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Effet des extraits naturels sur I’inhibition du brunissement enzymatique des

dattes

Le brunissement enzymatique a un impact négatif sur la couleur, le godt, la saveur et la valeur
nutritionnelle des fruits et légumes. Ainsi, l'utilisation des anti-brunissements naturels serait d'une
importance indubitable pour une plus large acceptation de ces produits par les consommateurs.
Dans cette perspective, la présente étude a été concue pour évaluer les effets antioxydants et anti-
brunissements des extraits de sous-produits de cing variétés des dattes locales du Phoenix
dactylifera L. : Deglet Nour, Ghars, Tadala, Tezerzait et Bent Keballah, récoltés de la région de
Metlili-Ghardaia.

L’analyse phytochimique des extraits a révélé la présence des quantités importantes de plusieurs
groupes de composes naturels, tels que les tanins, les coumarines et les composes réducteurs. Ainsi,
I’analyse quantitative a montréla richesse de différents extraits en phénols totaux avec des valeurs
varient entre10,65 et 48,98mg EAG/g MS. De méme, les teneurs des flavonoidesdes différents
extraits étudiés comprissent entre 1,75 et 15,07mg ER/g MS. Toutefois, une relation positive (R*=
0,994), a été enregistrée entre le contenu en flavonoides et la quantité des phénols totaux.

La capacité antioxydante in vitro des extraits du Phoenix dactylifera L. a été également évaluée par
les tests DPPH, ABTS et FRAP.Les résultats de l'activité antioxydante suggeérent que nos extraits
peuvent remplacer les antioxydants synthétiques puisqu’ils présentent un potentiel inhibiteur des
radicaux libres tres important a celui observé pour les antioxydants de référence.

D’autre part, les résultats de ’activité anti-brunissement ont montré que les extraits présentaient un
effet potentiel d'inhibition sur I'activité enzymatique de la peroxydase des fruits du palmier dattier.
Cette étude montre que différentes parties étudiées du palmier dattier, en particulier la variété
Ghars, peuvent étre utilisées comme agents efficaces et naturels pour retarder le brunissement.

En outre, I’analyse par HPLC-MS nous a permis d’identifier plusieurs composés phénoliques
telsque I’acide coumarique, 1’acide 4-mythoxybenzoique, 1’acide férulique, la naringénine, le
kaempférol, la quercétine, la valinine, la mérycétine, 1’acide folique, larutine, 1’acide gallique et
I’acide chlorogénique.

D’aprés cette étude, il semblerait que les différents organes du Phoenix dactylifera L., constituent
une bonne source de biomolécules particulierement les composés phénoliques a valoriser en
application agroalimentaire ou en industrie pharmaceutique pour leurs effets antioxydantset anti-
brunissement enzymatique.

Mots-clés : Ghardaia, Phoenix dactylifera L., Composés phénoliques, Capacité antioxydante, Effets anti-
brunissement.



Effect of natural extracts on the inhibition of enzymatic browning of dates

Enzymatic browningin fruits and vegetables has a negative impact on color, taste, flavor, and
nutritional value. Thus, the use of natural compounds with anti-browning capacity would be of
indubitable importance for more widespread consumers’ acceptance of these products. In this
perspective, the present study was designed to select the natural antioxidant and anti-browning
effects of the extracts of by-product from five varieties of local dates of Phoenix dactylifera L.:
Deglet Nour, Ghars, Tadala, Tezerzait and Bent Keballah, harvested from the Metlili- Ghardaia
region.

Phytochemical analysis of the extracts revealed the presence of significant quantities of several
groups of natural compounds, such as tannins, coumarins and reducing compounds. Thus, the
quantitative analysis showed the richness of different extracts in total phenols with values varying
between 10.65 and 48.98 mg EAG/g DM.Likewise, the flavonoid contents of the different extracts
studied are between 1.75 and 15.07 mg RE/g DM.However, a positive relationship (R?= 0.994) was
recorded between the flavonoid content and the quantity of total phenols.

The in vitro antioxidant capacity of Phoenix dactylifera L. extracts was also evaluated by the
DPPH, ABTS and FRAP tests. The antioxidant activity results suggest that our extracts can replace
synthetic antioxidants since they have a very high free radical inhibiting potential compared to that
observed for the reference antioxidants.

On the other hand, the results of anti-browning activity showed that the extracts exhibited a
potential inhibition effect on the enzymatic activity of peroxidase from fruits of date palm. This
study shows that different studiedparts of date palm, especially the Ghars variety, can be used as
effective and natural agents in delaying browning.

In addition, HPLC-MS analysis allowed us to identify several phenolic compounds such as
coumaric acid, 4-mythoxybenzoic acid, ferulic acid, naringenin, kaempferol, quercetin, valinin,
merycetin, folic acid, larutin, gallic acid and chlorogenic acid.

According to this study, it seems that the different organs of the Phoenix dactylifera L. constitute a
good source of biomolecules, particularly phenolic compounds to be used in food applications or in
the pharmaceutical industry for their antioxidant and enzymatic anti-browning effects.

Keywords: Ghardaia, Phoenix dactylifera L., Phenolic compounds, Antioxidant capacity, Antibrowning
effects.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/enzymatic-browning

ABTS : 2,2A-Azinobis(3-ethylbenzthiazoline)-6-sulfonic acid.
ACP :Analyse en composantes principales.
BHA :  Butylhydroxyanisole.
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ECso . Concentration efficace médiane.
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Phoenix dactylifera L.(palmier dattier) est I'une des cultures fruitieres les plus anciennes et les
plus importantes pour les populations d’Asie du Sud-Ouest et d’Afrique du Nord (Haimoud et
Allem, 2023).En outre, les dattes peuvent étre cultivées en Australie, au Mexique, en Amérique du
Sud, en Afrique australe et aux Etats-Unis (Al-alawi et al., 2017 ; Ahmad Mohd Zain et al.,
2022).

En raison de ses exigences écologiques, le palmier dattier constitue le pivot de I'écosysteme
saharien et la base de I'existence et de la durabilité des oasis. En effet, il est mieux adapté aux
conditions climatiques difficiles des régions sahariennes et subsahariennes (Sedra, 2003).
Egalement, il contribue beaucoup a la biodiversité agricole par sa richesse en cultivars des dattes
(Chao etKrueger, 2007). 1l assure la principale ressource financiere vu son importance écologique

et socio-économique dans les oasis des régions désertiques (EL hadrami et al., 2005).

Le palmier dattier appartient a la famille des Arecaceae (Angiospermes, monocotylédones),
composée d'environ 200 genres et plus de 2 500 especes (Rekis, 2020). Le genre Phoenix comprend
14 especes, dont Phoenix dactylifera L. Le nom d'espéce dactylifera signifie "doigt" qui fait

référence aux grappes de fruits produites par cette plante (Al-Alawi et al., 2017).

Environ 75% du territoire mondial avec l'espace de 1,35 million d'hectares couvrant les
productions de palmiers dattiers se trouve dans la juridiction arabe (Al-shuraym, 2022).Ces
dernieres années, I'Algérie a été le quatrieme producteur mondial de fruits de palmier dattier, apres
Egypte, Arabie Saoudite et Iran, ainsi le neuviéme en termes d'exportateur mondial (Benouamane,
2022). Au niveau national, la wilaya de Ghardaia est classée parmi les premiers en termes de
production de dattes, dont les variétés les plus abondantes sont Deglet Nour, Ghars, Tezerzait,
Bentkaballah, Timdjouhart et Tadala (Aissa et al., 2011; Bouguedoura et al., 2015).

Le fruit du palmier dattier est une source importante de nutriments et de composés bioactifs
tels que les glucides, les fibres alimentaires, les minéraux et les vitamines avec des avantages
bénéfiques pour la santé tels que des activités anticancéreuses, antioxydantes, antimicrobiennes,
antidiarrhéiques et anti-inflammatoires (El Bakouri et al., 2021). En outre, de nombreux composés
phytochimiques bioactifs identifiés dans les fruits de la datte tels que les acides phénoliques simples
(acide gallique, acide vanillique, acide syringique), les caroténoides (lutéine, B-caroténe), les
flavonoides et leurs dérivés (catéchine, épi-catéchine, quercétine, apigénine), des phytostérols
(cholestérol, campestérol, B-sitostérol), des phénylpropanoides (acide caféique, acide 5-O-

caféoylshikimique, acide férulique...) et des anthocyanes (Zihad et al., 2021 ; Ghnimi et al., 2017).
1



Tout cela montre que les dattes sont tres importantes pour une alimentation saine et qu'elles

contribuent a I'amélioration de la santé humaine (Sarraf et al., 2021).

La composition chimique, la couleur, la douceur et la texture des dattes sont trés variees en
fonction de plusieurs parametres, notamment la variété de dattes, le stade de récolte des fruits, le
traitement post-récolte, le stockage, les conditions du sol ainsi que l'origine geographique des dattes
(Al-Alawi et al, 2017 ; Zihad et al., 2021).

Les dattes font I'objet d'une importante activité commerciale. Cependant, la sensibilité a
l'altération et le manque de maitrise des méthodes de conservation sur les sites de production
peuvent poser de sérieux problémes aux cultivateurs et aux exploitants (Sarraf et al., 2021). En
regle genérale, la qualité marchande et la valeur économique des dattes sur les marchés locaux et
internationaux, et ses produits connexes, sont déterminées par de nombreux critéres tels que la
couleur, la saveur, le godt (taux de sucre), I'numidité (26-30 %) et I'absence de défauts tels que les

insectes, fissures et dommages superficiels (Al-Amrani et al., 2020).

La détérioration des dattes pendant le stockage est une perte chimique et physiologique
majeure qui affecte la qualité et le goQt des fruits. L'un des phénomenes les plus graves qui se
produisent dans les dattes pendant le stockage et affectent la couleur est la réaction de brunissement
(Al-Amrani et al., 2020). Le processus de brunissement est un phénomene naturel par lequel il y a
un changement de couleur vers le brun ou le brun foncé au fil du temps ; il se produit dans les fruits
et Iégumes et entraine une détérioration des propriétés nutritionnelles et sensorielles. Du fait de leur
impact important sur la qualité des aliments, les processus de brunissage sont ainsi devenus un défi
pour l'industrie agro-alimentaire (Hamdan et al., 2022). Ainsi, il aura lieu lorsque le tissu végétal
fait suite a I’altération lors des traitements mécaniques (récolte, manutention lors du transport et du
stockage, pelage et broyage) ou technologiques (congélation-décongélation, irradiation) ou encore
naturels (infection fongique) entrainant des modifications importantes des produits transformes,
diminue fortement leurs attractivités organoleptiques et leurs richesses en composés d’intéréts

nutritionnels (Arslan et Dogan, 2005; Kolcuoglu et al., 2007).

Ce phénomeéne pourrait étre attribué a des réactions enzymatiques ou non enzymatiques,
selonsur le mécanisme impliqué (Chandrasekhar, 2021). Dans les produits alimentaires, la
réaction de brunissement non enzymatique est un processus qui produit une pigmentation brune
dans les aliments, par une réaction chimique impliquant un seul composé ou plusieurs constituants

dans les aliments, sans aucune enzyme impliquée. Cette réaction comprend la réaction de Maillard,
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la caramélisation et I'oxydation de l'acide ascorbique (Moon et al., 2020 ; Hamdan et al., 2022).
Le deuxiéme grand groupe de réactions de brunissement est le brunissement enzymatique qui est
induit par des contraintes mécaniques et physiques, se produisant aprés la récolte pendant le
traitement et le stockage d’une grande variété de fruits et Iégumes. Par conséquent, cela affecte non
seulement l'alternance des couleurs, mais entraine des pertes nutritionnelles et organoleptiques,
entrainant également une moindre commercialisation et une moindre acceptation par les

consommateurs (Taranto et al., 2017).

Une fois que les fruits et légumes sont endommagés mécaniquement ou dans un
environnement défavorable, les composés phénoliques a I'intérieur seront oxydés en quinones et se
termineront par une transformation semblable a la mélanine par la polyphénol oxydase (PPO) ou la
peroxydase (POD), lorsque I'oxygéne est disponible. De plus, I'activité de la lipoxygénase (LOX) et
I'accumulation de malondialdéhyde (MDA) et de peroxyde d’hydrogéne (H202) ont été exposées
pour participer au développement du brunissement. De méme, le phénol et la phénylalanine
ammoniac lyase (PAL) jouent un réle clé dans l'incidence du brunissement (Kaewjumpol et al.,
2021 ; Qiao et al., 2021). En revanche, la perte d'intégrité de la membrane lors des coupures et des
dommages mécaniques est associée a plusieurs facteurs de stress, conduisant a une formation accrue
d'espéces réactives de I'oxygene (ERO) qui causent des dommages oxydatifs aux lipides, aux

protéines et aux acides nucléiques (Dias et al., 2020).

