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Introduction

De par sa situation géographique particuliere, 1’ Algérie bénéficie d’une gamme tres variée
de climats favorisant le développement d’une flore riche et diversifiée. En effet, le territoire
Algérien couvre d’importantes ressources végétales réparties sur les cotes, les plaines, les
montagnes, la steppe, le Sahara et est auteur de points d’eau. Ces ressources naturelles sont
importantes pour 1’économie algérienne et pour le maintien de 1’équilibre écologique de la
région.

Du fait de leurs abondances dans la nature et de leurs utilisations par les populations
locales pour se soigner, certaines plantes se sont imposées dans le monde médicinal.

Depuis des millénaires, ’homme puise dans son environnement les connaissances
nécessaires a sa survie et a son bienétre. Avant méme de posséder 1’usage du langage, il
pouvait transmettre 1’expérience de la médecine et de tous types de remedes naturels pour
finalement élaborer ce que nous appelons aujourd’hui « la médecine traditionnelle ».

Ces dernieres années, le recours a la médecine traditionnelle s’est répandu partout dans le
monde et a gagné en popularité, non seulement les populations des pays en développement
qui y ont accés, mais aussi ceux des pays ou la biomédecine occupe une grande place dans les
systémes de santé. L’étude de ces connaissances ancestrales par les sciences modernes révele
progressivement quelques secrets de la nature qui permettent a ’homme de poursuivre son
évolution.

Une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur 1’é¢tude de molécules
antioxydantes naturelles qui agissent comme captateurs de radicaux libres. Ces derniers sont
produits quotidiennement par 1’organisme. Ce sont des composés tres réactifs comportant un
électron célibataire et nécessaires a des mécanismes vitaux. La surproduction de ces radicaux
peut étre néfaste pour I’organisme. En effet, ils endommagent de nombreux composants
cellulaires aussi divers tels que les protéines, les lipides ou I’ADN en entrainant un stress
oxydatif.

Les composés antioxydants font actuellement 1’objet de nombreuses études car, en plus
d’un intérét dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilisés pour la
conservation des denrées comestibles pour I’industrie agroalimentaire (par exemple empécher
I’oxydation des lipides) (Pan et al.,2008).

Au bout des derniéres années les antioxydants commerciaux utilises étaient des
antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene
(BHT), le tertiobutylhydroquinone (TBHQ) et le propylgallate (PG); mais ils ont été suspectés
de posséder une certaine toxicité et qu’ils étaient responsables de dommages causés dans le

foie et de carcinogenese. De ce fait, I'importance des antioxydants s’est focalisée sur le
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développement de la recherche et I’isolation des antioxydants naturels a partir des végetaux et
cela pour remplacer ceux qui sont synthétiques (Pan et al.,2008 ; Atmani et al., 2009).

La plupart des antioxydants isolés a partir des plantes sont des polyphénols. Dans cette
famille, on retrouve une classe de métabolites secondaires reconnus responsables de ces
nombreuses activités biologiques comme les flavonoides qui sont dotés d’activités
antioxydantes, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti-carcinogenes (Ghedira, 2005).

Plusieurs études ont confirmé la contribution des polyphénols et des flavonoides des
extraits végétaux a I’activité antioxydante in vitro. Les plantes constituent donc une source
intéressante de nouveaux composés dans la recherche de molécules bioactives.

Les propriétés antioxydantes et antiradicalaire des dattes commercialisées en Algérie, en
Tunisie et au Maroc n’ont pas été suffisamment étudiées par rapport aux autres fruits (Mrabe
et al., 2015 ; Bouhlali et al., 2016 ; Benmeddour et al., 2013 ; Kchaou et al., 2013).

Par conséquent, 1’objectif principal de notre étude consiste a la recherche des activités
antioxydante et antiradicalaire des extraits bruts de sept variétés de dattes d’Algérie en
utilisant le méthanol comme solvant d’extraction.

Ce mémoire présenté en trois grandes chapitres est séquencé comme suit. Le premier
chapitre concerne un rappel bibliographique sur le palmier dattier, la datte, les antioxydants
et le stress oxydatif. Le deuxiéme chapitre décrit les principales les procédures
experimentales. Le troisiéme chapitre est consacrée a une discussion des résultats obtenus.
Enfin, une récapitulation succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a

des études ultérieures, sont regroupées dans la conclusion.
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I. Généralités sur le palmier dattier

1.1 Historique sur le palmier dattier

Le palmier dattier pu exister a 1’état spontané dans plusieurs régions, au moyen orient et
en Afrique, en particulier en certains points du Sahara comme le Fezzan.

Arbre des zones semi-arides et arides, il est présent, sur le pourtour méditerranéen, de la
Mauritanie a I’ Arabie, et au- dela, en Iran, jusqu'a I’Indus, il a été domestiqué avant plus 5000
années. A I’origine de 1’ere Mésopotamie (Munier, 1981). Deux hypothéses ont été proposées
sur son 1’origine, I’une considére que le palmier descende d’une ou de divers espéces de genre
Phoenix cultivés localement dans leur milieu naturelle. L’autre qui la considére comme un
hybride issu de plusieurs especes non classé de genre Phoenix (Bennaceur et al. ,1991).

Les Sumeériens auraient été les premiers phéniciculteurs, dans la région du Shatt al Arab,
entre le Tigre et I’Euphrate (Benchelah et Maka, 2006). On posséde de nombreuses preuves
d’une pratique trés ancienne, datant de plus de quatre mille ans en par exemple, ou des
palmiers cultivés sont représentés dans les tombes des pharaons dés le Moyen Empire. Selon
des rapports de fouilles, dans la sépulture de Toutankhamon (datant de 1300 avant notre ére)
donc au Nouvel Empire (Reeves N, 2003, Benchelah et Maka, 2006).

Dans le Sahara, au Tassili, sur les parois rocheuses, quelques palmiers ont été représentés
dans un contexte de figures schématisées (Benchelah et Maka, 2006). Ces ceuvres peintes
remontent a la période la plus récente de I’art rupestre. Si on ne peut donner de datation
précise de ces peintures, les représentations correspondent bien a ce qu’Hérodote, cing siécles
avant notre ere, nous apprend sur les oasis sahariennes du désert Libyque ou les tribus
nomades pratiquaient la récolte des dattes(Hérodote, 1988). La plus parts des chercheurs
pensent que Phcenix dactyliferaest I’espéce végétale la plus ancienne cultivée au Sahara,
néanmoins 1’associer obligatoirement aux avancées berbéres a travers ce désert n’est pas du
tout prouvé. La phéniciculture y aurait été introduite par les phéniciens. Dans la Bible, le
palmier et les dattes sont bien sdr cités, mais ils sont surtout évoquées dans de nombreuses
sourates du coran. C’est un des bienfaits accordés par Dieu aux croyants, n’est-ce pas au pied
du dattier que Marie se retire pour accoucher, ou un ange lui conseille de secouer le tronc : «lI
fera tomber sur toi des dattes fraiches bonnes a cueillir! »(Sourate 19. Mariam).La tradition
puis les poetes ne cesseront de le vanter, ce qui reflete son importance dans toute la zone

orientale.
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1.2 Définition

Le palmier dattier : Phoenix dactylifera L., provient du mot (Phoenix) qui signifie dattier
chez les phéniciens, et dactylifera derive du terme grec (dactulos) signifiant doigt, allusion
faite a la forme du fruit (Djerbi, 1994).

Le dattier c’est une espéce dioique, monocotylédone arborescente, appartenant a une
grande famille d’arbres a palmes et produit des dattes (Gilles, 2000;Mazoyer, 2002).

