylhydroxytoluéene, etc.), ainsi
que des substances végétales, tels que les polyphénols et les alcaloides (Pincemail et al.,
2002 ; Berger, 2006).

10
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1.4. Composés phénoliques

Ce sont des molécules organiques spécifiques du régne végétal Ils sont caractérises,
comme ’indique le nom, par la présence de plusieurs groupements phénoliques associés en
structures plus ou moins complexes genéralement de haut poids moléculaire (Hamadouche
et Souami, 2012).

Ils constituent un des groupes des composés phytochimiques le plus importants et
largement distribués, ce sont des substances d'origine végétale avec plus de 8000 structures

phénoliques présentes dans tous les organes de la plante (Beta et al., 2005).

Les composés phénoliques également dénommés les polyphénols, sont des
métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires (Lebham, 2005), non
essentiels a la survie de la plante. Au niveau végétal, les composés phénoliques sont un
moyen de défense contre le rayonnement U.V, les agressions par les pathogénes et ils

contribuent a la pigmentation des plantes (Manach et al., 2004; Ignat et al., 2011).

D'un point de vue thérapeutique, les polyphénols constituent la base des principes
actifs que I'on trouve dans les plantes médicinales en jouant des roles trés importants
comme antioxydants naturels, et leurs effets bénéfiques intéressent particulierement deux

domaines : la phytothérapie et I’industrie alimentaire (Macheix et al., 2005).

1.5. Définition d’un antioxydant phénolique

Le terme « phénolique » s’adresse a des composés comportant un ou plusieurs
groupements hydroxyles griffés sur un noyau benzénique, c’est cette particularité
structurale qui confére aux composés phénoliques leur caractére antioxydant (Berset
,2006).

Les polyphénols neutralisent les radicaux libres vecteurs de stress oxydatif
responsable de la détérioration et du vieillissement cellulaire qui est a 1’ origine de
I’Alzheimer, le Parkinson, I’athérosclérose, la polyarthrite chronique ou encore le cancer

(Aouissa, 2002).

11
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Les polyphénoles peuvent aussi inhiber les oxydation de facon indirecte, en
désactivant I’oxygene singulier, oxydant tres puissant des acides gras insaturés, ou en
chélatant les métaux de transition(Fe2+ ,Cu+ ) qui accélérent fortement 1’oxydation des
lipides. certains en fin sont des inhibiteurs des enzymes d’oxydation (poly -oxygénase et
cyclo-oxygénase) (Berset , 2006).

La figure 4 représente le pouvoir antioxydant des polyphénols.

OH +

=
o
4

RH

réduction d'un radical réactif

stabilisation par conjugaison

Figure 4 : Pouvoir antioxydant des polyphénols d’apres (Rolland, 2004).

2. Classification des composés phénoliques

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes, les saponines, les phytostérols ou bien

phytostanols. Les plus importants sont: les acides phénols, les flavonoides et les tanins
(Lounis, 2012).

2.1. Acides phénoliques

Ils sont contenus dans un certain nombre de plantes agricoles et médicinales. Parmi
les acides phénoliques, figurent I’acide caféique, et I’acide vanillique, I’acide férulique et

I’acide gallique. Ils sont considérés comme des substances photochimiques avec des effets

12
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antioxydants, de chélation et anti-inflammatoire, leur toxicité est faible et sont considérés

généralement non toxique (Zouaoui, 2012).

2.1. Flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la famille des polyphenols : ce sont des molécules
aromatiques poly substituées ayant un role de métabolites secondaires chez les plantes. Les
flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des fonctions
phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui-méme un dérivé du noyau
flavane de base (Milane, 2004).

2.2. Tanins

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d'acide phénols, ou de
dérivés d'acides phénols ; la molécule glucidique est en général du glucose, mais dans

certains cas des polysaccharides (Ribereau G, 1968).

Les tanins sont des polyphenols qu’on trouve dans de nombreux végétaux (les
écorces d’arbres, les feuilles de fruits,...), ils sont des composés phénoliques solubles dans

I’eau et les solvants polaires (Hagerman, 2002).
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1. Matériel

1.1. Matériel biologigue

Nous avons effectué des expérimentations sur trois variétés de la datte Deglet Nour
(Phoenix dactylifera L.) : Timjouhart, Degla baida, et Tekerbouchet achetées du marché

local de la région de Laghouat.