Lapolyphénol oxydase (PPO, oxygene oxydoréductase) est une métallo-enzyme a cuivre
abondamment répondue dans le monde végetal (banane, pomme, avocat, péche, poire, champignon,
pomme de terre, papaye artichaut, laitue,...) (Martinez et Whitaker, 1995). Il est abondamment
distribué dans le cytoplasme, tandis que ses substrats phénoliques se trouvent dans les
vacuoles.Lorsque les organites cellulaires sont endommagés, le PPO se mélange a son substrat
(composés phénoliques), catalysant I'oxydation des mono-phénols en o-diphénols. Une réaction de
polymeérisation convertit ensuite les o-diphénols en quinones. Pendant le stockage, les quinones
polymérisent de maniére non enzymatique pour produire des polymeres hétérogenes foncés appelés
mélanines qui sont visibles a la surface coupée des tissus. Les conséquences de ces réactions sont
principalement la diminution de la durée de conservation et la perte des qualités organoleptiques du
fruit par oxydation de ses composés phénoliques endogenes (Yoruk and Marshall, 2003 ; Al-
Jassabiet al., 2013; Taranto et al., 2017).

Egalement, le phénoméne de brunissement des fruits et légumes est lié a l'activité de
peroxydase (POD) (Al-Amrani et al., 2020).La peroxydase est une enzyme contenant de I'néme qui
3



utilise divers peroxydes comme donneur d’hydrogéne pour catalyser un certain nombre des
réactions oxydatives. Ainsi, la POD est responsable de la détérioration du gout et de la couleur des
produits horticoles.En présence de peroxyde d’hydrogéne, qui est un produit de la réaction du PPO
avec des composés phénoliques, la POD catalyse I'oxydation des composés phénoliques, entrainant
la production des composes bruns (Amiour et Hambaba, 2016). Tandis que, la contribution
relative de ces enzymes de brunissement (PPO et POD) varie selon les especes (Kaewjumpol et al.,
2021).

Au cours des derniéres décennies, les produits formés au cours du brunissement enzymatique
font un probleme majeur aux productions des différents produits alimentaires (fruits et légumes).
De ce fait, diverses méthodes ont été developpées pour prévenir et/ou atténuer ce phénomene afin
d’améliorer la qualité du produit, d'allonger la durée de conservation et de contrdler l'activité
enzymatique. Par conséquent, ces méthodes sont attribuées pour inactiver les enzymes de
brunissement ou pour éviter le contact entre I'enzyme et son substrat, soit en ajoutant des solutions

d'antioxydants, soit en maintenant l'intégrité structurelle de lI'aliment (loannou, 2013).

Bien que les solutions antioxydantes soient les piégeurs de ERO les plus efficaces ; ils
peuvent réduire les niveaux de ERO dans les organismes et retarder le brunissement (Dou et al.,
2021). En fait, les antioxydants peuvent réagir avec l'oxygéne pour supprimer l'initiation du
brunissement. Ils sont également capables de réagir avec des intermédiaires, stoppant ainsi la
réaction en chaine et inhibant la réalisation de la mélanine (Moon et al., 2020). Généralement,
I'acide ascorbique et ses dérivés et les sulfites sont des antioxydants largement étudiés pour prévenir

le brunissement des fruits (Dias et al., 2020).

Cependant, compte tenu des risques pour la santé et de la toxicité des antioxydants
synthétiques, les consommateurs exigent actuellement le remplacement des composés synthétiques
par des composés naturels dérivés de plantes, de sous-produits agricoles et de déchets comme
ingrédients alimentaires (Venturi et al., 2019). Les avantages apportés par les extraits de plantes en
tant que conservateurs naturels, entre autres, tels que faible toxicité, faible colt, biodégradabilité,
renouvelabilité, etc. Ces dernieres années, l'intérét pour les composés phénoliques végétaux s'est
accru.lls servent d'excellents agents anti-brunissement et antioxydants en raison de leurs multiples

groupes hydroxyle et de leur structure cyclique phénol (Hamdan et al., 2022).

De nombreuses études ont rapporté l'utilité d'extraits de plantes provenant de différentes

parties de plantes (feuilles, fleurs, fruits et graines) comme additifs anti-brunissement et
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antioxydants pour les aliments (Moon et al., 2020 ; Kaewjumpol et al., 2021 ; Hamdan et al.,
2022). Par conséquent, il existe des rapports trés limités qui parlent de I'oxydation enzymatique des
composés phénoliques dans les dattes pendant la maturation et le stockage (Al-Amrani et al.,
2020). Dans cette perspective, la présente étude a été congue pour sélectionner les extraits naturels
les plus prometteurs pour les activités antioxydantes et anti-brunissement des sous-produits du
palmier dattier (pédicelle, périanthe et palmes), de cinq variétés a savoir Ghars, Deglet Nour,
Tezerzait, Bent Keballah et Tadala de la région Metlili-Ghardaia. Suivant la recherche
bibliographique élaborée, ce travail sur I'étude du potentiel de ces sous-produits dans I'atténuation

de I'oxydation et du brunissement est représente une originalité scientifique.

Pour cela, le programme de recherche s’articule autour de trois parties : la premiére partie de
ce travail a été consacrée a la préparation des extraits végétaux, a 1’étude phytochimique des extraits
prépares puis au dosage des phénols totaux et flavonoides. La seconde partie a été focalisée sur
I'évaluation de l'activité antioxydante des extraits obtenues par la mesure in vitro, de leur effet
piégeur du radical libre DPPH (Test de DPPH.), leur pouvoir réducteur ferrique (Test de FRAP), et

leur propriété antioxydante vis-a-vis le radical cationique ABTS™*. Tandis que, la troisiéme partie a

été destinée a I'examen de I'activité anti-brunissement enzymatique de ces extraits par la mesure in
vitro de leur pouvoir inhibiteur de lapolyphénol oxydase et la peroxydase. Enfin, nous avons

concentré notre étude a la caractérisation des extraits prometteurs.
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I. 1. Produits chimiques

Tous les produits chimiques et solvants utilisés sont de qualité analytique. Ils ont été fournis
par I’Université de Ghardaia (laboratoire peédagogique du département de Biologie) (Tableaul).

Tableau 1 : Liste des produits chimiques utilisés dans ce travail.

Produits Marque
Acide chlorhydrique (HCI) (37%), Hydroxyde de sodium
(NaOH),Phosphate de sodium dibasique dodécahydraté (NazHPO4.12H20),
Phosphate de sodium monobasique dihydraté (NaH2P04.2H20), 2,2-
diphényll-picrylhydrazyl (DPPH), pyrocatéchol, 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s
triazine (TPTZ) (C18H12Ns), Chlorure de sodium (NaCl), Sulfate de fer (1)
heptahydraté (FeSOs.7H20), Réactif Folin-Ciocalteu, Acide gallique
(C7He0s), I’acide sulfurique (H2S04), CCM analytique, dichlorométhane
(CH2Cl2),Acide acétique (CH3COOQOH),Méthanol (CHsOH), Ethanol
(C2Hg0), Guaiacol(C7HsOz2), polyvinylpyrrolidone, ABTS (2, 2’-azino-bis-

Sigma Aldrich

(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), Peroxyde d’hydrogene (H202),
Carbonate de sodium (Na2CQOs). Pearce
Chlorure d'aluminium AICls. Fluka
Chlorure de fer (FeCls), Biochem
Hydroxyde d’ammonium (NH4OH), Cheminova
Anhydride acétique (CsHeOz), Réactif de Fehling,Acide ascorbique
(CsHsOe).

Prolabo

1.2. Matériel végétal

Le matériel végétal étudié est présenté par certains organes du Phoenix dactylifera L., de cing
variétés (Ghars, Deglet Nour, Tadala, Tezerzait et Bent Keballah) d'origine d’une palmeraie a
Metlili, située a 40 Km du centre de la Wilaya de Ghardaia. La récolte a été effectuee au cours du
mois Octobre 2015.

Pour cette étude, les dates de cinq variétés sélectionnées ont été utilisées au stade de

maturation, tamer. Les échantillons uniformes et sans dommages ont été triés et stockés dans un
6
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congélateur a -20°C jusqu'a une analyse plus approfondie. Les périanthes, les pédicelles et les
palmes du Phoenix dactylifera L., des mémes variétés, ont été selectionnés pour étre testés comme

inhibiteurs du brunissement enzymatique des dattes et évalués leur pouvoir antioxydant.
I.2.1. Zone d’échantillonnage

La matiere végétale a été récoltée au niveau de la région de Metlili (Wilaya de Ghardaia).
Cette région est située a 600 km au sud de la capitale de I'Algérie (Alger). La Daira de Metlili se
situe a 32°21° Nord, 3°31Est et a une altitude moyenne de 542 métres, avec une superficie de 7300
Km2, limitée par Ghardaia, Dhaya, Bounoura, EI-Ateuf, Zelfana et la Wilaya de Laghouat au Nord,
Mansoura au Sud, la Wilaya d’Elbayedh a 1’Ouest et la Wilaya de Ouargla a I’Est (Ben Semaoune,
2008).

Elle se caractérise par une flore naturelle pauvre, cela peut étre a cause de la structure et la
nature défavorable du sol. La verdure existante est plutot créée par I’homme ou la culture
dominante est la phceniciculture, entre ces palmiers dattiers on trouve les cultures maraichéres
(Guemari et al., 2009). Les vents de sable fréquents se produits en printemps et en automne, dont
la vitesse moyenne annuelle du vent est de 12,1 Km/h. Le climat de la région est classé aride, avec
une pulviométrie rare et aléatoire, dont la précipitation totale annuelle atteint 22,86 mm/an. La

température est caractérisée par une amplitude journaliere et saisonniére importante, dont elle a noté

23°C comme moyenne annuelle(Tutiempo, 2020).

Figure 1: Localisation de la région de Metlili dans la willaya du Ghardaia (Google earth).
7
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1.2.2.Phoenix dactylifera L.

Phoenix dactylifera L., également connu sous le nom du palmier dattier, est I'une des espéces
les plus importantes de 1’écosystéme oasien en raison de son adaptation aux climats rigoureux des
régions chaudes et séches (Toutain, 1979). Il fait partie de la famille des Arecaceae et de I'ordre des

Arecales. Dactylifera est I'une des douze especes du genre Phoenix (Munier et al., 1973).

Le palmier dattier est une espéce monocotylédone, arborescente a croissance apicale
dominante avec un stipe de 20 a 30 metres de haut, portant une couronne de palmes (4 a 7 m de
longueur).En général, une fois adulte, le diamétre du tronc reste stable dans les mémes
conditions.Les vieilles cicatrices palmaires recouvrent régulierement le stipe (Munier et al., 1973;
Zaid et Arias-Jimenez, 2002). De plus, c'est une plante vivace dioique (2n=36) dont 1’organe
reproductif de palmier dattier est composé d'inflorescences males (Dokhar), ou femelles (Nakhla)

qui sont portés sur des pieds différents (Chaibi, 2002; Aberlenc-Bertossi, 2017).

Le fruit du dattier, connu sous le nom de datte, contient un seul grain communément appelé
noyau et a une forme ovale a cylindrique.Un mésocarpe de couleur charnu protégé par un péricarpe
fin constitue la datte.Le noyau est entouré d'un endocarpe, de forme angulée, plus ou moins
volumineux, ainsi sa consistance est dure et cornée (Munier, 1973). Selon les cultivars, la couleur
des dattes peut étre jaune plus ou moins clair, jaune ambré translucide, brun plus ou moins
prononcé, rouge ou noire. Egalement, sa consistance peut étre molle, demi-molle ou dure, ces
dernieres sont dites dattes séches a cause de I'aspect farineux de leur chair (Munier, 1973;Toutain,
1979).