Il s’agit d’une herbe géante qui s’éléve a plus de 20 métres de haut : un stipe élancé, plutét
qu’un vrai tronc, sans cerne de croissance, terminé par un unique bourgeon d’ou émerge un
panache de longues feuilles pennées de 5 a 6 métres de long. Il ne porte jamais de branches :
le long du stipe, on distingue les cicatrices foliaires, trace des palmes séches. C’est seulement
au bout de quatre a cing ans, quand il fleurit et que les spathes éclatent laissant apparaitre une
grande quantité de fleurs, qu’on reconnait I’arbre méale de I’arbre femelle. Ses fruits les dattes,
se présentent en énormes grappes, les régimes, formés de trés nombreuses branchettes. En
effet, il suffit d’un noyau semé pour donner une pousse, mais de nombreux rejets vont
envahir la base du stipe qu’il faudra ensuite élaguer (Brac de la Perriére, 1995). L’entretien
seul assure son allure au dattier. L’intervention de I’homme s’avére indispensable a toutes
les étapes de sa croissance. C’est donc bien d’un arbre domestiqué qu’il s’agit (Benchelah et
Maka, 2006).

1.3 La classification botanique

La place du palmier dattier dans le regne végetal est rappelée ci-dessous (Feldman, 1976) :

Groupe: Spadiciflores
Ordre :Palmale

Famille : Palmacées

Sous famille :Coryphoidées
Tribu :Phoenicées

Genre :Phoenix

Espéce :Dactylifera L.

Le genre Phoenix comporte au moins douze espéces, la plus connue est le dactylifera, dont
les fruits " dattes " font 1’objet d’un commerce international important (Espiard, 2002).

1.4 Ecologie

Les palmiers sont de la famille des palmacées ou acéracées. Les palmiers sont a I’origine,
des arbres des régions tropicales humides, mais au cours des ages, ils se sont adaptés aux

climats chauds, semi-arides ou arides.
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En Afrique subsaharienne, cette famille est largement représentée, au Sahara, on n’en
rencontre que deux espéces, d’une importance économique majeure, Hyphaenethébaica, le
palmier doum, Pheenix dactylifera, le palmier dattier (Benchelah et Maka, 2006).

Les palmiers dattiers sont cultivés comme arbres fruitiers dans les climats cités. Ces arbres
peuvent s'adapter a de nombreuses conditions grace a leur grande variabilité (Gilles, 2000).

Elles sont connues : une température constante superieure a 30°C (espéces thermophile)
pendant la maturation, une forte luminosité, une humidité relative faible, surtout pas de pluie
sur les fruits. L’arbre veut un sol toujours humide et il supporte méme un léger degré de
salinité¢ (Munier, 1973 ; Toutain, 1979). Aussi la proximité d’un cours d’eau ou d’une nappe
phréatique importante est-elle nécessaire (Benchelah et Maka, 2006). Si I’eau n’est pas en
quantité suffisante, il faut irriguer et arroser. D’ailleurs, les Sahariens disent que pour
produire de bons fruits « le dattier doit avoir la téte dans le feu et les pieds dans I’eau. La
palmeraie est donc indissociable de 1’oasis, qui seule, correspond dans le désert aux
conditions de microclimat requises (Benchelah et Maka, 2006).

1.5 Cycle biologique du palmier dattier

L’arbre consiste de plantes males et femelles, et c’est sur la plante femelle que se
développent les fruits ou dates. Un plant méle est capable de polliniser entre 40 a 50 plantes
femelles. Le palmier dattier produit entre 5 et 15 bouquets de par arbre. Chaque bouquet
peut contenir jusqu’a 1000 dates correspondant a un poids approximatif entre 6 a 8 kg. Un
arbre de palmier commence a produire des dates a partir de 3 ans, mais genéralement entre 3
et 5 ans. Il peut rester vivant et productif pendant 150 ans environ (Benchelah et Maka, 2006).
I1. Géneralités sur la datte

11.1 Définition

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie, généralement de forme allongée, oblongue
ou arrondie. Elle est composée d’un noyau, ayant une consistance dure, entouré de chair
Figure (1). La partiec comestible de la datte, dite chair ou pulpe, est constituée d’un :

1 péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommée peau ;

71 mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et de

couleur soutenue ;

71 endocarpede teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane

parcheminée entourant le noyau Figure (1) et (2) (Espiard, 2002).
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Les dimensions de la datte sont trés variables, de 2 a 8 cm de longueur et d’un poids de 2 a
8 grammes selon les variétés. Leur couleur va du blanc jaunatre au noir en passant par les
couleurs ambre, rouges, brunes plus ou moins foncées (Djerbi, 1994). La chair et le noyau
représentent environ 85 a 90% du poids total du fruit (Hussein, Alhadrami, & Khalil, 1998).

Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau Noyau de profil et de dos

Micropyle

Pénanthe

Mésocarpe - == = Tégument Rainure
Endocarpe - Novau ( <=~ Albumen ventrale
- -~
* Micropyle ‘,
Epicarpe

Figure 1: Datte et noyau du palmier dattier (Buelguedj,
2001).

Datte
entiére
Tissu
Fissu blanc
blanc
Noyau [issu
pigmenté

Figure 2 : montre une coupe réelle au niveau de datte (Chibane,
20NKR)

11.2 Formation et maturation
Les fleurs fécondées, a la nouaison, donnent un fruit qui évolue en taille, en consistance et

en couleur jusqu’a la récolte (Gilles, 2000). La datte passe par différents stades d’évolution
(Sawayaet al, 1983 ; Benchabane et al, 1996 ; Al-Shahib et Marshall, 2002).
6
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Le Tableau (1) présente les stades d’évolution de la datte et les appellations utilisées en
Afrique du Nord et en Irak.
Tableau .1 : Stades de développement des dattes (Djerbi, 1994).

Stades de développement de la datte
Pays
| [ [1 Y% \%
Irak Hababouk Kimiri Khlal Routab Tamr
Algérie Loulou Khlal Besr Martouba ['amr
Libye - Gamag Bser Routab lamr
Mauritanie Zei l'efejena Enguet Blah ['amr

les 5 stades de maturation phrénologique cités ultérieurement et repris dans toutes la

bibliographie IPGRI (2005), Bekr (2002), Belguedj (2002), Barreveld (1993), Okaidi (1987),
Munier (1973) et Dawson (1963) sont les suivants :
Khalal : Stade qui suit immédiatement la fécondation. A la fin de ce stade la datte est de
forme arrondie, de couleur jaunatre a reflets verdatres (Bousdira, 2007)
Blah : C'est durant ce stade que la datte grossit rapidement et prend une couleur vert pomme.
Bser : Stade de développement de la datte elle prend sa forme et sa taille finale et passe de la
couleur verte a une autre couleur caractéristique du cultivar : jaune, brun, noire, rouge
(IPGRI, INRAsS/PNUD, FEM, 2005)
Rotab : Ce qui caractérise ce stade c'est I'apparition progressive de points d'amollissement. En
général selon Cavell (1947) et Turell (1940) ce changement de texture commence par la partie
supérieure de la datte (cote perianthe). La datte devient translucide, sa peau passe du
jaune, chrome a un brun presque noir ou vert selon les variétes.
Tmar : Stade ou la datte est complétement mdre. La consistance du fruit est comparable a
celle du raisin et des prunes. Dans la plupart des cultivars, I'épicarpe adhére au mésocarpe et
se ride au fur et & mesure que celui-ci diminue de volume. La couleur de I’épiderme et de la
pulpe fonce progressivement.