1.2.  Produits chimiques

Le méthanol (99.5%), pyrogallol, I’acide sulfurique (H2SQOy), I’ABTS (2, 2’-azino-
bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), persulfate de potassium (K,S;0s), le DPPH (2,
2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ferricyanure de potassium KsFe(CN)s , chlorure de fer
(FeCls), Na;HPO,4, KH,PO,4, NaOH, acide trichloracétique, acide hydrochlorique, 1’acide
gallique, le carbonate de sodium, le Folin Ciocalteu, le nitrite de sodium, et le chlorure
d’aluminium (AICI3) sont fournis par Fluka. Tous les autres produits chimiques utilisés

dans ce travail sont de grade analytique.

2. Méthodes

2.1. Préparation de I’extrait méthanolique

50 g de chaque variété de datte dénoyautée sont introduites dans un flacon en verre
contenant 100 ml de méthanol absolu (99.5%) pour une macération de 24 heures a
température ambiante. Le macérat obtenu est ensuite filtré sur papier filtre. Les filtrats sont
ensuite centrifugé a 2000 tr/min pendant 10 min puis les surnagents sont regroupés puis
évaporés a sec sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif (Biichi Rotavapor R-144, Suisse)

a45°C.

L’extrait sec est dissout dans un volume approprié¢ de méthanol (99.5%) pour avoir
une concentration finale de 200 mg/mL. Les extraits ainsi obtenus sont stockés au
réfrigérateur a +4 °C dans un tube en verre fermé hermétiqguement pour une utilisation

ultérieure.

Le rendement d’extraction est déterminé a 1’aide de 1’équation suivante:
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masse du résidu sec apres évaporation du solvant

Le rendement (%) = — y - x100
masse de la datte utilisée pour |'extraction

Le rendement d’extraction est exprimé en gramme de résidu sec par 100 grammes

de la matiére végétale initiale.

2.2. Dosage de quelques constituants phytochimiques

2.2.1. Polyphénols totaux
A. Méthode

Les polyphénols ont été quantifiés par spectrophotométrie en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu qui est une solution de couleur jaune constituée d’un mélange de deux
acides : acide phosphotungstique (HsPW12040) et acide phosphomolybdique (HzPMo012040).
Ce reactif est réduit lors de I'oxydation des phénols pour former un complexe bleu stable
d'oxydes de tungsténe et de molybdene. La coloration produite, dont I'absorption maximum
est au voisinage de 765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans
les extraits végétaux. La quantification des polyphénols a été faite a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage lin€aire, réalisée dans les mémes conditions que I’échantillon, en utilisant

I’acide gallique comme standard (Fig.5).

1,0

Y=112X

Absorbance a 765 nm

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Acide gallique (mg/ml)

Figure 5 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique
pour le dosage des polyphénols totaux.
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B. Protocole

La méthode adoptée pour le dosage des polyphénols totaux est celle décrite par
Waterhouse (2001). Un volume de 40 pl de I’échantillon convenablement dilué ou de
solution de standard, est introduit dans un tube a essai contenant initialement 3.16 ml d’eau
distillée. On ajoute ensuite 200 pl du réactif de Folin-Ciocalteu et on ’agite. Aprés 3
minutes, une solution de Na,CO3 d’une concentration de 200g/1 (600 ul) est ajoutée tout en
agitant. Aprés une incubation de 30 min a 40° C, 1’absorbance est mesurée & 765 nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre UV-Visible, contre un blanc (le méme mélange excepté

I’échantillon qui est remplacé par le méthanol).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par 100g de
la matiere végétale seche en poudre (mg EAG/100g MS). Tous les essais sont reproduits au

moins trois fois.