1.2.3. Choix du matériel végétal

La matiére végétale utilisée dans ce travail consiste le cultivar « Deglet Nour » qui préside les
marchés mondiaux, et autres quatre cultivars Ghars, Tadala, Tezerzait et Bent Keballah de dattes
algériennes. Les cing variétés sont choisies en fonction de leur mérite gastronomique, de leur
qualité marchande et de leur large consommation au niveau national.Aussi, les cultivars choisis sont
les plus largement trouvés dans les palmeraies de la région de Ghardaia. Le Tableau 2 représente

quelques caractéristiques des variétés des dattes étudiées.
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Tableau 2 : Quelques caractéristiques des variétés des dattes étudiées (Belguedj et Trichine,

Synonymes

locaux

Date de maturité

Utilisation de la
datte

Mode de la

conservation

Couleur de la
datte

Consistance de la
datte au stade

utilisé

Gout

Texture

Deglet

Nour

Elketnoor,
degla

Novembre

Fraiche,
conservée

Froid, sacs

Miel

Molle

Parfumé

Fibreuse

2011).
Ghars Tadala
Ighes, Taddela,
ghudane adelt
Aout, Aout,
Septembre Septembre
Fraiche, Fraiche,
conservée conservée
., ... Froid, sacs,
Ecrase, pilé Y
écrasé
Ambrée Marron clair
Molle
Molle
Parfumé Parfumé
Fibreuse Fibreuse

Tezerzait

Azerza,
tazerzayt,
tazerza

Septembre,
Octobre

Fraiche,
conservée

Ecrase, pilé

Miel

Molle

Parfumé

Fibreuse

Bent
Keballah

Bent gbala,
bent khabala

Septembre,

Octobre

Fraiche,
conservée

Froid,
écrase,

Miel

Molle

Parfumé

Fibreuse

La majorité des wilayas du Sahara abritent la culturedes variétés du palmier dattier retenues

dans cette étude. Chaque ensemble de cultivars est en fait adapté & une ou plusieurs régions en

fonction des conditions climatiques (Belguedj, 2002).

Les régions phéniciennes s'étendent sur 17 wilayas et sont majoritairement situées au sud de

I'Atlas saharien. Selon les statistiques de Ministére de 1’Agriculture et du Développement Rural

(MADR, 2022), la wilaya de Ghardaia est classée au cinquieme rang national en termes de

production des dattes. Le Tableau 3 qui suit décrit la production des dattes dans la région de

Metlili.
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Tableau 3 : Production des dattes par la compagne agricole de la Daira de Metlili (Direction des
Services Agricoles de Ghardaia, 2021).

Deglet Nour Ghars et Deglet Beida
Région (Dattes Analogues et Analogues Total
fines) (Dattes molles) (Dattes seches)

Nombre de Metlili 66 882,00 27 069,00 88 414,00 182 365,00
palmiers existants  Seb Seb 16 789,00 5 475,00 26 362,00 48 626,00
Production dattes Metlili 32034 14 274 51704 98 012,00

(Qx) Seb Seb 7729 3134 10 402 21 265,00

1.3. Méthodes

1.3.1.Préparation des échantillons

La préparation des échantillons constitue la premiere étape de toute analyse et trés importante
pour des résultats fiables. La connaissance de la nature et la forme de 1’échantillon (dur et massif,
échantillon biologique, poudre, ...), I’information recherchée et la composition de 1’échantillon
permettent de mettre en place la méthode de préparation d'un échantillon. Dans ce travail, nous
avons utilisé deux types des échantillons, les dattes comme source d’extrait enzymatique et les
différents organes du Phoenix dactylifera L. comme source des molécules bioactives a une capacité
d’inhiber I’activité des deux enzymes PPO et POD.

Souvent, une quantité des dattes de cinq variétés (Ghars, Deglet Nour, Tadala, Tezerzait et
Bent Keballah) sont récoltées d’une palmeraie de la région de Metlili — Ghardaia puis acheminées
au laboratoire (Figure 2). Les dattes ont été sélectionnées d’une manicre aléatoire, mais d’une fagon
uniforme en termes de taille, de couleur et du stade de la maturation compléte, tamar. Au cours de
laquelle, les dattes présentent une couleur brunatre, une texture douce et un aspect ridé. Les fruits
perdent une grande partie de leur humidité et la teneur en sucre atteint des valeurs proches de 72 a

88% de la matiere seche a maturation (Hasnaoui et al., 2011 ; Fernandez-Lopez et al., 2022).
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Ghars

Deglet Nour

Tadala

Tezerzait

Bent Keballah

Figure 2: Dattes de cinq variétés étudiées (Bensania, 2023)

Avant de la conservation des dattes a - 20°C, nous avons effectué un triage a fin d'éliminer

toutes les dattes qui sont moins matures, écrasées ou agressées par les oiseux et les insectes. Apres,

on fait un lavage des dattes par I'eau distillée a pour but d’écarter les particules de terre, les

poussiéres et les débris végétaux.

Les autres échantillons (périanthes, pédicelles et palmes) sont nettoyés et débarrassés de

poussieres et d’autres impuretés par 1’eau distillée, puis séchés a température ambiante, a I’ombre et

sous aération continue jusqu’a le séchage compléte (Figure 3). Ensuite, les trois échantillons

11
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complétement séchés ont été broyés en poudre fine qui a été conservée dans des bouteilles en verre
hermétiquement fermés, étiquetés et stockées a I'abri de I’humidité jusqu’al’utilisation.

(@) (b) (©)

FigureError! Bookmark not defined.: Différents organes étudiés du palmier dattier, (a) :
palme, (b) : pédicelle, (c) : périanthe (Bensania, 2019)

1.3.2. Préparation des extraits végétaux

L’extraction consiste a arracher le maximum des substances actives contenues dans
I’échantillon par 1’utilisation de différentes méthodes selon la nature des composés a extraire. En
raison de sa facilité de manipulation, la température ambiante, 1’utilisation de moindres quantités de
solvant et de sa grande reproductibilité, la méthode de macération est celle utilisé dans la présente
étude pour extraire les biomolécules. En effet, la macération comprend a laisser reposer la matiére
végétale dans un solvant pendant une durée déterminée, a fin d’extraire les principes actifs tels que

les composés phénoliques et les flavonoides (Hamia et al., 2014).

Protocole expérimental

Selon la méthode décrite par Djeridane et al. (2006), I'extraction est réalisée avec quelque
modification. Brievement, une quantité de 1g de poudre précédemment obtenu des périanthes, des
pédicelles et des palmes est macérée dans une solution hydro-méthanolique (20 mL) de rapport
volume méthanol/eau (8/2) pendant un temps de 48 heures & température ambiante et & 1’obscurité
pour de prévenir les phénomeénes d'oxydation et 1’évaporation de solvant d’extraction. Les macérats
ont été filtrés sur papier Wattman et les filtrats obtenus ont été évaporés a sec par un évaporateur
rotatif de type Heidolph (HeizbadHei-VAP). Les résidus sont repris dans un volume déterminé de

12
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mélange méthanol-eau et les conservés dans un tube en verre hermétiquement fermé a 4°C jusqu'a

leur étude.

Détermination du rendement d’extraction

La masse de I’extrait aprés évaporation du solvantest appelée rendement d’extraction, elle
s’exprimée en pourcentage (%) par rapport a la masse de départ de la plante soumise a 1’extraction.

Le rendement est déterminé selon la formule suivante : R(%) = (P1 - P2/P3) x100.

P1: poids du ballon aprés évaporation ;
P2: poids du ballon vide;
P3: poids de la matiere végétale de départ (Mahmoudi et al., 2013).

1.3.3.Screening phytochimique des extraits

La présence de familles des molécules actives est révelée par le criblage phytochimique qui
est un ensemble des tests qualitatifs utilisés pour déterminer la constitution chimique des extraits.
Ces tests sont fondés sur des procédés de précipitation ou réactions de coloration. Les observations

faites sous lampe UV peuvent également étre utiles.

Les molécules mises en évidence pour les différents organes étudiés du Phoenix dactylifera L.
sont : les composés phénoliques (comme les flavonoides, les tanins, les quinones libres et les
coumarines), les composés terpéniques (terpénoides, stéroides et saponines), les composés azotés
(alcaloides) et les composés réducteurs. Le Tableau 4 illustre les divers groupes chimiques
sélectionnés pour les tests et les réactifs spécifiques utilisés ainsi que les résultats positifs.

13
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Groupes chimiques

Tanins

Flavonoides

Coumarines

Quinones libres

Alcaloides

Terpénoides

Protocol

0.2mL d’extrait

quelque goutes FeClz a (1%)
incubation pendant 15 min a
50°C

2 mL d’extrait
2mL d’ HCL
2mL (NH4OH)

2mLd’extrait
3mLNaOH (10%)

5mL d’extrait
goutes de NaOH (1%)

1mL de chaque extrait
omL d’acide chlorhydrique a
1%

Meélange /2 (M1, M2)

M1 : traité par 5 goutes de
réactif de Mayer

M2 : traité par 5 gouttés de
réactif de Wagner

5 mL d’extrait
2mL d’anhydre acétique

ImL d’acide sulfurique

14

Tableau 4: Différents tests de criblage phytochimique

Résultats positifs

La présence des tanins est
indiqué par une coloration
verdatre ou bleu noir (Trease
et Evans, 1987)

Une coloration rouge en
milieu acide et bleue violacée
en milieu basique témoigne

de la présence d’anthocyanes.
(Paris, 1969).

L’apparition d’une couleur
jaune indique la présence de
coumarines (Rizk, 1982).

Le développement d’une
couleur qui vire au jaune
rouge ou violette (Oloyede,
2005).

La formation d’un précipité
blanc ou brun révélé la
présence des alcaloides
(Majob et al., 2003).

L’apparition d’une couleur
mauve ou violette indique un
test positif (Ayoola, 2008).
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Stéroides e 5mL de I’extrait L’apparition d’une coloration
e 5mL d’anhydride acétique  Violette qui vire au bleu puis
e 0,5mL de H.SO4 au vert indique une réaction

positive(Bhandary et al.,

2012).
Composés e 1 mL de I’extrait Un test positif est révéle par
réducteurs e 2mL d’eau distillée la formation d’un précipité
e 2mL de la liqueur de Fehling  rouge brique (Khandelwal,
e chauffer au bain marie & 2006)
40°C
Saponosides e Introduire 10mL d’extrait Une hauteur persistante de
dans un tube a essai mousse supérieur & 1cm
Puis agité pendant quelque - .
* giep quelq indique la présence des
secondes _
15min

1.3.4. Analyse quantitative

1.3.4.1. Dosage des phénols totaux

Principe

Les différents extraits des organes végétatifs du Phoenix dactylifera L. ont été dosés a 1’aide
d’une méthode colorimétrique mise au point par Singleton et Ross (1965), par I’utilisationdu
réactif de Folin-Ciocalteu, qui est modifié sa propriété colorimétriqueen interagissant avec des
molécules spécifiques (Bahorun, 1997).

Ce réactif est formé d'un mélange d’acide phosphotungestique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040) qui ont été réduits en oxydes bleus de tungstene (WgO23) et de
molybdéne (MosgO23) par les phénols dans un milieu basique. Ces produits de réduction présentent
une absorption maximale a 760 nm et ils sont proportionnels a la quantité desphénols totauxtrouvés
dans l'extrait analysé. Les résultats d'absorption obtenus sont traduits en des valeurs massiques a

I'aide d'une courbe d'étalonnage standard d'acide gallique (Boizot et Charpentier, 2006).
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Mode opératoire

Dans des tubes a essais, 100 puL de chaque extrait des organes végetatifs du Phoenix
dactylifera L. sont ajoutés a 500uL de Folin-Ciocalteu dilué dix fois, bien mélanger et laisser
pendant 5 minutes dans l'obscurité et a température ambiante. Ultérieurement, 2 mL de carbonate de
sodium Na>COs (2%) ont été ajoutés dans les tubes qu’ils sont bien agités et ensuite incubés a 1’abri
de la lumiére et a température ambiante. Apres 30 minutes d'incubation, pour chaque solution, la
lecture de la densité optique a été déterminée a 760 nm contre un blanc a I’aide d’un

spectrophotomeétre UV-VIS (SpectroScan 40).

Dans les mémes paramétres de fonctionnement, une courbe d’étalonnage est réalisée
simultanément en utilisant différentes concentrations d’acide galligue comme contréle positif.
Toutes les mesures sont effectuées en triplicata. Les concentrations des phénols totaux contenues
dans les extraits du palmier dattier pour les cing variétés sont calculées en se référant a la courbe
d’¢étalonnage d’acide gallique (Figure 10). Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide

gallique par un gramme de la matiére végétale seche (mg EAG/g).

1.3.4.2. Dosage des flavonoides

Principe

Le contenu des extraits en flavonoides a été mesuré par la méthode modifiée de Lamaison et
Carnat (1991) avec le trichlorure d'aluminium (AICI3).En effet, le chlorure d’aluminium réagit
avec les groupements hydroxyles (OH) des flavonoides formant un complexe flavonoide-Al** stable
qui produit une coloration jaunatre dorée instantanée dont I’intensité est proportionnellement a la

concentration de flavonoides dans 1’échantillon (Ekpo et al., 2020).

Afin de quantifier les teneurs en flavonoides dans nos extraits, une courbe d’étalonnage d’un

flavonoide étalon, la rutine, a été tracée.