1. 3 Classification des dattes

D’apres Espiard (2002), la consistance de la datte est variable. Selon cette caractéristique,
les dattes sont réparties en trois catégories :

[l Dattes molles : Ahmar (Mauritanie), Kashram et Miskani (Egypte, Arabie-Saoudite) ;

[l Dattes demi-molles : Deglet-Nour (Tunisie, Algerie), Mehjoul (Mauritanie), Sifri et

Zahidi (Arabie-Saoudite) ;
1 Dattes seches de consistance dure : Degla-Beida et Mech-Degla (Tunisie et Algérie),

Amersi (Mauritanie).
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I1. 4 Composition biochimique de la datte

Les dattes (Phoenix dactyliferal.) constituent spécifiguement un important aliment dans
les régions arides et semi-arides du monde, elles contiennent des carbohydrates de 44 a 88%,
principalement du fructose, du glucose et du saccharose ; des lipides de 0.2 & 0.5% ; des
protéines de 2.3 a 5.6% ; des fibres diététiques de 6.4 a 11.5% ; des éléments minérales (le
pourcentage de chaque minérale dans les dattes seches varie de 0.1 a 916 mg/100g de datte),
et des vitamines (comme vitamine C, B1, B2, A, riboflavine et niacine) (Al-Hooti et al., 1995;
Al-Shahib et Marshal, 2003; Sawaya et al., 1982).Le taux en eau des dattes est variable, et
peut atteindre au maximum 25% (Belarbi et al., 2000).
En plus de sa valeur nutritionnelle, les dattes sont riches en composés phénolique qui
possedent une activité antioxydante (Mansouri et al, 2005 ; Vayalil, 2002 ; Al-Farsi et al,
2005 ; Vinson et al, 2005). Les dattes sont aussi une bonne source des macroéléments comme
le phosphore, le fer, potassium et d’une quantité importante en calcium (Gamil-Abdel-Hafez
et al., 1980; Anwar-Shinwari, 1987).
I11. Les oxydants, les antioxydants et le stress oxydatif

I11.1 Les radicaux libres

111.1.1 Définition

Un radical libre est une molécule avec un ou plusieurs électrons non appariés dans
I'orbitale externe. Cette propriété les rend trés instable et tres réactif, en essayant de capturer
I'électron nécessaire a partir d'autres composés pour obtenir la stabilité. Lorsque la molécule
attaquée perd son électron, elle devient elle-méme un radical libre, commencgant une réaction
en chaine. Plusieurs de ces radicaux libres sont sous forme des especes réactives de lI'oxygene
(ERO) telles que: le radical superoxyde (O,"), le radical hydroxyle (OH"), le radical pyroxyle
(ROOQ’) et de I’azote: tels que le radical oxyde nitrique (NO°), ceux-ci peuvent se produire, en
raison du stress oxydatif provoqué par un déséquilibre du systéme de défense antioxydant
corporel.

Les ERO attaguent les molécules biologiques telles que les lipides, les protéines, les
enzymes, I’ADN et ’ARN menant aux dommages de la cellule ou du tissus liés au

vieillissement(Meenakshi et al., 2009 ; Surh et Packer, 2005).
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111.1.2 Les types des radicaux libres
Les principaux ERO et les ERN sont présentés dans le Tableau (2) suivant:
Tableau 2: Les espéces réactives de l'oxygene et de l'azote d'intérét biologique

(Devasagayam et al, 2004).

Especes réactives  Symbole Demi-vie Réactivité / Remarques
(en sec)

Espéces réactives de I’oxygene

Superoxyde 0,” 10° Généré dans les mitochondries, dans le systéme
cardio-vasculaire et d'autres

Radical hydroxyle OH’ 10°° Tres réactif, générés pendant la surcharge en fer et
les conditions de notre corps.

Peroxyde H,0, Stable Formé dans notre corps par un grand nombre des

d’hydrogéne réactions et des rendements puissants des espéces
commeOH’

Radical pyroxyle = ROO’ 1 Réactif et formé a partir des lipides, protéines,

ADN, sucres, etc. pendant le dommage oxydatif

Hydroperoxyde ROOH Stable Réagit avec les ions métaux transitoires pour
organique donner des espéces réactives
Oxygene singulet O, 10°® Trées réactif, formé au cours de la

photosensibilisation et les réactions chimiques

Ozone Os 1 Présente comme un polluant atmosphérique, peut
réagir avec différentes molécules, ce qui donne O,

Espeéces réactives de I’azote

Oxyde nitrigue NO’ 1 Neurotransmetteur et régulateur dela pression
artérielle, peut produire des oxydants puissants
pendant des
états pathologiques.

Peroxynitrite ONOO 10° Fortement réactif,formé a partir de NO'et O~

Acide ONOOCH Assez stable  Forme protonéede ONOO™

Peroxynitrous

Bioxyde d'azote NO; 1 Formé au cours de la pollution atmosphérique.

111.1.3 Role physiologique de radicaux libres
Les ERO/ERN sont connus pour jouer un double réledans les systémes biologiques, puisqu'ils
peuvent étre nocifs ou bénéfique aux systemes vivants. Les effets bénéfiques du ROS lorsqu'il
est formé en faibles quantités, ils peuvent agir comme des seconds messagers intracellulaires,
la modulation de la fonction des voies biochimiques médiées de telles réponses, telles que la

croissance des cellules vasculaires lisses des muscles et les fibroblastes.
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En revanche, a haute concentration, les ERO peuvent étre des médiateurs importants du
dommage des structures cellulaires, y compris les lipides et les membranes, les protéines et
les acides nucléiques (Valko et al., 2006 ; Griendling et al., 2003).

111.2 Les antioxydants

111.2.1 Définition

Tous les organismes possedent des systemes de réparation et de défense antioxydant qui
ont évolués pour les protéger contre le dommage oxydatif, ces systémes sont insuffisants pour
empécher le dommage entierement. Cependant, les suppléments antioxydants, ou les aliments
contenant les antioxydants, peuvent étre employés pour aider le corps humain a réduire le
dommage oxydatif (Yang et al, 2002).

Un antioxydant est n'importe quelle substance qui, lorsqu'elle est présente a des
concentrations faibles par rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou empéche
I'oxydation de ce substrat de maniére significativeen donnant un électron et/ou un atome
d'hydrogene. Les antioxydants peuvent agir de différentes maniéres: par chélation des métaux
(empéchant la formation des radicaux libres), piégeage des radicaux libres, agissant comme
une chaine de rupture (arrétant la propagation des radicaux libres), faisant partie du réseau
antioxydant redox, et/ou de régulation de 1’expression du géne (Celep et al., 2012 ; Surh et
Packer, 2005).Selon Vijay et Vimukta (2014) et Birben et al.( 2012), les antioxydants sont
classés comme suit :

[ Les antioxydants naturels ;

1 Antioxydants enzymatiques ;

1 Antioxydants non enzymatiques ;

71 Les antioxydants synthétiques.

111.2.2 Antioxydants naturels
111.2.2.1 Antioxydants enzymatiques

Catalase :C'est est une enzyme présente dans les cellules des plantes, des animaux et des
bactéries aérobies. La catalase est située dans une organelle cellulaire appelée le peroxysome.
Elle favorise trés efficacement la conversion du peroxyde d'’hydrogene en eau et oxygene
moléculaire, une molécule de catalase peut convertir environ 6 millions molécules du
peroxyde d'hydrogéne chaque minute (Valko et al, 2006) selon la formule suivante :

H,O; + H,O,—> 2H,0+ 0,

10
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Superoxydedismutase:L’enzyme superoxydedismutase (SOD) est une métalloprotéine qui
contient le fer, le manganése ou le cuivre plus le zinc en tant que groupes prosthétiques, il est
impliqué dans la neutralisation de 1’anion superoxyde (O’;)en le transformant en peroxyde
d’hydrogéne (H,0O;), évitant ainsi la formation de dérivés plus toxiques comme la
peroxynitrite (ONOO") ou le radical hydroxyle (HO").Le mécanisme catalytique comporte
I'oxydation et la réduction sequentielle des ions metaux, qui fournitla canalisation
électrostatique des radicaux superoxydes dans le site actif (Oztiirk et al., 1999 ; Afonso et al,
2007).L’activité SOD constitue un élément essentiel dans le systeme cellulaire antioxydant
pour protéger la matrice extracellulaire ainsi que les cellules contre les effets délétéres de
1’0", etsesdérivés. Le SOD catalyse la dismutation de 1’0", en dioxygene et H,O, selon la
formule suivante (Afonso et al.,2007):

07+ 0% +2H ——H,0,+ 0,

Glutathion peroxydase (GSH-Px) et réductase (GSH-R) : Le GSH-Pxs sont une famille des
enzymes tetramériques qui contiennent un acide aminé unique le sélénocystéine dans les sites
actifs et utilisent les thiols de faible poids moléculaire, tels que le glutathion réduit (GSH)
(Birben et al, 2012) pour réduire le peroxyde dhydrogene H,O, et les hydroperoxydes
lipidiques en eau (ou alcool) selon les formules (Valko et al, 2006):

2GSHquit + H20,GSSGmxyme + 2H,0

2GSH¢quit + ROOH ————> GSSGoyyas + ROH + H,0

La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour r6le de régénerer le GSH a partir du
GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Piquet et Hebuterne, 2007 ;
Smythies, 1998).