2.2.2. Dosage des carotenoides

Les extraits méthanoliques des trois especes des dattes (10 mg/mL) ont été analysés
a I’aide de spectrophotométre UV-Vis a différentes langueurs d’ondes 470, & 653 et a 666
nm. Les concentrations des caroténoides et des chlorophyllesa et b étaient déterminées par

les équations rapportées par Lichtenthaler et al., (1985) comme suit :

Chlorophylle a (mg/ml) = 15.65 Absgg — 7.340 Absgss
Chlorophylle b (mg/ml) = 27.05 Absgsz — 11.21 Absgge

129.2 x Cp

Chlorophylle totaux (mg/ml) = 1000 Abs,,o — 2.860C, — 345
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2.2.3. Dosage flavonoides
A. Principe de la méthode

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux dans les extraits est déterminé par la
méthode de Bahorun et al., (1996). Les flavonoides possédent un groupement hydroxyl
(OH) libre, en position 5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un

complexe coloré avec le chlorure d’aluminium (Boulekbache, 2005).

Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons

(Ribérau-Gayon, 1968 ).

B. Protocole expérimentale

La teneur totale en flavonoide des extraits est mesurée selon la méthode
spectrophotométrique décrite par (Kim et al, 2003). 25ul de I'extrait (100 pL I'extrait +
400pL méthanol) sont ajoutés & 300 ul de nitrite et 300 pl de chlorure d’aluminium a 10%.
Les tubes a essai sont incubés a la température ambiante pendant 5 min, puis 0,1 ml
d'hydroxyde de sodium (2%) est ajouté. L'absorbance du mélange est lue a 510 nm a I’aide

d’un spectrophotometre UV/Vis.

La teneur en flavonoides a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage
(y= axtb) réalisée par la quercétine a différentes concentrations dans les mémes
conditions que les échantillons (Fig.6). Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent de quercétine par gramme de la plante.
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Figure 6 : Courbe d'étalonnage de quercétine (mg/ml) pour le dosage

des flavonoides.

2.3. Evaluation des activites antioxydante et antiradicalaire

Différentes méthodes ont été¢ utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante et

antiradicalaire des extraits méthanoliques des trois variétés de dattes.

2.3.1. Test DPPH

A. Principe du test

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable,
dont la solution posséde une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm.
Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance donneuse d’atomes
d'hydrogéne, antioxydante, il y’a formation de la forme réduite (Fig.7). Ceci provoque la
perte de la coloration violette en coloration jaune (Molyneux, 2004) caractérisée par une
bande d’absorption dans le visible a 517 nm (Brand-Williams, 1995). En représentant le
radical DPPH et le donateur d’hydrogéne (polyphénols : composé aromatique). La réaction

primaire est :

DPPH: DPPH + ArOH— DPPH + ArO" + H*
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+ Antioxydant-OH - .- I + Antioxvdant-O°

N "
e NH

ON. _7:_:_/1 ~_-NO; ON. I __NoO,

DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 7 : Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite.

B. Méthode

Dans un tube a essai, une quantité¢ de 2.9 ml de DPPH" a 100 uM (40 mg/100mL)
préparé dans du méthanol pure a été ajoutée a 100 ul d’extrait méthanolique des dattes a
des concentrations croissantes. Apres incubation pendant 20 min a température ambiante et

a ’abri de la lumicre 1’absorbance des échantillons est lue a 1’aide d’un spectrophotometre

calibrer a 517nm (Williams et al., 1995).

Le pourcentage d’inhibition est calculé a partir de la relation suivante :

Abs.—Abs,

Pourcentage d'inhibition de DPPH = ( e

)x100

Avec
Abs.: Absorbance du contrble
Abs.: Absorbance de 1’échantillon testé

Pour chaque extrait des dattes et nous avons déterminé la valeur ICsy Elle
représente la concentration de 1’extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration

initiale du radical DPPH (Samarth et al, 2008).

Un autre parameétre exprime la puissance anti radicalaire a eté calculé a partir du

premier parametre noté " ARP" puissance anti radicalaire, tel que:

1
ARP = —
ICsp
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ARP : Puissance anti radicalaire.

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de deux

mesures obtenues.