Mode opératoire

Brievement, 1 mL d’extrait est ajouté @ 1 mL de solution de chlorure d’aluminium AICIz a
2%, ainsi le mélange est vigoureusement agité. Aprés 20 min d’incubation, a température ambiante
et a ’abri de la lumicre, 1’absorbance est lue dans le méme spectrophotomeétre a une longued’onde

de 409 nm contre un blanc. Egalement, les mémes procédures ont été effectuées pour la rutine a
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différentes concentrations, ainsi les valeurs de 1’absorbance obtenues nous ont permis de tracer la

courbe d’étalonnage de la rutine (Figure 11). Toutes les expériences sont effectuées en triplicata.

Les concentrations des flavonoides contenues dans les différents extraits sont calculées, en se
référant a la courbe d’étalonnage de la rutine. Les résultats sont exprimés en mg équivalent la rutine

par un gramme de la matiere vegétale seche (mg ER/Q).
1.3.5. Activité antioxydante

La capacit¢é d’un composé a ralentir ou empécher la production des radicaux libres est
nécessaire pour déterminer dans quelle mesure il peut les piéger. La mise en évidence du pouvoir
antioxydant et anti-radicalaire des extraits des différents organes du palmier dattier (périanthes,
pédicelles et palmes) a été réalisée par trois tests chimiques in vitro : test duDPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl); test du FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) et test d’ABTS (2, 2’-azino-

bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)).

1.3.5.1.Test du DPPH

Principe

La mesure de I’activité anti-radicalaire des différents extraits a été examinée dans un premier
lieu par le test du DPPH suivantle protocole décrit par Lee et al. (1998). La réduction d’une espéce

radicalaire en présence d’un donneur d’hydrogene (antioxydant), c¢’est le principe de ce test.

Le test DPPH est un test colorimétrique basé sur une mesure spectrophotométrique de la
capacité d'une espece antioxydante a réduire les radicaux DPPH« (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
de couleur violette en solution de couleur jaunatre (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine), lorsque leurs
électrons non appariés sont appariés avec I'nydrogéne de I'antioxydant. Le pouvoir antioxydant d'un
compos¢ ou d’un extrait végétal peut étre déterminé par le suivi de la décoloration a I’aide de
spectrophotométrie a une longueur d’onde 517 nm donc une faible absorbance indique une
meilleure activité anti-radicalaire (Figure 4) (Sanchez-Moreno, 2002 ; Bougatef et al., 2009 ;
Christodoulou et al., 2022).
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Figure 3: Réduction du radical libre DPPHe en présence d’antioxydant (Liang et Kitts, 2014).

Mode opératoire

Pratiqguement, un volume de 100 pL des différentes concentrationsdes solutions d’extraits et
des antioxydants de référence, qui ont été solubilisés dans le méthanol, sont ajoutés a 1 mLde la
solution méthanolique du DPPH (250 pM).Le milieu réactionnel est agité vigoureusement puis
laissé a I'obscurité pendant 30 minutes pour permettre a la réaction de se produire. L’absorbance du
mélange est mesurée par unspectrophotométre UV-Visible a 517 nm. A titre de comparaison, la
puissance anti-radicalaire des standards (Trolox et acide ascorbique) a été mesurée en utilisant la

méme méthode que ci-dessus.

A partir des mesures de la densité optique de chaque extrait ou antioxydant de référence a
différentes dilutions, le pourcentage d'inhibition du DPPH a été calculé a l'aide de la formule
suivante (Yu et al., 2004).

% d'inhibition = (A Teémoin — A Echantilion / A Témoin)*100

Ou : A Témoin : désigne 1’absorbance de DPPHe seul sans antioxydant.
A Echantillon : Teprésente 1’absorbance de DPPHeen présence de I’antioxydant.

Ensuite, le tracage du pourcentage d’inhibition (%) en fonction de la concentration des
extraitsou des antioxydants standards choisis a permis d’obtenir la concentration ECsg qu’elle s’agit
la concentration nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du radical DPPHe+ (Dieng et
al., 2017).
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1.3.5.2.Test de FRAP
Principe

La capacité reductrice de nos extraits a été estimee en utilisant la méthode décrit par Benzie et
Strain (1996) avec quelque modification. La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
est un essai simple, rapide, peu colteuse et ne nécessite aucun équipement particulier. Elle est
universelle, peut étreappliqué aussi chez des plantes que les plasmas et dans les extraits organique et
aqueux (Bougandora et Bendimerad, 2013).

Ce test est basé notamment sur la mesure de I’aptitude des agents antioxydants en milieu
acide a réduire le complexe ferrique-triperidyltriazine (Fe*>~TPTZ) en un complexe ferreux-
triperidyltriazine (Fe*>~TPTZ) de couleur bleu intense mesurable a 593 nm. Alors, I’augmentation
de I’absorbance suggere que ’extrait a une puissante capacitéréductrice (Ou et al., 2002 ; Ghaisas
et al., 2008). Par conséquent, I’indicateur significatif de 1’activité antioxydante potentielle d’une

molécule est son pouvoir réducteur (Gheffour et al., 2015).
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Figure 4: Réduction dutripyridyl-triazine ferrique (Fe3+-TPTZ) en présence d’antioxydant
(Christodoulou et al., 2022).

Mode opératoire

Briévement, 100 pL de chaque extrait est mélange avec 1 mL du réactif FRAP qui est formé
par le mélange de 25 mL du tampon d’acétate (300 mM, pH 3,4), 2,5 mL de la solution du TPTZ
(10 mM dans 40 mMHCI) et 2,5 mL de la solution du trichlorure de fer (FeClz.6H20, 20 mM). La
variation de 1’absorbance a 593nm est déterminée aprés une incubation pendant 7 min a température

ambiante.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant le FeSOs comme étalon. Les résultats sont exprimés en des valeurs de FEAC
(Ferroussulphate Equivalent Antioxydant Capacity): mmol/mL de fer ferreux (mmol/ml Fe?") par
I'utilisation de I'équation obtenue a partir de la courbe d'étalonnage de FeSOas. Dans un souci de
comparaison du pouvoir réducteur de nos extraits, nous avons testé 1’acide ascorbique et le Trolox

qui sont pris comme des antioxydants de référence.

1.3.5.3. Test d’ABTS
Principe

La capacité des extraits des périanthes, des pédicelles et des palmesa piéger le radical stable
2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6 sulfonic acid) (ABTS™) est déterminée par une méthode
décrite par Cano et al. (1998).

Le test d’ABTS est basé sur la transformation du radical cationique ABTS™" de coloration vert
bleu en ABTS incolore grace a la présence d’un antioxydant. Le radical préformé (ABTS™) a été
produit par oxydation d'un électron d'ABTS avec un systeme enzymatique contenant une

peroxydase et le peroxyde d'hydrogene (Villafio et al, 2004).

H3C CH3 H3C CH3

S@[%—Hm/ \J@H H b

/\\ /\o O/\\ O//\\“o

Figure 5: Formation du radical cation ABTS™" (Kut et al., 2022).

Le dosage du radical (ABTS™) est basé sur la mesure de la décoloration aprés I'addition d'une
substance susceptible a un effet antioxydant. Quand une solution du radical (ABTS™) est mélangée
avec un compose donneur d’électron / hydrogéne, la forme réduite du radical est générée et
accompagnée d’une perte de couleur qui peut étre suivie par la mesure de la densité optique a une

longueur d’onde de 415 nm (Chen et al., 1997).
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Mode opératoire

En brievement, le complexe bleu vert du radical (ABTS™) est formé par le mélange d'une
peroxydase (0,2 mg/mL dans un tampon phosphaté a un pH=6,8), peroxyde d’hydrogene (1mM) et
d’une solution aqueused’ ABTS (20mM). La réaction est démarrée par l'ajout de 100 uL de chaque
dilution de I’extrait 4 un 1 mL de la solution radicalaire d’ABTS"". Apres une incubation pendant 5
min a l'obscurité, la lecture de I'absorbance est réalisée a 415 nm en utilisant le méme

spectrophotometre utilisé pour les procédures expérimentales précédentes.

L’activité antioxydante liée a I’effet de neutralisation du radical d'ABTS™ est calculée en
pourcentage d’inhibition a 1’aide les densités optiques desdifférentes dilutions d’extraitet la formule

suivante (Dieng et al., 2017):

Y%d'inhibition= (A Temoin — AEchantillon / ATeémoin)*100

Ou,
A Témoin : désigne ’absorbance d'ABTS "seul sans échantillon (antioxydant).

A Echantillon : représente 1’absorbance d'ABTS "en présence d’échantillon (1’antioxydant).

Ensuite, le tracage du pourcentage d’inhibition (%) en fonction de la concentration des
extraits ou des antioxydants standards choisis a permis d’obtenir la concentration ECso qu’elle s’agit
la concentration d’échantillon nécessaire pour neutraliser 50% des radicaux libres (Dieng et al.,
2017). Ce test permet alors, d'obtenir des informations sur le pouvoir anti-radicalaire de nos extraits

comparativement au Trolox et 1’acide ascorbique prisent comme des antioxydants de référence.
1.3.6. Mesure de P’activité anti-enzymatique

La mesure de ’activité anti-enzymatiquea été déduit pour les deux enzymes PPO et PODqui
ont été intervenu dans leprocessus du brunissement enzymatique. A cet effet, différents extraits des
organes du palmier dattier (périanthes, pédicelles et palmes) de cing variétés (Ghars, Deglet Nour,
Tadala, Tezerzait et Bent keballah) ont été testés pour son pouvoir inhibiteur vis-a-vis deux
enzymes responsables au brunissement enzymatique des dattes : PPO et POD; en utilisant le

pyrocatéchol et le guaiacol comme des substrats respectivement.

21



- Matériel et Méthodes

1.3.6.1. Préparation des extraits enzymatiques

L'extraction est réalisée selon la méthode décrite par Al-Jassabi et al. (2013) avec quelque
modification. Une quantité de 30g des dattes, dénoyautée et déecoupée en fragments, a été broyée
dans 100 mL d’une solution de tamponphosphate de sodium (0,1M, pH 6,8) contenant du
polyvinylpyrrolidone PVP (0,5% P/V). Le broyage fait manuellement a 1’aide d’un mortier —pilon
jusqu’a I’obtention d’un broyat bien homogénéisé. Le broyat subit ensuite une agitation pendant

une heure puisune filtration sous vide.

Apres, la solution est centrifugée pendant une heure a 4000g et 4°C, a 1’aide d’une
centrifugeuse Beckman (modele J2-21). Le surnageant obtenu constitue 1’extrait enzymatique brut

qui est conservé a- 20°C pour I’analyse.

1.3.6.2. Dosage des protéines dans les extraits enzymatiques

Principe

L'estimation des quantités des protéines de chaque extrait enzymatique brut est réalisée selon
la méthode de dosage de Bradford (1976). Cette méthode colorimétrique est basée sur le
changement de la couleur du bleu de Coomassie apres sa liaison avec les acides aminés aromatiques
présents dans la protéine. La densité de la couleur bleue se traduit par un changement d'absorbance
proportionnel a la concentration des protéines dans I'échantillon et la densité optique de la solution
est déterminée a 595 nm. Les concentrations protéiques ont été calculées par une courbe

d’étalonnage de I'albumine sérique bovine.

Mode opératoire

Un volume de 0,1 mL d'extrait de protéine est ajouté a 2,5 mL du réactif de bleu de
Coomassie (10 mg de poudre de bleu de Coomassie est dissous dans 5 mL d'éthanol a 95%, puis on
y ajoute 10 mL d'acide phosphorique a 85% ; le mélange résultant est ajusté avec 1’eau distillée a un
volume final de 100 mL, puis le filtrat et maintenu a froid (4°C) jusqu’a le dosage). Apres 2 min de
stabilisation de la couleur, la densité optique du mélange est déterminée a 595 nm contre un blanca
I’aide d’un spectrophotométre. Les concentrations de protéine sont déterminées par référence a une
gamme etalon a base d'albumine sérique bovine (BSA), dont la concentration varie de 0 a 100

pug/mL, préparée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons (Annexe 6).
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1.3.6.3. Mesure de I’activité enzymatique

1.3.6.3.1.Mesure de ’activité enzymatique de la PPO

Plusieurs méthodes aient été inventées pour determiner l'activité de la polyphénol oxydase.
Souvent, le suivi direct de la formation des o-quinones a partir des substrats par spectrophotométrie

est la méthode la plus utilisée pour mesurer I'activité de la PPO.

Principe

Dans cette étude, I’activité enzymatique de la PPO des dattes a été mesurée suivant le
protocole décrit par Lee et al. (2007) a I’aide d’un spectrophotométre, en utilisantcomme substrat le
pyrocatéchol. L’oxydation du pyrocatéchol se traduit parla production de 1’0-benzoquinoned’une
couleur rouge-brun mesurable a 420 nm (Waite, 1976, Yoruk et Marshall, 2003).