111.2.2.2 Antioxydants non enzymatiques

Les caroténoides :cesont des pigments qui sont trouvés dans les plantes et les micro-
organismes. Il y a plus de 600 caroténoides produisent dans la nature (Valko et al, 2006).

Ils incluent les hydrocarbures, le lycopéne, le P-carotene, et les xanthophylles (qui
possedent une substitution hydroxyle et/ou carbonyle sur une ou les deux groupes des
extrémités de la molécule):astaxanthine, canthaxanthine, luteine, et zéaxanthine(EI-Agamey et
al, 2004).

L'activité antioxydante des caroténoides provient principalement du fait de la capacité de la
structure a double liaison conjuguée a délocaliser les électrons non appariés. Cela est
principalement responsable de la capacité excellente de [-carotene pour protéger

physiquement 1’oxygene singulet sans dégradation, et pour la réactivit¢ chimique de B-

11
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caroténe avec les radicaux libres, tels que ROO’, OH" et O,”. A des concentrations
suffisamment élevées, les caroténoides peuvent proteger les lipides contre les dommages de
peroxydation.

Geéneralement, trois mecanismes sont proposés pour la réaction de radicaux libres avec les
caroténoides: I’addition radicalaire, I’abstraction d'hydrogene du caroténoide et la réaction de
transfert des électrons (Valko et al, 2006).

Vitamine C : est un composé organique hydrosoluble exigé pour la synthése des globules
rouges et du collageéne, elle est obtenue principalement par 1’alimentation (Figure 3) (Vélez-
Alavez et al, 2014). La vitamine C a des propriétés antioxydantes et des fonctions
métaboliques importantes (Bourgeois, 2003) et agit comme un élément terminal dans la
protection contre le dommage du tissu provoqué par les radicaux libres, mais quand les deux
vitamines C et E sont présentes, la fonction majore de la vitamine C est la restauration de la
vitamine E (Vélez-Alavez et al, 2014).

HO
i H
HO H

Figure 3:Structure de 1’acide ascorbique (Birben et al, 2012).

Vitamine E :la vitamine E naturelle est constituée d’une séric de composés appelés
tocophérols et tocotriénolsse représente sous forme de (a-, B-, y-, 6-) (Figure 4). C’est dans la
stéréochimie du RRR-a-tocophérol, que la vitamine E présente ’activité biologique la plus
élevée (Bourgeois, 2003).L’a-tocophérol, la forme principale de la vitamine E, est un
antioxydant liposoluble, et il fonctionne comme un antioxydant de rupture de chaines pour la
peroxydation de lipide (LP) dans les membranes cellulaires et également comme un piégeur
des ERO tel que I'oxygene singulet(Barros et al, 2008).La vitamine E est impliquée dans la
réponse immunitaire et peut-étre un de ses fonctions physiologiques principales pour protéger
les membranes contre le dommage oxydatif (peroxydation de lipide) en réduisant les

peroxydes lipidiques en alcool (Vélez-Alavez et al., 2014 ; Bourgeois, 2003).

12
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RI
HO CH; CH;  CHs
R' o CH,
cH, O3 S a R'=CHz, R" = CH;
oco rols
? B: R'=CHs, R"=H
R’ T
HO CH;  CH;  CHj - R=H.R"=CHs
5 R=H. R =H
R" 0 - # #CH,
CH4 G
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Figure 4:La structure de base des tocophérols et tocotriénols(Lampi, 2011).

Les polyphénols :Les polyphénols sont apportés par une alimentation d’origine végétale et
présentent une grande diversité structurale. Les sources principales des composés phénoliques
dans la nourriture humaine sont les fruits, les Iégumes, et les boissons (Kapur et Kapoor, 2001
; Dimitrios, 2006). Les sources notables des polyphénols incluent les baies, le thé, le
raisin/vin, I'huile d'olive, le chocolate/cocoa, le café, les noix, les arachides, le borojo, les
grenades, le mais éclaté, et d'autres fruits et Iéegumes (Vinson et al., 2001 ; 2002).

Les composés phénoliques sont des composés aromatiques hydroxylés, possédant un ou
plusieurs cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupements hydroxyle (Palacios et al,
2011). En nature, les composés phénoliques sont habituellement trouvés conjugués aux sucres
et des acides organiques (Matthews et al, 1997). Ils incluent un grand nombre de sous classes,
telles que les flavonoides, les acides phénoliques, y compris les acides hydroxybenzoiques et
les acides hydroxycinnamiques, les stilbénes, les lignanes, les tannins, et les polyphénols
oxydés, montrant une grande diversité de structure (Palacios et al., 2011).

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (Tableau 2)
qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a
des formes tres polymérisées), ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d’autre molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites
secondaires pouvant étre ou non des composeés phénoliques) (Macheix et al, 2005).

Une propriété importante des groupements hydroxyles des phénols est leur acidité due a la
labilit¢ des protons acides, qui entraine la formation d’anions phénoxydes stabilisés par
résonnance. Cet anion, a la possibilité de perdre un électron pour former un radical (Sartori-

Thiel, 2003) ; I’¢lectron, lui, pouvant étre récupéré par un radical libre.
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Tableau 3 :

Les principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2005).

Squelette  Classe Exemple Origine (exemple)
carboné
Cs Phénols simples Catéchol
Ces-Cy Acides hydroxybenzoique p-Hydroxybenzoique Epice, fraise
Ces-Cs Acides hydroxycinnamiques Acide caféique, Pomme de terre, pomme
férulique
Coumarines Scopolétine, esculétine  Citrus
Ces-C4 Napthoquinones Juglone Noix
Ce-C,-C5 Stilbénes Resvératrol Vigne
Cs-C;5-Cs Flavonoides
Flavanols Kaempférol, quercétine  Fruits, légume, fleurs
Anthocyanes Cyanidine, Fleurs, fruits rouges
pélargonidine
Flavanols Catéchine, épicatéchine  Pomme, Raisin
Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
(Ce-Cs), Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Ca)n Lignines Bois, noyau des fruits
(Cis)n Tannins Raisin rouge, kaki

La structure aromatique du radical phénoxyde ainsi formé lui confére une certaine stabilité,
donc une réactivité plus faible, en raison de la délocalisation du radical (Leopoldini et
al., 2011).

substitutions les plus rencontrées sur les phénols des végétaux sont principalement la