2.3.2. Méthode de la réduction de fer (FRAP)

A. Principe

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des dattes étudiées a été évaluée
en utilisant la méthode de FRAP. Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible
(Benzie, 1996). La présence des réductants dans les extraits de datte provoque la réduction
du complexe ferrique-tripyri-dyltriazine (Fe(lll)-TPTZ) en complexe ferreux-

tripyridyltriazine (Fe(11)-TPTZ), les absorbances ont été mesurées a A = 593 nm.
FRAP: Fe(TPTZ)* + ArOH — Fe(TPTZ)* + ArO. + H*

B. Protocole expérimental

Le test FRAP a était réalisé selon la méthode de Benzie et Strain (1996) modifiée.
Les solutions meres comprennent le tampon d'acétate de 300 mM (3.1g acétate de sodium,
3H20 et 16 ml d’une solution acide acétique a 300 mM) a pH 3.6, TPTZ a 10 mM préparer
dans une solution d'acide chlorhydrique a 40 mM, et 20 mM de FeCl3.6H,0. La solution
fraiche de travail a été préparée en mélangeant 100 ml de solution tampon d’acétate avec 10
ml de mélange TPTZ, et 10ml de FeCl3.6H,0 en un rapport de volume (100:10:10). Cette
solution finale est incubée a 37°C avant utilisation. Dans des tubes a hémolyse, 70 ul
d’extrait méthanolique de chaque variété de datte est mélangés avec 2.1 mL de la solution
FRAP. Apres agitation au vortex, les tubes sont incubés a 1’abri de la lumiére pendant 30

min.

Lire la couleur du produit (complexe ferrique tripyridiyltriazine) a 593 nm. Les
résultats ont été exprimés en pmoles équivalent des standards (BHA, Vit C et trolox) par g

de résidu sec.
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2.3.3. Test ABTS

A. Principe

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS™ de coloration vert bleu en le transformant en ABTS incolore. Le radical préformé

ABTS™ est généré en présence de la peroxydase (Fig. 8).

ABTS + peroxydase + H,0, — ABTS™ (I’absorbance de I’ABTS + est mesurée)

En présence d’un antioxydant (extraits phénoliques), le passage du radical ABTS " a
la forme non radicalaire s’accompagne de la disparition de la coloration vert-bleu intense
qui peut étre suivie par mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 734 nm
(Chen et al., 2004). Ce test est simple opérationnel, reproductible, et diverse, et utiliser

dans différents milieu.

(H (‘H_; CH; CH,
(H1 CH« CH1
== )L
/@ FN-N=( :@ 0, s’@ 505
HO,S SOH
ABTS ABTS-"

Figure 8 : Structure des formes réduite et du radical cation de I’ABTS (Prouillac, 2006).

B. Protocole expérimental

Le test ABTS a était effectué selon la methode décrite par Re et al. (1999). Les
solutions stockes contenant 7 mM ABTS et 2.4 mM de persulfate de potassium. La solution
de travail est ensuite préparé en mélangeant les deux solutions stockes en quantités
équivalentes et les laissées réagir pendant 12 heures a température ambiante a 1’abri de la
lumiére. La solution ainsi obtenue est diluée en mélangeant 1 mL de I’ABTS " avec 60 mL
de méthanol pour avoir une absorbance de 0.8 mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a
734 nm. Dans des tubes a essai on mélange 0.9 mL de solution ABTS avec 100 pl de

différentes concentrations d’extrait méthanolique pour chaque variété de datte. Aprés 20
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min d’incubation a [’abri de la lumiére et a température ambiante, I’absorbance des

échantillons est lue a 734 nm.

Les pourcentages d’inhibition du radical d'ABTS ont été calculés par I'équation

suivante :

A —
O—E)xmo
A

Inhibition de 'ABTS (%) = (
0

Avec
Ao : Absorbance de la réaction de commande (en absence d’extrait).
Ac : Absorbance en présence de 1’extrait.

La concentration en extrait provoquant l'inhibition de 50 % (ICsp) a été calculée a
partir du graphe de I'effet de balayage d'’ABTS contre la concentration en extrait, comparee

avec I’acide ascorbique comme standard.