OH 0

OH 0O
Polyphenoloxi
+ 12 0, olypheno o:udase’_

Catechol Benzoquinone

Figure 6: Oxydation du catéchol par PPO (Dutta et Sarkar, 2014)

Mode opératoire

Un mélange de 0,95 mL de tampon phosphate (0,1M, pH 6,8) et 0,05 mL d'extrait
enzymatique a été incubée pendant 5 minutes a 25°C. Ensuite, la réaction est démarrée par ’ajout
de 0,5 mL du substrat (pyrocatéchol) a 0,2 M. La variation de la densité optique a été suivie a 420
nm. La valeur adoptée pour le coefficient d’extinction moléculaire d’o-benzoquinone est 1417
M~'.cm™. Une unité d'activité enzymatique a été définie comme la quantité d’enzyme qui produit 1

umol d’o-benzoquinone par min (Gouzi et al., 2012).

La vitesse initiale (Vo) a été déterminée a I’aide de la pente de la partie linéaire du tragcage des
densités optiques en fonction du temps. Ainsi, les paramétres cinétiques (la constante de Michaelis-
Menten (Km) et la vitesse maximale (Vmax) de l'enzyme) ont été calculés a partir de la

représentation en double inverse de Lineweaver-Burk.
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1.3.6.3.2. Mesure de ’activité enzymatique de la POD

Principe

Le protocole decrit par Ponce et al. (2004) a éte utilisé pour mesurer I’activité enzymatique
de la peroxydase, le guaracol servant de substrat, donneur d’hydrogéne, en présence duperoxyde
(H202) qui sera réduit en molécule d’eau. L’oxydation enzymatique du guaiacol produit un

composé rouge rouille absorbant la lumiére a environ 470 nm, le tetraguaiacol.

,CO OCH,

OCH,

OH
parox1dase
4 + 211202 + 8}120

guaiacol ()— ()
H,CO

tetraguaiacol

Figure 7: Oxydation du guaiacol en tetraguaiacol (Radulescu et al., 2019).

Mode opératoire

La solution dusubstrat a été préparée en mélangeant 1 mL du guaiacol (1%), 1 mL du
peroxyde d'hydrogene (0,3%) et 10 mL de tampon phosphate (0,1 M, pH 6,8). La réaction
enzymatique est menée a température ambiante par le mélange de 2,87 mL de la solution du substrat,
0,03 mL du tampon phosphate (0,1 M, pH 6,8) et 0,1 mL d’extrait enzymatique. L’activité

enzymatique a été suivie par la mesure de la variation de 1’absorbance a 470 nm.

La valeur adoptée pour le coefficient d’extinction moléculaire du tétraguaiacol est 5157,51
M~'.cm™. Une unité d'activité enzymatique a été définie comme la quantité d’enzyme qui produit 1

umol de tetraguaiacol par min (Coupé et al., 1972).

La vitesse initiale (Vo) est calculée a partir la pente de la partie linéaire de la courbe
d’absorbance en fonction du temps. Ainsi, les paramétres cinétiques de I'enzyme (Km et Vmax) ont

été déterminés a partir de la représentation en double inverse de Lineweaver-Burk.
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1.3.6.4. Test d’inhibition
1.3.6.4.1. Mesure de ’activité anti-polyphénol oxydase

Le protocole établi par Lee et al., (2007) a permis la mesure de l'activité de polyphénol
oxydase en présence des extraits de différents organes étudiés du palmier dattier. Brievement, un
volume de 0,5 mL d'extrait (de périanthes, de pédicelles ou de palmes) a été mélangé avec 0,05 mL
de I'extrait enzymatique et 0,45 mL de tampon phosphate (0,1M, pH6,8). Apres une incubation
pendant 5 minutes a 25°C, un volume de 0,5 mL de pyrocatéchol (0,2 M) a été ajouté. La lecture de

la densité optique a été déterminée a 420 nm.

Expression du taux d’inhibition (%) :

Le taux d’inhibition de la PPO exprimé en pourcentage est calculé comme suit :
Ydiinhibition= (A control — AExtrait / A controly*100
D’ou:
A control: désigne I’absorbance du contr6l (en absence des extraits du palmier dattier) ;

A Extreit : désigne I’absorbance en présence des extraits du palmier dattier.

1.3.6.4.2. Mesure de ’activité anti-peroxydase

L’inhibition de la peroxydase par les extraits des différents organes du palmier dattier
(périanthes, pédicelles et palmes) a été mesurée suivant le protocole décrit par Ponce et al. (2004).
Un milieu réactionnel a été préparé par 2,87 mL de solution de substrat, 0,03 mL de différents
extraits a testeret 0,1 mL d’extrait enzymatique. A une température ambiante, la variation de

I’absorbance a été suivie a 470 nm.

Expression du taux d’inhibition (%) :

Le taux d’inhibition de la POD exprimé en pourcentage est calculé comme suit :

%d'inhibition= (A contrdl — AExtrait /A contr(”)l)*100

25



- Matériel et Méthodes

D’ou:

A control : désigne I’absorbance du contrdl (en absence des extraits du palmier dattier) ;

A extrait : désigne 1’absorbance en présence des extraits du palmier dattier.

Ainsi, nous avons essayé de tester l'effet inhibiteur de 1’acide ascorbiquesur l'activité de la
PPO et de la POD de nos extraitsenzymatiques bruts, comme un agent chimique d’anti-
brunissement. Alors, dans les conditions expérimentales précédemment utilisées, en absence et en
présence de I’acide ascorbique, les activités enzymatiques de la PPO et de la POD ont été mesurées,

en utilisant le pyrocatéchol et le guaiacol comme des substrats respectivement.
1.3.7. Caractérisation des molécules bioactives

L’analyse qualitative des extraits végétaux bruts est une opération demandant un passage
précieux de plusieurs étapes. Le choix efficient de I'étape assure ultérieurement un bon résultat avec
le minimum de difficultés.Selon les moyens mis a notre disposition, la procédure de caractérisation
des extraits comprend une étape d’extraction des composés d’intéréts, puis une étape de purification

par chromatographie sur colonne et enfin une étape de caractérisation par LC-MS.

Les procédures de la purification et de caractérisation s’effectuent pour la variété Ghars du
Phoenix dactylifera L.. Le choix du matériel végétal est fixé sur les extraitsdes deux organes étudiés
du palmier dattier pour cette variété (périanthes et pédicelles) qui sont démontrés des taux
d'inhibition les plus élevés.

*Analyse par CCM

Les extraits issus de I'extraction, qui sont toujours de composition chimique trés complexe,
sont soumis a des méthodes de séparation. Plusieurs techniques chromatographiquesont été
employéssoit individuellement, soit combinées pour la séparation de divers constituants d’un
mélange. Les analyses sur couche mince des extraits ou fractions sont réalisées en phase normale
sur des plaques d’aluminium recouvertes de gel de silice. Les systémes de solvant que nous avons
employés sont constitués d’un mélange binaire de dichlorométhane et le méthanol en variant le

rapport selon le type de séparation souhaitée.
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L’observation des CCM s’effectue en lumicre visible et sous UV (254 et 365 nm), avant et
apres révélation. Aprés leur développement, les chromatogrammes sont révélés par la vanilline
sulfurique suivie de chauffage a 100°C. L’utilisation du réactif sur les plaques de chromatographie
sur couche mince apres élution, permet de comparer les profils des fractions séparées et de les
rassembler en fonction de leurs similitudes, d’obtenir des renseignements supplémentaires sur le
type d’une molécule et éventuellement permettre de localiser certains composes invisibles sans

dérivatisation chimique.
*Separation par chromatographie sur colonne

Dans la présente étude, le choix est fixé a la chromatographie sur colonne qui est une méthode
préparative trouvée sa place dans tout les laboratoires et les études qui intéressées par les extraits
végéetaux. La séparation et la purification de nos extraits a été effectuée a ’aide d'une colonne
ouverte en gel de silice a filtre au fond. Les différents métabolites secondaires sont séparés a 1’aide
d’un gradient d’¢élution dichlorométhane/méthanol (CH2Cl>-MeOH) en commencant par le CHCl»
seulement puis en diminuant son volume jusqu’a la fin ou le dernier lavage de la colonne se fait par
le méthanol seulement. Les proportions utilisées sontcomme suit : 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30,
20, 10 % et finalement 100% du méthanol. Des fractions de 5ml ont été collectées et testées sur
plague CCM. Puis, les métabolites secondaires répartis dans les fractions collectées sont

caractérisés par LC-MS.
*Analyse avec LC-MS

L’analyse qualitative des constituants présents dans les extraits de périanthes et de pédicelles
du palmier dattier, variété Ghars, a été performé en utilisant UPLC/ESI/MS/MS Shimadzu 8040
ultra-élevée sensibilité avec la technologie UFMS équipé avec une pompe binaire Nexera XR LC-
20AD.

La séparation a été réalisée avec une colonne Ultra-force C18 (ID 4,6 mm x 150 mm, taille de
particules 3 um ; Restek) et la température du four était de 35 °C. La separation chromatographique
a ete réalisée en utilisant un melange de phase mobile A (eau, acide formique 0,1 %) et de méthanol
comme phase mobile B en mode gradient comme suit : 0,1 min a 2 min A 95 %, 2 min a 15 min A
95 %, 15 min & 18 min A 5 %, 18 min & 20 min A 5 %, 25 min a 25 min A 95 %. Le débit a été
établi & 0,4 mL/min et le volume d'injection était de 5 pL passé a travers un filtre Millex-LCR
(PTFE) avec des tailles de pores de 0,22 mm. La séparation a été effectuée a température ambiante

et I’analyse a duré 25 minutes.
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Le MS/MS a utiliseé les conditions ESI comme suit : 230 KPs de gaz CID ; dynode de
conversion -6,00 Kv ; température d'interface 350 °C ; température DL 250 °C ; débit de gaz de
nébulisation de 3,00 L/min, bloc chauffant a 400 °C ; débit de gaz de séchage de 15,00 L/min. Le
spectromeétre de masse a piege a ions a été utilisé a la fois dans les ions négatifs et positifs avec le
mode MRM. Une identification précise a été faite en fonction de leurs fragments typiques et par
comparaison avec les standards disponibles dans la base de données développée.

1.4. Analyse statistique

L’étude statistique a été réalisée par le logiciel Microsoft Office Excel (2007). Les résultats
des tests effectués in vitro sont présentés sous forme de moyenne + déviation standard (SD), n=3.
Une analyse a sens unique de test de variance, ANOVA (Statistica 10), accompagné du test HSD de
Tukey a été appliquée pour déterminer la différence entre les parties du palmier
dattier.Statistiquement, la différence avec une probabilité p <0,05 a été jugée significative. Ainsi,
une analyse descriptive des résultats est réalisée a l'aide du logiciel XLSTAT 2014, afin de
déterminer le coefficient de corrélation (coefficient de Pearson) et de faire 1’évaluation en
composantes principales (ACP) pour distinguer la relation entre les extraits en fonction de leur

teneur en phénol et de leurs activités antioxydantes et anti-brunissements.
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11.1. Rendements d’extraction des extraits végétaux

La préparation des extraits des différents constituants du Phoenix dactylifera L. a été réalisée
par une méthode traditionnelle, la maceération. De ce fait, une simple macération a froid a été
réalisée pour la poudre des périanthes, pédicelles et palmes de cinq variétés locales du palmier
dattier dans un solvant hydro-alcoolique (méthanol/eau) de rapport 8/2 (V/V) ; ces solvants sont
plus utilisés pour une haute récupération de composes antioxydants. Néanmoins, 1’utilisation de la
poudre a pour but d’améliorer 1’extraction du fait de rendre 1’échantillon plus homogéne, augmenter
la surface du contact avec le solvant et faciliter sa pénétration a I’intérieur des cellules qui ne sont
pas détruites apres le broyage. D’autre part, les solvants organiques sont capables d’augmenter la
perméabilité des parois cellulaires en facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de molécules

polaires, de moyenne et de faible polarité (Satyajit et al., 2006).

Les résidus d’extraction sont pesés pour calculer le rendement ; celui-ci varie en fonction de
I’espéce végétale, la richesse de chaque espéce en métabolites et de la nature du solvant utilisé dans
I’extraction ou le fractionnement et de sa polarité. Généralement, les quinze extraits obtenus
présentent un aspect pateux pour tous les extraits avec des couleurs différentes. Ils ont subi une
analyse biochimique et les étudiés pour leurs pouvoirs antioxydantset leurs activités anti-
brunissements vis & vis deux enzymes des dattes des mémes variétés selectionnées (PPO et POD).
La couleur et I’aspect de chaque extrait sont consignés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5).
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Tableau 5: Aspect et couleur des extraits des différents organes du Phoenix dactylifera L.