Il peut, ensuite, réagir avec un autre radical libre (Korkina et al., 2012).Les

méthylation et la conjugaison avec des esters et des glycosides, lesquels peuvent étre acyleés.
Les polyphénols sont généralement glycosylés dans leur état naturel (Sartori-Thiel, 2003).
Par conséquent, l‘aptitude de certains polyphénols a étre naturellement présents sous
forme glycosidique dans 1’aliment leur octroie une biodisponibilité toute relative. En effet, il
a été montré que la glycosylation, la conjugaison et la polymérisation tendaient a

diminuer leur absorption intestinale (Manach et al., 2004).
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111.2.3 Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont des composes phénoliques synthétisés au laboratoire et
ont été employés dans la stabilisation des aliments. Les plus largement utilisés sont
I’hydroxyanisolebutylé (BHA), I’hydroxytoluénebutylé (BHT),
I’hydroxyquinonebutylétertiaire (TBHQ), et le gallate de propyle (PG) qui sont souvent
ajoutes aux aliments pour preserver les graisses contre la déterioration oxydative (Tableau 3).
Pendant les derniéres décennies, il y a un intérét croissant pour le remplacement des
antioxydants synthétiques par des alternatives naturelles, a cause de leurs problemes de
sécurité et de toxicité (Cheung et al, 2003 ; Shalaby et al, 2013 ; Zhang et al, 2007).
V. Stress oxydatif

1V.1 Définition

Les cellules vivantes, y compris ceux de I'nomme, les animaux, et les plantes, sont
continuellement exposées a des variétés de defis qui exercent un stress oxydatif. Le stress
oxydatif survient dans un systéme biologique aprés une augmentation de 1’exposition des
oxydants, et une diminution de la capacité antioxydante du systéme. Il est souvent associé
avec ou meéne a la génération des espéces réactives de I'oxygene (ERO), y compris les
radicaux libres, qui sont fortement impliqués dans la pathophysiologie des maladies, telles
que le cancer, I’arthrite rhumatoide, la cirrhose et D’artériosclérose aussi bien que des
processus dégénératifs liés au vieillissement (Barros et al, 2008).

V.2 Stress oxydatif et atteintes pathologiques

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de I'évolution. La plupart des maladies induites
par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le vieillissement diminue les défenses
antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux (Figure 12).
En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoireaigue, cedéme pulmonaire,

vieillissement accéléré (Favier, 2003).
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Radicaux libres endogénes Radicaux libres endogenes

Augmentation des radicaux libres et/diminution de défense antioxydant

|

Stress oxydatif/dommage oxydatif

l l l l l

Maladie auto-immune (arthrite) Maladies

Diabéte et ses Maladie du foie  Inflammation
complications v cardiovasculaires
Colite, maladie inflammatoire de 'intestin

Cancer

Figure 5: Organisation des radicaux libres et leur impact sur la santé humaine (Vijay et
Vimukta, 2014).
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I. Matériels
I1.1 Matériel biologique

Nous avons effectué des expérimentations sur sept variétés de dattes achetées du

marché local de la région de Laghouat (Tableau 4).
Tableau 4: Les sept variétés de dattes (Phoenix dactylifera L.) utilisées lors de

cette étude.

Nom commun

Photo

Deglet nour

Degla baida

timjhourt

takerboucht

tedala

ghares
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11.2 Produits chimiques

Le méthanol, I’acide sulfurique (H2SO4), I’ABTS (2, 2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-
6-sulfonic acid)),le TPTZ (2,4,6-tris-2,4,6-tripyridyl-2-triazine), persulfate de potassium
(K2S,0g), le chloroforme, le DPPH (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ferricyanure de
potassium KsFe(CN)g , chlorure de fer (FeCls), Na,HPO,, KH,PQ,, acide trichloracétique,
acide hydrochlorique, iodate de potassium(KI), Hgcl3, 12, Nh4OH, I’acide acétique glacial, ,
I’acide gallique, le carbonate de sodium, le FolinCiocalteu, liqueur de Fehling, la ninhydrine,
le nitrite de sodium, et le chlorure d’aluminium (AICl3) sont fournis par Fluka. Tous les autres
produits chimiques utilisés dans ce travail sont de grade analytique.

I1. Méthodes

I1.1 Préparation de ’extrait méthanolique

50 g de chaque variété de datte dénoyautée sont introduites dans un flacon en verre
contenant 100 ml de méthanol absolu pour une maceération de 24 heures a température
ambiante (30°C). Le macérat obtenu est ensuite filtré sur papier filtre. Les filtrats sont ensuite
centrifugé a 2000 tr/min pendant 10 min puis lessurnagents sont regroupés puis évaporés a sec
sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif (BlichiRotavapor R-144, Suisse) a 45°C.

L’extrait sec est dissout dans un volume appropri¢ 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 hermétiquement pour une utilisation ultérieure.

Le rendement d’extraction est déterminé a 1’aide de 1’équation suivante:

masse du résidu sec apres évaporation du solvant

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

Le rendement d’extraction est exprimé en gramme de résidu sec par 100 grammes de la
matiére végétale initiale.

11.2Tests phytochimiques

L’analyse phytochimique consiste & la mise en evidence des différentes familles
de composés chimiques présents dans 1’extrait méthanolique des différentes variétés
de datte par la réalisation de réactions chimiques caractéristiques.

Les tests sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de coloration et de

précipitation ainsi que des examens en lumiére ultraviolette.
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11.2.1 Les composeés réducteurs
Leur détection consiste a traiter 1ml de D’extrait (50ul d’extrait + 0.95 ml
méthanol) avec 2 ml de la liqueur de Fehling (Iml de solution A + 1ml de solution
B), puis chauffer dans le bain marie (70°, 2 min). Un test positif est révélé par la
formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
11.2.2 Les acides aminés
Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine5% (4 g
ninhydrine ; 40 ml méthanol). 50 plde I’extrait (50ul d’extrait + 0.95 ml méthanol)
avec 1ml de ninhydrine.Chauffer dans le bain marie et observer le changement de
couleur. La présence des aminoacides est confirmée par [’apparition d’une couleur
violette (Harbone, 1998).
I1. 2.3 Les phénols
A 1ml de Dextrait (50 pl d’extrait + 0.95 ml méthanol) avec quelques gouttesdu
chlorure ferrique FeCI3 (5%). En présence de tanins galligue on observe une
coloration bleu noire alors qu’en présence de tanins catéchique cette coloration est
une brune verdatre (Rizk ,1982)
11.2.4 Les flavonoides
La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter50 plde 1’extrait (50 ul
d’extrait + 0.95 ml méthanol) avec 1ml HCI (1%)et 100 pl de NaOH.
La présence des flavonoides est mise en ¢évidence par Dapparition d’une
coloration jaune (Palaniselvamet al, 2014).
11.2.5 Les stérols et les triterpénes
La révélation des stérols et les triterpénes ont été mis en évidence par la méthode
de Libermann. On évapore 1 ml de [Iextraitbrut dans une boite de Petrie
(évaporation par stérilisateur), le résidu secest dissout par [’acide acétique nous
avons ajouté 0,5 ml de I’acide sulfurique concentré. L’apparition d’un anneau
rouge ou violet a linterphase, virant au bleu puis au vert, indique une réaction
positive.
11.2.6 Les saponosides
La détection des saponosides est réalisée en ajoutant un peu d’eau distillé a
I’extrait (50 pl extrait + 950 pl méthanol), puis la solution est fortement agitée.
Ensuite le mélange est abandonné pendant 20 min.La teneur en saponosides est

évaluée :
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-Pas de mousse : test négatif
-Mousse moins de 1cm : test faiblement positif
-Mousse de 1-2 cm : test positif

-Mousse de 2cm : test tres positif (Trease et Evans ,1987).