2.3.4. Test de piégeage du radical anion superoxyde

Le piégeage du radical superoxyde par les extraits méthanoliques des trois
vareiétés de datte a était estimé par I’inhibition de I’autoxydation du pyrogallol selon la
méthode décrite par Xu et al. (2012) avec quelques modifications. Briévement, dans une
cuve en quartz, 1.875 mL de tampon Tris-HCI (0.05 M-pH 8.2) contenant différentes
concentration des extraits méthanoliques des trois variétés de datte sont mélangées avec
125 pl de pyrogallol a 0.2 mM. L’augmentation de I’absorbance du milieu est enregistrée
chaque 10 secondes pendant 5 minutes a 1’aide d’un spectrophotometre réglé a 322 nm. La
vitesse d’auto-oxydation est exprimée en Abs/sec. Le pourcentage d’inhibition du piégeage

du radical anion superoxyde est calculé en utilisant I’équation suivante :

A
Activité de piégeage = <1 - (A—E)> x 100
0

Avec, Ap est la vitesse d’auto-oxydation du blanc control en absence d’extrait
méthanolique de datte et Ag est la vitesse d’auto-oxydation en présence des échantillons

testés. L acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle positif.
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Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction

D’aprés le Tableau (1), le rendement d’extraction des composés phénolique des
trois variétés de dattes (Phoenix dactylifra L.) est plus ou moins €levé et varie selon la
variété. Un rendement d’extraction le plus élevé est obtenu avec la datte Timjouhert

(58.20%) tandis que la date Degla baida a le rendement d’extraction le plus faible.

Tableau 1 : Rendement d’extraction (%) de trois vérités de dattes (Phoenix dactylifera L.).

Rendement
Variété de datte

d’extraction (%)

Degla Baida 17.60
Tekerbouchet 33.80
Timjouhart 58.20

2. Teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en caroténoides

Il a été reporté que I’activité antioxydante des extraits de datte est parfaitement
corrélée avec leur teneur en composés phénoliques, en flavonoides et en caroténoides
(Velioglu et al., 1998). Les résultats du dosage de ces constituants phytochimiques sont
regroupés dans le Tableau (2). D’aprés ces résultats, on constate que Tekerbouchet est la
variété de datte la plus riche en polyphénols tandis que la variété Degla Baida est la plus

riche en flavonoides.
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Tableau 2 : Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en caroténoides des extraits

méthanoliques de trois variétés de datte d’ Algérie.

Variété de Polyphénols totaux Flavonoides totaux | Caroténoides totaux
Datte (mg EAG/g résidu sec) (mg EQ/g résidu sec) (mg/grésidu sec)
Tekerbouchet 28.10£0.35 1.14+0.00 1011.17
Timjouhert 23.53+0.15 1.62+0.45 909.88
DeglaBaida 22.33+1.18 6.36+0.73 239.78

Benmeddour et al. (2012) ont trouvé que la teneur des phénols varie de 2,25 a 9,54
mg EAG/g dans des variétés de dattes d’Algérie. Ces teneurs étaient beaucoup plus ou
moins comparables par rapport & nos résultats. Cette différence de la teneur en compose
phénolique est probablement due aux conditions de stockage des dattes, de leur origine, et
au taux différent de matiere fraiche des échantillons. La méthode et les conditions

d’extraction des composés phénoliques peuvent influer également les résultats.

Macheix et al. (1990) signalent que la concentration des polyphénols est trés
variable d'une espece a une autre et d'une variété a autre et diminue réguliérement durant la
maturation et le stockage par différentes voies du brunissement des dattes (Amiot et al.,
1995 ; Nicolas et al., 1994). De plus les variétés de datte Timjouhert et Tekerbouchet
possedent la teneur la plus élevée en caroténoides. Ben-Amotz et Fishler (1998) suggérent
que la différence en teneur en caroténoide entre les variétés de datte peut étre expliquée par

la variété, la maturation et les conditions du stockage des dattes.
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3. Détermination du pouvoir antioxydant et antiradicalaire

3.1. Test du piégeage du radical DPPH

Le DPPH’ est un radical libre stable capable d’accepter des électrons ou d’atome
d’hydrogéne radicalaire pour se transformer en molécule stable (Yim et al., 2010). La
couleur du DPPH change du violet vers le jaune lorsqu’il est réduit par ces processus soit
d’un donneur I’hydrogene ou d’électrons. Les substances qui provoquent cette réaction sont

considérées comme des antioxydants et par conséquent des piégeurs de radicaux libres.

Nous avons constaté que le taux d’inhibition du DPPH augmente avec

I’augmentation de la concentration de 1’ extrait méthanolique de datte (Kanoun, 2011).