Variété Extrait Couleur Aspect
Pédicelle Marron claire Pateux
Ghars Périanthe Marron claire Pateux
Palme Verte Pateux
Pédicelle Marron claire Pateux
Deglet Nour Périanthe Marron claire Pateux
Palme Verte Pateux
-~ Marron claire Pateux

Pédicelle
Tadala Périanthe Marron claire PAteux
Palme Verte Pateux
-~ Marron claire Pateux

Pédicelle
Bent Keballah Périanthe Marron claire PAteux
Palme Verte Pateux
-~ Marron claire Pateux

Pédicelle
Tezerzait Périanthe Marron claire PAteux
Palme Verte Pateux

En geéneéral, les couleurs des extraits sont entre marron foncé, marron claire et verte. Par
conséquent, la présence de plusieurs types de pigments (tels que les chlorophylles, les caroténoides,
les anthocyanes, les flavones, les flavonoles, les lycopenes, les flavo-xanthine et les lutéines) peut
étre expliqué la variation de couleur entre les extraits (Hasnaoui et al., 2011 ; Al-Qarni and Bazzi,
2020 ; Alahyane et al., 2024).

Le rendement d’extraction a été déterminé par rapport au poids de matiere végétale séche

rendu en poudre pour les différentes parties étudiées du palmier dattier (les périanthes, les
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pédicelles et les palmes) pour les cing variétés sélectionnées. Les résultats ont été exprimés en
pourcentage (P/P) et ils sont représentés dans I’histogramme ci-dessous :
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Figure 9 : Rendements d’extraction des extraits végétaux du Phoenix dactylifera L.

Le calcul des rendements par rapport au poids total de la matiere végétale seche des
différentes parties étudiées du palmier dattier montrent que la plupart des extraits ont donné des
masses en extraits sec supérieurs a 10 g/100 g de matiére végétale seche. En général, les rendements
d’extraction hydro-méthanolique varient considérablement, dont les pourcentages enregistrés sont
compris entre 10 % et 40,89 %. Le rendement le plus élevé a été obtenu avec I’extrait des périanthes

de Tezerzait, tandis que le plus faible est celui de I’extrait des palmes de la méme variété.

Au regard I’histogramme, les teneurs d'extraction obtenues entre les cing variétés sont trés
proches entre eux pour chaque partie du palmier dattier avec une légére richesse pour les différents
organes de la variété Tadala. Alors, la Iégere variation qui notée entre les rendements d’extraction
est implique une disposition structurale approximative des composés bioactifs trouvés dans les
extraits des variétes.

Du point de vue de rentabilité en poids, les extraits des périanthes de cing variétés ont noté les
pourcentages les plus supérieurs en comparaison avec les autres constituants du palmier dattier qui

sont classés comme suit : les extraits des pédicelles puis des palmes. Cela peut étre expliqué par la
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nature des composés contenus dans les extraits des périanthes et aussi probablementa la nature de

solvant utilisé pour I’extraction qui assure une grande solubilité de leurs molécules bioactives.

Dans ce travail, I’extraction des substances bioactives est effectuée par la méthode de
maceration a froid qui extrait le plus des composés tout en évitant leur probable dénaturation ou
altération du fait des hautes températures utilisées dans les autres méthodes d’extraction. Ellerepose
sur la capacité des composés bioactifs a se dissoudre dans un solvant d’extraction. Le choix de ce
dernier doit étre adéquat et bien sélectionné selon la nature des composés a étudier et I’activité
ciblée pour commencer 1’extraction (Naczket Shahidi, 2004). Pour cela, le type de solvant choisi
dans cette étude est le mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau) qui vient dans plusieurs littératures
pour sa capacité d’extraire les molécules bioactives en particulier les composés phénoliques a des
activités importantes. En général, les composés phénoliques sont classés comme des molécules
hydrosolubles et sont principalement extraits par des solvants de moyenne a forte polarité (Conforti
et al., 2007; Paduch et al., 2007; Chirinos et al., 2007). D’ailleurs, Djeridane et al.,(2015) ont
montré que le méthanol, I’acétone et 1’eau ainsi que leur mélange a différents ratios sont les

solvants les plus utilisés pour une haute récupération de composés antioxydants.

Bien que, les composés phénoliques constitués un ensemble des molécules aux trés grandes
diversitésstructurales ; ils ont varié des simplescomposés aux substances tres polymérisés qui
incluent des proportions variables de composés phénoliques : acides, anthocyaneset tannins, entre
autres. Ils peuvent également exister sous forme de complexes avec des constituants végétaux
(Ferguson, 2001). Les modifications chimiques provoquées par les composés phénoliques au
niveau de la plante entiere ont pour effet de modifier significativement leur solubilité dans l'eau et
de provoquer des modifications de leur répartition au niveau de la cellule et/ou des tissus
végéetaux.Au niveau cellulaire, tous les composés phénoliques a un caractére hydrophile plus ou
moins prononcé se retrouvent dans la vacuole. Ils ressemblent le plus souvent a des formes simples
et a certaines formes polymérisées comme les tannins. Tandis que, les composants des parois
cellulaires, qui se présentent sous diverses formes liées aux structures lipidiques, ont appelés

phénols insolubles (Machiex et al., 2005).

A la lumiére de ces informations, nous avons peut de constater que le mélange hydro-
méthanolique est aisément extraits la plus part des phénols qui présents dans la vacuole ; ce ne peut
étre le cas pour les phénols insolubles au niveau des parois pecto-cellulosiques qui peuvent étre les
constituants majoritaires de quelques organes du palmier dattier comme les palmes. Alors le recours
a des étapes supplémentaires (par exemple I'hydrolyse chimique ou enzymatique ou bien

32



 Chapienr Résultats et discussion

I'acidification lors une purification des anthocyanes, fractions phénoliques trés polaires) peuvent
étre nécessaires pour extraire le maximum d'ensemble des composes phénoliques avant les analyser
et de les doser, en particulier dans les études quantitatives des constituants d'une plante (Machiex et
al., 2005).

En plus, dans le cadre d'optimisation de la méthode d'extraction des molécules bioactives et
plutdt les composés phénoliques pour étre mieux adapté a leur nature chimique, leur solubilité et
leur degré de complexité, on ajout la durée d'extraction, la nature du solvant, le type du contact
matiére-solvant, le volume du solvant et la température (Dopico-Garcia et al., 2007; Hayouni et
al., 2007; Silva et al., 2007; Spigno et al., 2007). En outre, le rendementa été significativement
affecté par l'organe, la variété, ’origine géographique, la nature chimique de la plante, les
conditions de la récolte etla durée de stockage, ainsi que les techniques d’extraction utilisées (la
taille des particules de I'échantillon, les solvants d'extraction, ...) (Falleh, 2008, Messaoudi et al.,
2021).

11.2. Screening phytochimique des extraits végétaux

La réalisation des tests phytochimiques a pour objectif de détecter les divers
groupeschimiques de substances bioactives persistantes dans les extraits de différents constituants
du palmier dattier pour les cing variétés étudiées a savoir : les composés phénoliques (flavonoides,
tanins, quinones libres et coumarines), les composés terpéniques (terpénoides, stéroides et

saponines) et les composés azotés (alcaloides).

Ces tests servent des réactions qualitatives de caractérisationde différents composes, 1’analyse
des résultats se fait en basant sur la formation des complexes insolubles ou des colorations par des
réactifs spécifiques a chaque catégorie des composeés (Ailli et al., 2019). Les résultats sont exprimés
selonle précipité ou I’intensité de la coloration, qui estrelative a la quantité de la molécule visée.

L’ensemble des résultats obtenus estrésumé dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Résultats du screening phytochimiquedes extraits végétaux du Phoenix dactylifera L.

Pédicelle +++  * ++ - - - - ++ -
Ghars  Périanthe *+*+ * ++ - - - - ++ -
Palme  *++ + ++ - - - - ++ -
Pédicelle +++  + ++ - - - ++ .
Deglet
Nour Périanthe *+*++ + o+t - - - ++ -
Palme  *++ + ++  ++ - - - ++ -
Pédicelle  +++  +  ++  ++ - - - ++ i
Tadala  Peérianthe 444 4 4 4 - - . + )
Palme 414+ & 4+ ++ - - - ++ .
Pédicelle 4+ + ++ _ - - _ ++ _
Bent Périanth
erianthe 444 + ++ } - - - ++ B}
Keballah
Palme 44+ 4+ 44 . - - - ++ .
Pédicelle 11+ 4 ++ ++ - - - ++ .
Tezerzait Périanthe 444+  + ++ 4 . . . + )
Palme 44+ & 4+ ++ - - - ++ .

+++ : Présence importante. ++ : Présence moyenne. + : Présence faible. -: Absence
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Les tests phytochimiques sur les extraits des différents constituants du palmier dattier pour les
cing variétes étudiées ont révélés la richesse de ces constituants en composés phénoliques (les
tanins, les flavonoides, les coumarines et les quinones) et les composes réducteurs. Tandis que, les
alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les saponines, ils n’ont pas été détectés. L’absence de ces
principes actifs dans les extraits des différentes parties du palmier dattier pour les cing variétés
étudiées peut justifier que ces organes sont pauvres en ces composes ou bien les méthodes
d'extraction et le systeme de solvant utilisé dans notre travail ne sont pas satisfaisants pour

I’extraction de ces métabolites désirés.

Généralement, les composes phénoliques sont tenus comme bons remedes dans le traitement
des maladies respiratoires et contre la toux. Ainsi, ils ont reconnu par ses propriétés antiseptiques,
antibactériennes, antifongiques et une forte activité antioxydante (Kris-Etherton et al., 2002). En
fait, les effets bénéfiques des fruits sur la santé sont généralement attribués aux flavonoides (Chaira
et al., 2009). D’autre part, les tanninssont des composés hautement polymérisés, ils sont
responsables au I'astringence des fruits comme les dattesinfluenceront des facteurs tels que le golt
et la valeur nutritionnelle. Souvent, les tanins étaient connus pour leurscapacité de combinaison

avec des protéines et formaient un complexe insoluble (Spencer et al., 1988).

En conclusion, cette étude phytochimique qualitative montre que tous les groupes chimiques
identifiés au niveau des extraits de trois organes étudiés de cing variétés du palmier dattier, leur
conférent des propriétés biologiques et des applications industrielles importantes. Toutefois, trés
peu d’étude ont été réalisées sur le plan phytochimique de palmes du Phoenix dactylifera L. et

aucun travail sur la composition chimique de périanthes et de pédicelles n’a été trouvé.
11.3. Teneurs des phénols totaux et des flavonoides

Les composés phénoliques constituent le groupe principal qui contribue a [Dactivité
antioxydante des végétaux, fruits, céréales et d’autres matériels a base de plantes. Ces composés
possédent aussi diverses activités biologiques. C’est la raison pour laquelle, le dosage des phénols
totaux et des flavonoides de quelques sous produits du palmier dattier a été effectué dans cette
étude. Les quantités des phénols totaux et des flavonoides correspondantes ont éte exprimées en
milligramme d’équivalents de I’étalon utilisé par gramme de la mati¢re seche (mg EE/g MS). Pour
cet objectif, deux droites d’étalonnages ont été tracées a ’aide des différentes concentrations des

solutions d’étalons.
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La quantification des composés phénoliques d'une maniere satisfaisante pour un extrait
vegetal brut est difficile. Pourtant, une approximation de la teneur en phénols totaux peut étre
obtenue par des méthodes colorimétriques, en particulier par 1’utilisation d’un réactif de Folin-
ciocalteu. Dailleurs, la méthode adaptée par Singleton et Ross (1965) est une méthode analytique

biochimique, trés approuvable sur le plan faisabilité et reproductibilité (Merouane et al., 2014).