11.2.7 Les alcaloides
Réactif de Mayer (mercuri-tétraiodure de potassium), témoigne de la présence
d’alcaloides qui est préparé comme suit : 0,59 de Kl et g de 0,135HgCI2 solubilisés
dans 100 ml d’eau distilléedans tube a visse. Ce test se fait par ajout de 100 pl de
réactif de Mayer, aux 50 pldifférents extraits étudiés. L’apparition d’un précipité
confirme la présence des alcaloides (Bruneton, 1999).
11.3.Dosage des polyphénols totaux
11.3.1 Principe
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 (H3PW1,04) et acide phosphomolybdique
(H3PMo01,040). Ce reactifest réduit lors de I'oxydation des phénols pour former un
complexe bleu stable d'oxydes de tungstene et de molybdéne.La coloration produite,
dont I'absorption maximum est au voisinage de 765 nm, est proportionnelle & la
quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.
La quantification des polyphénols a été faite a 1’aide d’une courbe d’étalonnage
linéaire, réalisée dans les mémes conditions que 1’échantillon, en utilisant 1’acide

gallique comme standard (Figure6).

1,0

Y=112X
0s | R?=0.9943

0,6 4

0,4 4

Absorbance a 765 nm

0,2 4

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Acide gallique (mg/ml)

Figure 6 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des polyphénols

totaux.
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11.3.2 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 (H3sPW1,040) et acide phosphomolybdique (HsPMo0;1,040). Ce réactif
est réduit lors de I'oxydation des phénols pour former un complexe bleu stable d'oxydes de
tungsténe et de molybdéne.La coloration produite, dont I'absorption maximum est au
voisinage de 760 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 linéaire, réalisée dans les mémes conditions que [’échantillon, en utilisant
I’acide gallique comme standard (Figure 6).

11.4.Dosage des caroténoides

Les extraitsméthanoliquesdes sept espéces des dattes (10 mg/mL) ont étéanalysés
a l’aide de spectrophotometre UV-Vis a différentes langueurs d’ondes470, a 653 et
a 666 nm. Les concentrations des caroténoides et des chlorophyllesoas et b étaient
déterminées par les équations rapportées par Lichtenthaleret al., (1985) comme suit :
Chlorophylle a (mg/ml) = 15.65 Absgg — 7.340 Absgss
Chlorophylle b (mg/ml) = 27.05 Absgs; — 11.21 Absgge

129.2 X Cg

Chlorophylle totaux (mg/ml) = 1000 Abs,,, — 2.860C, — 54T

11.5. Dosage flavonoides
11.5.1 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 possedent 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 ).
11.5.2 Protocole expérimentale
La teneur totale en flavonoide des extraits est mesurée selon la méthode
spectrophotométrique décrite par (Kim et al, 2003). 25ul de Il'extrait(100 pL [I'extrait
+ 400pL méthanol) sont ajoutés a 300 pl de nitrite et 300 chlorure d’aluminium a

10%. Les tubes a essai sont incubés a la température ambiante pendant 5 min, puis

21



Matériels et méthodes

0,1 ml dhydroxyde de sodium (2%) est ajouté. L'absorbance du mélange est lue a
510 nm a l’aide d’un spectrophotometre UV/Vis. La teneur en flavonoides a été
calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (y= ax+b) réalisée par la quercétine a
différentes concentrations dans les mémes conditions que les echantillons (figure 7).

Les résultats sont exorimés en milliaramme eauivalent de auercétine par gramme de

la plante. 08
AbSs10nm = 2,762172 x [Quercétine]mgmi
R?=0.9974
0,6
£
=
>
@
-3
8 04 -
=
2
5
2
<
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Quercétine (mg/ml)
Figure 7. Courbe d'étalonnage de quercétine (mg/ml) pour le dosage des
flavonoides.

11.6.Evaluation des activités antioxydante et antiradicalaire

Différentes méthodes ont ¢été utilisées pour évaluer [’activité antioxydante et
antiradicalaire des extraits méthanoliques des sept variétés de dattes.

11.6.1.Test DPPH
11.6.1.1.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 (Figure8).
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’hydrogéneArOH.

La réaction primaire est :

DPPH: DPPH + ArOH— DPPH + ArQO" + H*
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+ Antioxydant-OH )+ Antioxydant-O*

— N
Mo NH

DPPH (violet) DPPH (jaune)
Figure 8: Structure chimique du radical DPPH et de sa forme réduite.

11.6.1.2.Méthode
Dans un tube a essai, une quantit¢é de 2.9 ml de DPPH" a 100 uM (40 mg/100mL)
préparé dans du méthanol pure a été ajoutée a 100 pl d’extrait méthanolique des
dattes a des concentrations croissantes. Apres incubation pendant 20 min a
température ambiante et a I’abri de la lumiérel’absorbance des échantillons est lue a
1’aide d’un spectrophotométrecalibrer & 517nm(Williams et al.,1995).

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

Abs.—Abs,

Pourcentaged'inhibitiondeDPPH = ( e

)><100

Avec
Abs.: Absorbance du controle
Abs,: Absorbance de 1’échantillon testé

Pour chaque extrait des dattes et nous avons déterminé la valeur ICsy  Elle
représente la concentration de [D’extrait nécessaire pour réduire a 50% la
concentration initiale du radical DPPH (Samarth et al, 2008).

Un autre parametre exprime la puissance anti radicalaire a été calculé a partir du

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

ARP = -
~ ICs,

ARP : Puissance anti radicalaire.
Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de deux mesures

obtenues.
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11.6.2. Méthode de la réduction de fer (FRAP)

11.6.2.1 Le principe

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des datte étudiées a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Cette derniére 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(I)-TPTZ),les absorbances ont été mesurées a A = 593 nm.

FRAP: Fe(TPTZ)**+ ArOH—Fe(TPTZ)**+ ArO. + H*
11.6.2.2 Le protocole expérimental

Le test FRAP a était réalisé selon la méthode de Benzie et Strain (1996) modifiée. Les
solutions stockes comprennent le tampon d'acétate de 300 mM (3.1g acétate de sodium, 3H,0
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 FeCl;.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.
Aprés agitation au vortex, les tubes sont incubés a I’abri de la lumiére pendant 30 min.

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

11.6.3 Test ABTS

11.6.3.1 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 (Figure 9).

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
Chang et al., 2004). Ce test est simple opérationnel, reproductible, et diverse, et utiliser dans

différents milieu.
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Figure 9: Structure des formes réduite et du radical cation de I’ABTS (Prouillac,2006).

11.6.3.2 Le protocole expérimental

Le test ABTS a eétait effectué selon la méthode décrite par Re et al. (1999). Les solutions
stockes contenant 7 mM ABTS et 2.4 mM de persulfate de potassium (Figure 10). 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 I’abri de la
lumiére. La solution ainsi obtenue est diluée en mélangeant 1 mL de ’ABTS ™ avec 60 mL de
méthanol pour avoir une absorbance de 0.8 mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre 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. Apres 20 min
d’incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante, 1’absorbance des échantillons
est lue a 734 nm.

Les pourcentages d’inhibitiondu radical d'ABTS ont été calculées par I'équation suivante :

Inhibition de I'’ABTS (%) = (AOA—OAE> %X 100
Avec
Ay : Absorbance de la réaction de commande (en absence d’extrait).
At : Absorbance en présence de 1’extrait.
La concentration en extrait provoquant I'inhibition de 50 % (ICs) a été calculée a partir du
graphe de I'effet de balayage d’/ABTS contre la concentration en extrait, comparée avec 1’acide

ascorbigue comme standard.

Figure 10: Solution radicalaire de ABTS" “obtenue aprés ajout des ions persulfates.
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I. Rendement d’extraction

Le méthanol est un solvant trés efficace pour I’extraction des composés phénoliques
relativement polaires et des polyphénols des plantes (Zeng et al., 2012).

D’apres le Tableau (5) le rendement d’extraction des composés phénolique des dattes est
plus ou moins ¢élevé 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 (17.60%).

Nos résultats sont relativement similaires par rapport a ceux trouvés par Selkh et Behissa
(2013). Ces auteurs rapportent que le rendement d’extraction des composés phénoliques des

dattes d’Algérie varie entre 27.2 et 72.2% avec le méthanol comme solvant d’extraction.