Dans le but d’une comparaison entre le pouvoir antioxydant des extraits
méthanoliques des trois variétés de dattes d’ Algérie, leurs valeurs ICsg ont était calculées ou
ICso est la concentration de I'extrait necessaire pour réduire la concentration initiale de
DPPH a 50% dans les conditions expérimentales. L'activité de piégeage du radicale DPPH

est plus élevée pour une valeur ICsg plus faible (Nandhakumar, 2012).

L’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant standard et sa valeur d’ICsg ainsi
calculée est 0.12 mg/ml. Il possede donc une activité anti-radicalaire tres puissante par
rapport aux extraits méthanoliques des trois variétés de datte étudiées (Bougandoura,
2011).

D’aprés les valeurs d’CEsp (Tableau 3), on remarque que I’extrait méthanolique de
datte Degla Baida donne une activité de piégeage de DPPH la plus élevée (CEso = 4.77
mg/ml).
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Tableau 3 : Les valeurs d’CEsg des activités antioxydantes de 1’extrait

méthanolique des trois variétés de datte d’ Algérie.

Variété de datte

DPPH

(CEso; mg/ml)?

ABTS

(CEso; mg/mL)

TPTZ

(CEso; mg/mL)

Piégeage du radical

O, (ECso ; mg/mL)

Tekerbouchet 33.05 20.2 151 3.2
Timjouhert 36.30 2.1 11.6 11.67
Degla Baida 4.77 1.8 8.7 9.36

Acide ascorbique 0.12 0.0016 0.08 0.01

L’extrait méthanolique de datte Timjouhert posséde ’activité de piégeage de DPPH
la plus faible (CEsp =36.30 mg/ml). Ces résultats correlent parfaitement avec les teneurs en
caroténoides et en composés phénoliques des différents extrait methanoliques des variétés
de dattes étudiées (Bulda et al., 2008).

La capacité de piégeage du radical DPPH par I’extrait méthanolique des dattes peut
étre expliqué par la présence des composés plus donneur d’hydrogéne ou aux composés
phénoligues non polaires comme les caroténoides et les tocophérols (Barros et al., 2008 ;
Mui et al., 1998).

3.2. Test de piégeage du radical ABTS

Le radical cation ABTS™ est une méthode spéctrophotométrique courante pour la
détermination du pouvoir antioxydant des composés. Ce chromogene (bleu vert) est facile a
utiliser, posseéde une sensibilité élevée et permet I’analyse rapide de ’activité antioxydante

d’un grand nombre d’échantillons.
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La capacité de piégeage de I’ABTS"" par les extraits méthanoliques des variétés de
datte Timjouhert et DeglaBaida est significativement élevée par rapport a la variété de datte
Tekerbouchet. Par conséquent, ses deux varietés de datte puissent contenir des composés
phénoliques de poids élevé et peuvent étre considéré donc comme une excellente source de

piégeur du radical cationique (Yim et al., 2010).

3.3.  Evaluation du pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

La méthode de FRAP permet de mesurer 1’habilité d’une molécule antioxydante a

réduire I’ion ferrique a pH faible (Singleton et al., 1999).

D’apreés les résultats obtenus, on remarque que 1’extrait méthanolique de datte Degla
Baida a un pouvoir antioxydant le plus élevé par rapport aux autres variétés de datte donc il
est capables de réduire I’ion Fe** en Fe?*. Le pouvoir antioxydant de cette variété de datte
est due probablement a sa richesse en flavonoides qui possédent des propriétés
antioxydantes (Goh et al., 2010).

D’aprés les résultats regroupés dans le Tableau (3), I’acide ascorbique posséde un
pouvoir antioxydant plus élevé par rapport aux extraits méthanoliques des variétés de datte

étudiées.
3.4. Test de piegeage du radical anion superoxyde

3.4.1. Capacité de piegeage du radical superoxide anion

Parmi les différentes especes d’oxygene réactive (ROS), le superoxide est un
oxydant relativement faible. Cependant, il peut se décomposer pour former une espece
d’oxygéne puissante, tel que le radical hydroxyle, I’oxygéne singulet, le peroxyde
d’hydrogéne, qui peuvent participer a la peroxydation des lipides et par la suite
endommager les membranes cellulaires. Cependant, les anions superoxide peuvent etre
piégés par 1’addition de quelques piégeurs ou antioxydants, I’autoxydation est par la suite

empéchée.