Subséquemment, la réductionen milieux alcalin du mélange de composés phosphotungstique
(WO™?) et phosphomolybdique (MoO*?) issus du réactif de Folin-Ciocalteau par les groupements
oxydables des composés phénoliques, qui se traduit par la formation des produits de couleur bleu
(tungsténe et de molybdene), est a la base du dosage des phénols totaux dans les extraits des
différentes parties étudiées. Les produits de réduction ont une absorption maximale a 760 nm, avec
une intensité corrélative a la quantité de phénols totaux présents dans 1’extrait (Li et al., 2007).En
outre, l'acide gallique est le standard de ce dosage qui est un composé moins codt et qui dissout
facilement dans I'eau. Alors, une courbe d’étalonnage d’acide gallique a différentes concentration a

été tracee (Figure 10).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les composés phénoliques les plus largement reconnus sont les flavonoides, qui ont été
découverts dans la majorité des parties de la plante, y compris les racines, les tiges, les feuilles, les
fleures, les graines et les baies (Lee et al., 1994). La méthode de Lamaison et Carnat (1991), qui

utilise le trichlorure d’aluminium (AICl3) comme réactif, a été suivi pour quantifier les flavonoides.
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Cette méthode est simple, peu colteuse et permet de former un complexe jaunatre tres stable,
absorbant la lumiére UV a une longueur d’onde de 409 nm (Ekpo et al., 2020). A I’aide d’une
courbe d’étalonnage de la rutine, I’estimation des teneurs des flavonoides dans les divers extraits a

été déduit (Figure 11).
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Figure 81 : Courbe d’étalonnage de la rutine

A Danalyse des courbes d’étalonnage mesurant ’absorbance a différentes concentrations
d’acide gallique et de rutine, les concentrations des phénols totaux et des flavonoides dans divers
extraits sont calculées et exprimées en milligrammes équivalents en acide gallique et en rutine par
gramme de la matiere végétale séche respectivement (mg EAG/g MS, mg ER/g MS). Le Tableau 7

est exposé I’ensemble des résultats obtenus.
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Tableau 7: Teneur en phénols totaux et en flavonoides de différents extraits étudiés

Teneur en Phénols  Teneur en Flavonoides

Variété Extrait
Totaux (mg EAG/Q) (mg ER/g)
Pédicelle 15,43 + 0034°° 02,83 +0,0152"
Ghars Périanthe 12,29 + 0,027 2P 03,55 + 0,085 2P
Palme 48,98 + 0,155 15,07 £ 0,013°
Pédicelle 12,74 +0,0182P 02,57 +0,0222"
Deglet Nour  Périanthe 11,90 + 0,028 2P 03,23 + 0,085 2P
Palme 27,72 + 0,005 % 12,52 +0,035"¢
Pédicelle 11,26 + 0,008? 02,11 £0,0402
Tadala Périanthe 10,65 + 0,0072" 01,75 + 0,003 2
Palme 29,50 + 0,005 ° 08,95 + 0,065
Pedicelle 23,51 +0,012¢ 05,78 +0,604°
Bent Périanth
érianthe e abc
Keballah 28,96 + 0,004 01,95 + 0,005
Palme 48,04 + 0,008 09,07 + 0,008
Pédicelle 18,65 +0,015" 03,60 + 0,041°°
Tezerzait Périanthe 33,85+ 0,016° 07,25 + 0,109 2P
Palme 19,22 + 0,003 02,07 +0,018°

Remarque : Les données refletent les moyennes + SD.a, b, c, d, e, f, i : montrant des différences significatives

entre les différentes parties a P < 0,05 sur la base d'une ANOVA unidirectionnelle suivie du test HSD de Tukey.

L’analyse globale des résultats obtenus dans le Tableau 7 a dévoilé que les différents extraits
du Phoenix dactylifera L. pour les cing variétés posseédent des teneurs en phénols totaux tres
importantes et en relation avec 1’organe et la variété étudiée. Les teneurs en phénols totaux des
divers extraits de cing variétés varient entre 10,65+0,007 et 48,98+0,155mg EAG/g MS. La
meilleure teneur est consignéepar I'extrait des palmes de la variété Ghars; par contre I'extrait des

périanthes de la variété Tadala a consigné la valeur la plus faible.
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Egalement, les résultats du dosage spectrophotométrique des phénols totaux montrent que les
extraits de la variété Bent Keballah sont les plus riches en composés phénoliques par rapport les
autres variétés. Nous notons aussi que 1’extraits des palmes pour les cing variétés marque une
grande teneur par rapport aux autres extraits au sein d’une méme variété, a 1’exception I’extrait des

palmes de Tezerzait qui est placé en deuxiéme par sa teneur en composés phénoliques.

D’autre coté, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent I’existence des relations
hautement significatives pour le contenu phénoliques entre les organes et entre les variétés
(Annexes 5). Ces résultats peuvent également exprimer a I'échelle du contenu globale de la plante,
par ce que le contenu en composés phénoliques a une répartition bien déterminée et spécifique dans
les cellules ou les tissus composant le végeétal pour la méme espéce. D'ailleurs, la répartition inégale
des polyphénols dans les différents organes d’une plante a été rapportée par plusieurs auteurs

(Gianmaria et al., 2011; Rao, 2012).

A titre comparative de nos teneurs en phénols totaux avec celles apportées dans la littérature,
on constate que les teneurs de nos extraits sont supérieures par rapport a ceux trouvées par
Tirichine (2010) qui a trouvé des teneurs en phénols totaux de 123,44 mg EAG/10g, 145,87 mg
EAG/10g et 225,72 mg EAG/10g pour les extraits des palmes des variétés Timjouhart, Deglet Nour
et Ghars respectivement. Cependant, Laouini et al., (2012) dans ses travaux sur les palmes de
certaines variétés du P. dactylifera de la région d'Oued Souf a montré des teneurs en composés
phénoliques totaux beaucoup plus élevées que nos extraits des palmes (215,24 mg EAG/g et 179,30
mg EAG/g pour la variété Ghars et Deglet Nour respectivement). En revanche, des faibles
concentrations de composés phénoliques extraits des palmes de quatre variétés du palmier dattier
(Rawthan, Rabeaa, Barny et Ajwa), recoltées dans le gouvernorat d'Al-Madinah, ont été marquées
dont la teneur phénolique variait de 5,54 a 7,71 mg/g de poids sec (Habeeb, 2021).

On peut noter que la capacité de la plante a convertir la lumiere du soleil en composés
organiques peut étre affectée par une variété de facteurs. Souvent, des facteurs chimiques,
physiques et biologiques, qu’ils soient externes ou internes intervenant dans la modulation de
I'expression du métabolisme phénolique (par exemple la lumiere, la température, le potentiel
osmotique, la nutrition de la plante, ...)(Machiex et al., 2005). En autre coté, plusieurs travaux ont
montré I'implication de divers stress tels que les stress thermiques et hydriques dans la synthése des
composés phénoliques (Falah et al., 2006 ; Dibacto et al., 2021), de fait que les contraintes
abiotiques du milieu (sécheresse, salinités, température élevée, ensoleillement) stimulent la
biosynthéese de ces molécules (Ksouri et al., 2006; Kog et al., 2010). Cela dépend également de la
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procédure d'extraction et de la méthode de mesure (Messaoudi et al., 2013). Le temps et la
température d’extraction sont des parameétres importants qui doivent étre optimisés pour minimiser
le colt du processus d’extraction, tenant compte du fait que les composés phénoliques d’intérét

peuvent commencer a se dégrader a certaines températures (Vargas, 2022).

En plus, les variations qualitatives et quantitatives des composés phénoliques sont affectées
par le stade de développement, le génotype, les pratiques culturales et I'état de conservation et
pourtant n'y ait pas des régles générales strictes pour ces variations (Kwon et al., 2006; Falah et
al., 2006). Alors, qu'ils soient de nature physique, chimique ou biologique,les facteurs
environnementauxont un impact significatif sur le métabolisme phénolique. Donc, une étude
phytochimique quantitative plus précis de ces composes sur notre plante doit avancée par une étude
approfondie soulignée I'effet de I'environnement sur la plante a I'échelle moléculaire.

En outre, il est clair que les teneurs en phénols totaux déterminées par une méthode
colorimétrique sont inférieurs aux teneurs des extraits bruts. Cela indique que les extraits bruts
obtenus par une extraction solide-liquide avec un solvant hydro-methanolique reflétent une autre
quantité des composés non phénoliques commeles protéines, les sucres et les pigments qui peuvent
extraites aisément par le mélange méthanol/eaud'une part, d'autre part, la fiabilité et reproductibilité
de la méthode de dosage des phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu (Machiex et al.,
2005). Cette méthode est considérée comme la meilleure pour la détermination du taux des phénols
totaux des extraits de plantes. Cette méthode est avantagée pour les raisons suivantes ; (I) c’est une
méthode qui satisfait aux critéres de faisabilité et de reproductibilité, (I1) la disponibilité du réactif
de Folin et la méthode qui est bien standardisée, (Il1l) la grande longueur d'onde (765nm)
d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon
qui est souvent coloré, (IV) c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche

d’antioxydants alimentaires a travers le monde (Naczk et Shahidi, 2004 ; Boussoussa et al., 2014).

La réponse de ce test est a peu prés proportionnelle au nombre de groupes hydroxyles
phénoliques dans un extrait donné (Katalinic et al., 2006). Néanmoins, cette méthode manque de
specificité, le dosage ne permettant pas de distinguer les differents groupements hydroxyles et il
peut également interagir avec les acides aminés (tyrosine et tryptophane des protéines), les sucres
réducteurs (le glucose et le fructose), les sulfites, I’acide ascorbique et 1’acide tartrique; ce qui
provoque aprés des problémes d’interférencependant toute évaluation phénolique(Boizot et
Charpentier, 2006). La quantification des phénols totaux par une telle méthode donne des résultats
trés globales avec aucune information sur les nombreux composés inclus dans les extraits
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(Machiexet al., 2005). Néanmoins, il convient d’évaluer au préalable pour chaque extrait la
quantité de composés non phénoliques pouvant interférer avec le réactif de Folin. De ce fait, un
adsorbant synthétique, la polyvinylpyrrolidone (PVP), peut I’utilisée pour réduire l'interférence des
composés phénoliques dans la préparation des échantillons puisqu’elle a la capacité de lier une large
gamme de composés phénoliques et a rester insoluble en solution (Robinson et al., 2017 ; Ke-zhuo
etal., 2019).

En réalité, il ne trouve pas une méthode permettant de doser précisément et simultanémentla
totalité des composés phénoliques présents dans un extrait végétal brut (Macheix et al., 2005).
Toutefois, la quantification de ces composés par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) permettra la séparation et la quantification de composés phénoliques ainsi que la
connaissance des principales classes de composés phénoliques présentes dans chaque extrait ainsi
que leurs quantités relatives. L’¢lucidation de la structure est souvent réalisée en utilisant HPLC

avec I’analyse par spectrométrie de masse, ainsi que d’autres techniques pertinentes.

En revanche, I’analyse quantitative du Tableau 7 indique des teneursen flavonoides varient
entre 01,75+0,003 et 15,07£0,013mg ER/g MS. La valeur maximale est obtenue avec ’extrait des
palmes de la variété Ghars, tandis que la valeur la plus faible en flavonoides a été enregistrée pour
I’extrait des périanthes de la variété Tadala.Au regard de ces résultats, on constate que les cing
variétés présentent des bonnes teneures en flavonoides avec une distribution contingente entre les
différents constituants. Desquelles, ’extrait des palmes de la plus part des variétés montre sa
richesse en flavonoides contre les autres organes. Egalement, I’analyse des résultats entre les
variétés a montre toujours la richesse de variété Ghars en phénols totaux et flavonoides par rapport
aux autres variétés. Ainsi, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent 1’existence des
relations hautement significatives pour le contenu des flavonoides entre les variétés et entre

variétés-organes (Annexes 5).

Par Ailleurs, Bengag (2009) a quantifié la teneur en flavonoides des palmes de certains
cultivars duPhoenix dactylifera L., il a été trouvé des faibles valeurs (soit de 24,258 et 69mg ER/10
g Ms pour les variétes Deglet Nour et Ghars successivement). En outre, 1’étude de Tirichine (2010)
surles palmes de quelque cultivars du palmier dattier de sud-est Algérien a présenté des teneurs plus
élevé en flavonoides de 58,58et 66,12mg d’équivalant de catéchine par gramme d’extrait
méthanolique secpour les variétés Ghars et Deglet Nour successivement. Des résultats semblables

ont été montrés par 1’étude d’Adaika et Ramdani (2015) sur les feuilles du Phoenix dactylifera L.
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de la région de I’Oued Souf, dont ils ont trouvé des teneurs tres supérieurs en flavonoide
(95,93+0,147mg ER/qg).

Ainsi, Laouiniet al., (2012) ont estimé des teneurs tres élevees en flavonoides, soit de 101,09
et 93,42 mg ER/g Ms pour les extraits des palmes du Phoenix dactylifera L. de la région d'Oued
Souf, pour les variétés de Ghars et Deglet Nour respectivement.Par contre, des teneurs comparables
en flavonoides des palmes de quatre cultivars de palmier dattier (Rawthan, Rabeaa, Barny et Ajwa),
collectés dans le gouvernorat d'Al-Madinah, ont été marquées par Habeeb (2021). Les niveaux de
flavonoides variaient entre 1,02 et 2,06 mg/g de poids sec. Généralement, pour les pédicelles et les
périanthes, il y a une manque d’étude quantitative sur les phénols totaux et les flavonoides et aucun

résultat n’a été rapporté par d’autres auteurs sur ces deux parties des variétés étudiées.