Tableau 5 : Rendement d’extraction (%) de quelques vérités de dattes (Phoenix dactylifera
L.).

Variété de datte Rendement
d’extraction (%)
Timjouhart 58.20
Ghars 35.40
Tedela 34.00
Tekerbouchet 33.80
Deglet Nour 30.60
Mekouiya 26.00
DeglaBaida 17.60

I1.Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles des composés
existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont
basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a
chaque famille de composé.

Les résultats des tests phytochimiques sont regroupés dans(le tableau 6). Dans les sept
variétés des dattes, la recherche des composés réducteurs, des acides aminés, des phénols, des
flavonoides, des stérols et les triterpénes , des saponosides et des alcaloides ont montrée des
différentes résultats positifs et négatif.

On remarque 1’absence totale des alcaloides, des acides aminés et des saponosides dans les
sept variétés de datte. Les extraits méthanoliques de Degla Baida et Mekouiya sont les plus
riches en phénols et e flavonoides.

De plus, I’analyse phytochimique montre la présence des composés réducteurs, des stéroles

et terpénes dans toutes les variétés de datte.
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Tableau 6 : Résultats des tests phytochimiques sur sept variétés des dattes.

Variété de Composés  Acides . . Stéroles _ )
datte réducteurs amings enols  Flavonoides et Saponosides Alcaloides
terpénes
Ghars - + + + N N
Takerboucht - + + +++ - .
Tadala - + + ++ . )
Deglet Nour - + ++ +++ - -
Degla beida - +++ +4++ +++ - .
Mekouya - +++ +4++ +++ - .
Tamjhourt - + + 4+ - 3
- : Test négatif + + : Test positif

+ : Test faiblement positif

+ + + : Test fortement positif

I11. Teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en caroténoides

Il a été reporté que l’activité antioxydante des extraits de végétaux est parfaitement

corrélée avec leur teneur en composés phénoliques, en flavonoides et en caroténoides
(Velioglu et al., 1998).

Les resultats du dosage de ces constituants phytochimiques sont regroupés dans le Tableau

(7). D’aprés ces résultats, on constate que DeglaBaida, Deglet Nour et Mekouiya sont les

variétés de datte les plus riches en polyphénols et en flavonoides par rapport autres variétés de

datte.

Tableau 7 : Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en caroténoides des extraits

méthanoliques de sept variétés de datte d’ Algérie.

Polyphénols totaux

Flavonoides totaux

Caroténoides totaux

Variete de datte (mg EAG/g résidu sec) (mg EQ/g résidu sec) (mg/grésidu sec)
Ghars 18.03+4.50 0.73+0.00 350.42
Tekerbouchet 28.10+0.35 1.14+0.00 1011.17
Mekouiya 35.10+1.46 4.16+0.76 915.83
Tedela 13.48+0.17 0.17+0.03 401.02
Timjouhert 23.53+0.15 1.62+0.45 909.88
Deglet Nour 29.44+1.13 3.28+0.47 853.96
DeglaBaida 22.33+1.18 6.36+0.73 239.78

Nos résultats montrent que la teneur des dattes d’Algérie en composés phénoliques est

semblable par rapport a celle des dattes d’Iran qui ont des teneur comprises entre 0.0289 et

1.41 mg EAG/ g (Biglari et al., 2008).

27



Résultats et discussion

De plus, 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 a nos résultats.

Cette grande différence de la teneur en composé 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.

D'aprés Harris (1977), la variation de la teneur en composés phénolique entre les variétés
de dattes résulte de l'effet d'un certains nombre de facteurs dont les principaux sont la
génétique, la lumiére, les précipitations, la topographie, la fertilisation, le type de sols, la
saison et la maturité.

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).

Biglari et al. (2008) ont trouvé que le teneur en flavonoides des variétés de dattes d’Iran
sont comprises entre 0.0162 et 0.8179 mg équivalents de catéchine /g~". Ces valeurs sont
proches par rapport a celles déterminées dans les dattes d’Algérie. Nos résultats semblent étre
en accord avec ceux trouvés par Benmeddour et al. (2012) (0.152 & 2,99 mg EQ/qg).

De plus les variétés de datte, Timjouhert, Mekouiya, Deglet Nour et Tekerbouchet
possédent la teneur la plus élevée en caroténoides (853.9 a 1011.1 mg/g residu sec) tandis que
DeglaBaida a la teneur la plus faible (239.7 mg/g résidu sec) (Tableau 7).

D’aprés Abbeés(2013) l'augmentation du contenu en caroténoides peut étre due a
I'nydrolyse de la pectine et de la cellulose avec la libération des caroténoides dans les
chloroplastes et dans les fluides cellulaires.

Ben-Amotz et al. (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.

IVV.Détermination du pouvoir antioxydant et antiradicalaire
V.1 Test du piégeage du radical DPPH

Le test de DPPH a été réalisée afin d’évaluer les propriétés antioxydantes et

antiradicalaires des extraits méthanoliques des dattes par la mesure de la diminution de

I’absorbance du radical DPPH apres exposition aux piégeurs des radicaux.
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L’étude de la capacité de piégeage de DPPH’ est une méthode largement utilisée pour
évaluer I’activité antioxydante dans un temps court.

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,Yermilov et
al., 1995). La couleur du DPPH change du violet vers le jaune lorsqu’il est réduit par ces
processus soit d’un donneur I’hydrogéne 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 I’ajout d’un extrait méthanolique de datte a une solution de DPPH
provoque une diminution significative se son absorbance.

Ce résultat confirme que cet extrait contient des donneurs d’hydrogene ou d’électrons
capables de piéger le radical DPPH. Le piégeage ce radical libre dépend aussi de la
concentration de 1’extrait méthanolique de datte.

La Figures (11) montrent que le taux d’inhibition du DPPH augmente avec I’augmentation
de la concentration de I’extrait méthanolique de datte. L’extrait méthanolique de Much deglet
inhibe le radical DPPH de fagon plus importante par rapport aux autres extraite ceci est
démontré par 1’allure exponentielle du graphe avec I’apparition d’une phase stationnaire qui

indique une réduction totale du radical DPPH (Kanoun, 2011).
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Dans le but d’une comparaison entre le pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques de
différentes variétés de dattes d’Algérie les valeurs ECso ont était calculées ou ECsg est la
concentration de I'extrait nécessaire 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 ECsq plus faible (Nandhakumar, 2012).

L’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant standard et sa valeur d’ECsq ainsi
calculée est 0.12 mg/ml. Il posséde donc une activité antiradicalaire trés puissante par rapport
aux extraits méthanoliques des sept variétés de datte étudiées (Bougandoura, 2011).

D’aprés les valeurs d’ECsy (Tableau 8), on remarque clairement que les extraits
méthanoliques de datte Mekouiya, DeglaBaida et Deglet Nour qui donne une activité de

piégeage de DPPH la plus élevée (ECso = 4.7-15.5 mg/ml).

Tableau 8 : Les valeurs d’ECsg des activités antioxydantes de 1’extrait méthanolique des sept

variétés de datte d’Algérie.

Variété de datte DPPH ABTS TPTZ
Ghars 63.50 3.8 12.7
Tekerbouchet 33.05 20.2 15.1
Mekouiya 13.65 1.8 4.5
Tedela 58.67 5.2 29.6
Timjouhert 36.30 2.1 11.6
Deglet Nour 15.53 2.1 2.6
DeglaBaida 4.77 1.8 8.7
Antioxydant
standard
Acide ascorbique 0.12 0.0016 0.08

L’extrait méthanolique de datte Tedala posséde I’activité de piégeage de DPPH la plus
faible (ECs0=58.6 mg/ml). Ces résultats corrélent parfaitement avec les teneurs en
caroténoides et en composés phénoliques des différents extrait méthanoliques des variétés de
dattes étudiées (Bulda et al., 2008).