Pour mesurer le pouvoir de piégeage du radical anion superoxide par les extraits
méthanoliques des trois variétés de datte, nous avons déterminé aussi I’inhibition de
I’autoxydation de pyrogallol (Xu et al., 2012). Ce dernier peut etre autoxydé en solution
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alcaline pour produire des radicaux d’anion superoxide (‘O*). Le changement de la
couleur du milieu réactionnel représente la teneur des radicaux superoxide et indique

’activité antioxydante de 1’extrait (Xu et al., 2012).

On remarque que le pourcentage d’inhibition de I’autoxydation du pyrogallol
augemente avec I’augmentation de la concentration des extraits méthanoliques des trois
variétés de dattes ainsi que la vitamine C. D’aprés les valeurs d’ICsg ainsi déterminées, le
pouvoir de piégeage des radicaux anions superoxyde de I’extrait méthanolique de la datte

Tekerbouchet est le plus élevée, mais il est faible par rapport a celui de la vitamine C.
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Conclusion

Cette étude a permis d’évaluer la capacité antioxydante et anti-radicalaire des
extraits méthanoliques de trois variétés de dattes d’ Algérie. Les dattes d’ Algérie sont riches
en polyphénols, flavonoides et en caroténoides. Cette richesse est corrélée aux capacités
antioxydantes. Les différentes méthodes utilisées nous ont permis d’établir que, les dattes
peuvent lutter contre les radicaux libres, de plusieurs facons : soit par un effet de piégeage,

ou par un effet réducteur.

L’extrait méthanolique de la datte de Degla Baida semble avoir les activités les plus

¢levées puisqu’il possede les valeurs d’CEsg les plus faibles.

Les dattes constituent de ce fait, une source nutritive potentielle d’antioxydants.
Leur consommation est donc bénéfique pour I’organisme du fait d’un effet protecteur

contre les maladies dégénératives, métaboliques ou cardiovasculaires.

Cette étude n’a pas exploré toutes les propriétés biologiques des dattes. Par
conséquent, il serait intéressant, dans un avenir plus ou moins proche, de compléter notre

étude par la réalisation :

I- d'un screening qualitatif et quantitatif des extraits afin d’identifier les molécules

responsable de I’activité antioxydante des dattes ;

I1- d'une mesure de la biodisponibilité des molécules responsables de I’activité

antioxydante.
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Résumé

Dans ce travail l'activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de trois variétés de datte (Phoenix
dactylifera L.) d'Algérie est mesurée en utilisant quatre méthodes: la capacité de réduire le fer ferrique (méthode
FRAP), le piégeage des radicaux libres (méthode DPPH), I'inhibition du radical superoxide, et le piégeage du
radical ABTS. Les phénols totaux, les caroténoides et les flavonoides ont été déterminés. Les variétés de datte
Tekerbouchet et Degla Baida sont les plus riches en flavonoides, en polyphénol et en caroténoides. L'extrait
méthanolique de Degla Baida posséde ’activité antioxydante la plus élevée. Les dattes d’Algérie représentent
donc une excellente source nutritive vue sa richesse en antioxydants qui peuvent étre utilisés dans les domaines

pharmaceutique et agroalimentaire.

Mots clés : Datte, variéte, activité antioxydante, antiradicalaires, polyphénols.

Abstract

In this work, we have tested the antioxidant activity of the methanolic extracts of three date varieties
from Algeria using four methods: the ability to reduce the ferric iron (FRAP method), free radical scavenging
(DPPH method), the inhibition of the superoxide radical, and the trapping of the radical ABTS. Total phenols,
carotenoids and flavonoids were determined. The varieties of dates Tekerbouchet and Degla Baida are the
richest in flavonoids, polyphenol and carotenoids. The methanolic extract of Degla Baida has the activities
highest antioxidant and anti-radical properties. The dates of Algeria therefore represent a good nutrient rich in

natural antioxidants that can be used in the pharmaceutical and agri-food sector.

Key words : date, variety, antioxidant activity, antiradicals, polyphenols.
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