Les valeurs d’ECsp des extraits méthanoliques de dattes d’Algérie sont dans la gamme des
valeurs trouvées par Behissa et Selkh (2013).

La capacité de piégeage du radical DPPH par I’extrait méthanolique des dattespeut étre
expliqué par la présence des composés plus donneur d’hydrogéne ou aux composés
phénoliques non polaires comme les caroténoides et les tocopherols (Barros et al., 2008 ; Mui
etal., 1998 ; Bondet et al., 1997).
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V.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 chromogéne (bleu vert) est facile a
utiliser, posséde une sensibilité élevée et permet 1’analyse rapide de 1’activité antioxydante
d’un grand nombre d’échantillons. La formation du radical cation ABTS constitue 1’'une des
méthodes spectrophotométrique de base pour la mesure de D’activité antioxydante des
substances pures en solution, des mélanges aqueux et les boissons (Miller, 1996).

La forme la plus appropriée de I’essai est la technique de décoloration, dans laquelle le
radical est généré directement sous une forme stable avant la réaction avec les antioxydants
(Mandade et al., 2011).

La technique améliorée pour la génération de I’ABTS™" décrite ici implique la production
directe du chromophore ABTS™ bleu/vert par la réaction entre le radical cation ABTS+ et le
persulfate potassium (Mandade et al., 2011).

La Figure (12) montre que la capacité de piégeage de I’ABTS™ par les extraits
méthanoliques des variétés de datte Deglet Nour, Timjouhert, DeglaBaida et Mekouiya est
significativement élevée par rapport aux autre variétés de datte. Par conséquent, ses variétes
de dattepuissent contenir des composés phénoliques de poids élevé et peuvent étre considéré

donc comme une excellente source de piegeur du radical cationique(Yim et al., 2010).
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IV.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 & pH faible, formant un complexe bleu de Tripyridltriazine ferrique (Fe**-
TPTZ) qui est réduit en ion ferreux (Fe*) (Singleton et al., 1999).

D’aprés les résultats indiqués sur la Figure (13), on remarque que les extraits
méthanoliques des deux variétés de datte Deglet Nour et Mekouiya ont un pouvoir
antioxydant le plus élevé par rapport aux autres variétés de datte donc il sont capables de
réduire I’ion Fe** en Fe**. Le pouvoir antioxydant de ces deux variétés de datte est due & leur
richesse en composés phénoliques et en flavonoides qui possedent des propriétés
antioxydantes (Goh et al., 2010).
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Figure 13: Courbes représentants la variation des absorbance & 593 nm en fonction des
concentrations des extraits méthanoliqus de sept variétés de datte (A) et de 1’acide ascorbique

(B) obtenues par le test de FRAP.

D’apreés les résultats regroupés dans le Tableau (8), ’acide ascorbique posséde un pouvoir

antioxydant plus élevé par rapport aux extraits méthanoliques des variétés de datte étudiées.
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Conclusion

Ce travail consiste portera sur 1’étude phytochimique et [’évaluation des activités
antioxydante et antiradicalaire des extraits de sept variétés de dattes d’Algérie (Mekouya,
Timjouhert, Takerboucht, Deglabaida, El-Ghars, Deglet Nour et Tedala) en utilisant le
méthanol comme solvant d’extraction.

Le dosage des principaux constituants phytochimiques tels que les polyphénols, les
flavonoides et les caroténoides montrent que Deglet Nour, Mekouiya et Deglet Baida sont les
variétés de datte les plus riches en polyphénols et flavonoides. De plus, Timjouhert,
Mekouiya, Deglet Nour et Tekerbouchet possedent la teneur la plus élevée en caroténoides.

Les résultats des tests de piégeage des radicaux libres DPPH et ABTS ont montré que les
extraits méthanoliques des trois variétés de datte Mekouiya, DeglaBaida et Deglet Nour ont le
pouvoir anti radicalaire et antioxydant les plus élevés.

Deglet Nour et Mekouiya sont capables de réduire de réduire fortement 1’ion Fe** en Fe?
par rapport aux autres variétés. Les activités antioxydante et antiradicalaire des différentes
variétés de datte déependent de maniére significative de leur teneur en composés phénoliques
et caroténoides.

On peut dire que les dattes d’Algérie peuvent étre considérées comme étant une excellente
source naturelle d’antioxydants trés utiles dans le domaine agroalimentaire comme
conservateurs.

Afin de compléter notre étude, il serait envisageable d’identifier les molécules
responsables de [I’activité antioxydante et antiradicalaire des dattes par [’analyse
chromatographique en phase liquide & haute performance.

Il serait également intéressant de réaliser d’autres activités biologiques des extraits

méthanoliques des différentes variétés de datte comme ’activité antimicrobienne.
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Résumé :L’objectif principal de ce travail est 1’étude phytochimique et la détermination du pouvoir
antioxydant et antiradicalaire des extraits méthanoliques de sept variétés de dattes d’Algérie (Mekouya,
Timjouhert, Takerboucht,Deglabaida, EI-Ghars, Deglet Nour etTedala). Des rendements d’extraction élevés
ont été obtenus avec le méthanol comme solvant. Le dosage des polyphénols et des flavonoides montre que
les variétés de dattes Degla Baida, Deglet Nour et Mekouiya sont les plus riche (4.16-35.10 mg EAG/Q residu
sec). Timjouhert, Mekouiya, Deglet Nour et Tekerbouchet possédent la teneur la plus élevée en caroténoides
(1011.17-853.96 MQ/Qresiau sec )-

Le test de piégeage du radicaux libres DPPH et ABTS Les extraits méthanoliques des trois variétés de
datte Mekouiya, Degla Baida et Deglet Nour ont le pouvoir anti radicalaire et antioxydant les plus
élevés(1.8-15.53 mg/mL). Deglet Nour et Mekouiya sont capable de réduire fortement I’ion Fe** en Fe? par
rapport aux autres variétés (2.6-4.5 mg/mL).Les activités antioxydante et antiradicalaire des différentes
variétés de datte sont fortement liées a leur teneur en composés phénoliques et caroténoides.

Les dattes d’Algérie peuvent étre considérées comme étant une excellente source naturelle d’antioxydants
tres utiles dans le domaine agroalimentaire comme conservateurs.

Mots clés : Datte d’ Algerie, extrait méthanolique, pouvoir antioxydantes, activité antiradicalaire.

Abstract:This present work aims to study the phytochemistry and theantioxidants andantiradicalactivity of
methanolics extracts of seven varieties of Algerian dattes(Mekouya , Timjouhert, Takerboucht ,Deglabaida ,
El-Ghars, Deglet Nour etTedala). A high extraction yields were obtained with methanol as solvent. The
dosage of polyphenols and flavonoids show that DeglaBaida, Deglet Nour and Mekouiyadate contains the
high content (4.16-35.10 mg EAG/Q resiqu sec). Timjouhert, Mekouiya, Deglet Nour and Tekerbouchet have
the high content with caroténoids(1011.17-853.96 mg/Qresiqu sec )-

The test of scavenging of DPPH and ABTS radicals show that Mekouiya, DeglaBaidaet Deglet Nour has the
high antiradical and antioxidant power. The results of this methods show that Algerian dattes have different
antioxidant capacities.

Deglet Nour andMekouiya are able to reduce efficiency Fe**to Fe?* when compared by the others date
varieties. The antioxidant and antiradical activies are linked to the content of polyphenolics compounds and
carotenoids.

The Algerian dattes can be used as an excellent source of natural antioxidants very useful in the food
industry as conservators.

Keywords: Algeriandattes, methanolicextract, Antioxidant power, antiradical activity.
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