Toutefois, une difficulté a été trouvée au cours la comparaison de nos résultats avec ceux
rapportés par la bibliographie. Cela peut étre di a 1’application des méthodes d’extraction
différentes, la diversité génétique des variétés qui caractérise par fois une région seulement, les
conditions de stockage et de la récolte de la matiére végétale...etc. Ce qui réduit la fiabilité d’une
comparaison entre les études. Egalement, il faut toutefois appuyer qu’il ne s’agit ni de méme
solvant ni de mémes protocoles d’activité, ni de matériel de départ (sec, frais), ni de méme durée de
conservation et de tempeérature d’étude ; ce qui pourrait expliquer I’intervalle observé entre nos

résultats et ceux de la bibliographie.

Ainsi, les spectres d’absorbance des flavonoides sont variésselon des transformations
chimiques telles quela méthylation, 1’hydroxylation, la glycosylation etla condensation avec
d’autres composes, phénoliques ou non. De plus, la solubilité des flavonoides est dépend a la
polarité du solvant d'extraction, au nombre et de la position des groupements hydroxyles libres, au
poids moléculaire et méme du nombre, du type et de la position de la liaison des glucides avec les
flavonoides (Bourgou et al., 2016; Telli, 2017). A titre de simplifier la présentation des résultats,
nous avons représenté dans 1’histogramme qui suit (Figure 12) les différentes valeurs du contenu en

flavonoides exprimeés en pourcentages par rapport au contenu en phénols totaux.
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Figure 12 : Pourcentages des flavonoides par rapport les phénols totaux.

Ces résultats représentent la différence de contenu en flavonoides entres les différents extraits
des organes du palmier dattier pour cing variétés. Les pourcentages des flavonoides dans les extraits
des pédicelles varient avec étendu large au voisinage de 24% tandis que les extraits des périanthes
et des palmes attentent 28% et 45% respectivement. Aussi, ces valeurs montrent une distribution
comparable entre les variétés pour chaque organe.

Il est clair que les taux des flavonoides sont moins par rapport a ceux des phénols totaux (la
plus part moins 50%) ce qu’indique que nos extraits sont pauvre en ces composés et le reste pourrait
étre d’autres composés phénoliques ayant desarrangements chimiques différentes que ceux des
flavonoides; soit un composé majoritaire avec un pourcentage élevé, soit plusieurs composes a
différents rapports et parmi lesquels, les acides phénoliques, les tanins, les stilbennes ...etc,
présentes en quantités importantes. A I’issue de cette étude, 1’analyse des composés phénoliques par
des méthodes spectroscopiques (UV-Visible) peut offrir une estimation satisfaisante pour

I’identification quantitative et qualitative de ces molécules.

43



_ Résultats et discussion

11.4. Pouvoir antioxydant

La recherche intensive aux composés antioxydants naturels est cheminée parallélement avec
le développement des méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante de ces substances. L’activité
antioxydante d’une substance correspond a sa capacité de prévenir ou retarder I’oxydation de
substrat susceptible d’étre oxydé (Pastrej et Priymenko, 2007). Actuellement, de nombreuses
méthodes sont appliquées pour estimer directement I'activité antioxydante des composés purifiés ou
des extraits bruts qui peut étre évaluée par leurs capacités de balayer les radicaux libres, la capacité
de la chélation de métaux de transition comme le fer et l'inhibition de I’activité de certaines
enzymes responsables de la production d’ERO (Yu et al., 2004). En effet, les méthodes de piégeage
des radicaux libres spécifiquement l'intervenir des chromogénes radicalaires sont les plus
couramment utilisées (Moure et al., 2001). Elles sont basées sur le maintien ou la perte de la
coloration de ce réactif dans le milieu réactionnel, dont la présence d’antioxydants conduit a la
disparition de ces chromogeénes. La facilité, la rapidité et la sensibilité de ces méthodes attribuent a
un vaste champ d'utilisation (Krishnaiah et al., 2010).

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des
antioxydants, avec des composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une méthode
universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagon bien
précise. Le plus souvent, il faut combiner les réponses de plusieurs méthodes pour tester la capacité
de piégeage d’un radical libre et I’activité antioxydante totale d’un extrait de plante (Ksouri et al.,
2009). Généralement, de nombreuses techniques qui peuvent distinguées en fonction de leurs
fondements d'analyse, les modalités expérimentales et les différentes contributions des antioxydants
a la capacité antioxydante totale (Wojdylo et al., 2007). Dans ce présent travail, 1’activité
antioxydante des différents extraits du palmier dattier de cing variétés sélectionnées a été évaluée in
vitro par trois tests différents : balayage du radical DPPHe, balayage du radical ABTS<+ et le
pouvoir de réduction ferrique (test FRAP).

11.4.1. Test du DPPH

Le pouvoir antioxydant des molécules et des extraits peut étre mesuré a I’aide de diverses
meéthodes, celles basées sur la décoloration de solution d’un chromogéne radicalaire restent les plus
pratiques en raison de leur simplicité, rapidité, sensibilite, reproductibilité¢ et non couteuse.
L’existence d’une substance provoque une rupture de la réaction en chaine qui produit de ces

radicaux, antioxydant, va conduire a la décoloration de la solution du radical (Bozin etal., 2008).Le
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DPPH- (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable,accepte un électron ou un proton
pour donner une molécule stable. Il est trés utilisé dans le criblage des activités de piégeage des
radicaux libres. Les antioxydants réagissent avec le DPPHepour le convertir en a-a, diphényl-p-

picryl-hydrazine, de couleur jaune (Yen et al.,2005).

Egalement, le calcul des pourcentages d’inhibition du radical DPPH« est basé sur les mesures
de I’absorbance des différentes dilutions de chaque solution d’extrait qu’ils permettent ensuite de
tracer les courbes montrant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations
des extraits. Ainsi, la concentration des extraits necessaire pour neutraliser 50% de la concentration
initiale de radicaux libres dans le milieu, ou ECso, est déduite. De tel fagcon que la capacité anti-
radicalaire des composés est inversement proportionnelle a la valeur d’ECso (Markowicz
Bastosetal.,2007).

Plusieurs travaux de recherche ont fait appel a certains antioxydants standards comme
témoins positifs dévoilant des propriétés antioxydantes puissantes. Les plus populaire étant la
vitamine C, le BHA(Butylhydroxyanisole), le BHT (Butylhydroxytoluéne), et le Trolox (Liang et
al., 2010). Dans cette étude, nous avons choisile Trolox et I’acide ascorbique, en basant sur leurs
disponibilités dans le laboratoire. Suivant les mémes conditionsopératoires des différents extraits du

palmier dattier, I’activité antioxydante des standards a été mesureée.

L’¢évolution du pourcentage d’inhibition % en fonction les différentes concentrations (mg/mL)
des extraits hydro-méthanolique du Phoenix dactylifera L. pour les cing variétés ou les standards
choisis a été tracés (Annexe 1). Ainsi, les régressions linéairesdes tracéesont permis de déduire les
concentrations des antioxydants trouvés dans nos extraits exprimés en pg/mL qui sont indispensable
pour réduire 50% du radical DPPHe (ECs0). De méme, nous avons calculé les ECso de 1’acide
ascorbique et du Trolox afin de les comparer avec ceux de nos extraits. Les valeurs d’ECso

déterminées sont résumées dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Valeurs d’ECso des différents extraits et standards mesurées par le test du DPPHe.

Pédicelle 05,7 + 01,0°¢
Ghars Périanthe 06,8 + 00,1 P4
Palme 07,1 + 00,1 ¢4
Pédicelle 06,6 + 00,5 P<d
Deglet Nour Périanthe 08,1 +01,1¢
Palme 07,1+ 00,14
Pédicelle 06,1 + 00,6"¢
Tadala Périanthe 12,9 £ 00,2°
Palme 05,1 +00,3*°
Pédicelle 06,3 + 00,1°¢d
Bent Keballah Périanthe 06,6 + 01,0°¢d
Palme 03,8 £ 00,1%
Pédicelle 03,7 £00,1*
Tezerzait Périanthe 03,3 +00,1%
Palme 05,1 + 00,2%P
Standard Trolox 02,8 + 00,1?
Acide ascorbique 53,2 + 00,9

Remarque : Les données refletent les moyennes + SD.a, b, ¢, d, e, f : montrant des différences significatives entre
les différentes parties a P < 0,05 sur la base d'une ANOVA unidirectionnelle suivie du test HSD de Tukey.
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Le pouvoir antioxydant des différents extraits déterminée a partir les valeurs d’ECso qui sont
inversement proportionnelles a I’activité antioxydante. De telle sorte, plus la valeur d’ECsp est
faible, plus I’activité est puissante. D’apres les résultats du test de piégeage du radical libre DPPHe,
nos extraits des différentes parties du palmier dattier étudiées pour les cing variétés ont montré des
activités anti-radicalaires potentielles. Nous notons des valeurs d’ECso varient globalement entre
03,3+00,1 et 12,9+00,2 ug/mL, dont la plus faible valeur a été enregistrée pour I’extrait des
périanthes de la variété Tezerzait. On note aussi des activités anti-radicalaires voisines a ce dernier
pour les extraits de pédicelles de la variété Tezerzait et de palme de la variété Bent Keballahavec
des valeurs d’ECsode 03,7+00,1et 03,8+00,1 ng/mL respectivement. Alors que la plus élevée valeur
d’ECsgest notée pour I’extrait des périanthes de la variété Tadala, ce qui indique sa faible activité
anti-radicalairecontre le radical DPPHepar rapport les autres extraits.

Il a noté également que les extraits des périanthes ont une capacité antioxydantefaible a
celledes autres constituants pour les quatre variétés a 1’exception de la variété Tezerzait. Autant,
cette variété représente généralement une capacité potentielle de réduire les radicaux libres du
DPPH?e pour les trois organes étudiés ce qui peut étre expliqué par leurs richesses en composes
phénoliques et en flavonoides dont I’activité anti-radicalaire a été largement documentée. De plus,
on constate que I’extrait des palmes des deux variétés Ghars et Deglet Nour, ainsi des variétés
Tadala et Tezerzait ont représenté des valeurs d’ECso égales, ce qui peut expliquer par la présence
des mémes molécules spécifiques et actives chez chaque deux variétés. En revanche, les résultats
obtenus dans le présent travail indiquent I’existence des relations hautement significatives pour le

pouvoir anti-radicalaire (DPPHe) entre les organes, les variétés et entre les variétés-organes.

Généralement, les extraits des palmes notent des valeurs ECso plus élevées que celles des
autres organes pour la plus part des variétés bien que leurs teneurs en phénols totaux et flavonoides
soient plus hautes. Ce phénoméne peut étre lié a la configuration chimique des composés
phénoliques. Puisque, dans les structures phénoliques liées, les groupes hydroxyles donneurs
d'électrons ou d’hydrogeénepourraient étre bloqués pour participer au test de piégeage.En
conséquence, les composes phénoliques liés ont généralement un potentiel de piégeage inférieur a

celui des composés phénoliques libres (Majid et al., 2023).

Egalement, la différence enregistrée entre les extraits des organes et entre les variétés peut
étre aussi expliquée parl’effet combinée de diverses substancesqu’elles peuvent contenir, tels que
les polyphenols, les glycosides, les peptides, les acides organiques....etc. Ainsi, il est possible de

dire que la différence de capacité anti-radicalairede nos extraits entre eux pourrait étre causée par la
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présence et/ou la quantitéde molécules spécifiques potentiellement actives de flavonoides et/ou
phénoliques dans les extraits.

En outre, 1’évaluation de l'activité anti-radicalaire desextraits bruts des différents
constituants du palmier dattier a été faite en comparaison avec celle déterminée pour le Trolox et
I’acide ascorbique, comme antioxydants de référence. En effet, le Trolox et 1’acide ascorbique ont
révélé un pouvoir de piéger le radical libre DPPHe tres puissant avec des valeurs d’ECso de
02,8+00,1 ug/mL et 53,2+00,9 png/mL respectivement. D’apreés ces résultats, on s’apergoit que nos
extraits testés ont dévoilé des activités anti-radicalaires intéressantes a celles déterminées pour les
antioxydants standards. Puisqu’ils agissent a des faibles doses pour certains extraits que 1’acide
ascorbique, mais reste significativement inférieure a celle de Trolox.Néanmoins, certains
antioxydants de référence sont utilisés en thérapie et en industrie alimentaire, mais se sont accusés
d’étre dangereux pour la santé en particulier le BHA (Shahin, 2008). Alors, les résultats suggerent
que certains extraits peuvent remplacer les antioxydants de synthése puisqu’ils présentent un

potentiel inhibiteur des radicaux libres tres puissant a celui observé pour 1’acide ascorbique.

Dailleurs, I’activité anti-radicalaire des extraits de deux variétés Ghars et Deglet Nour de la
région d'Oued Souf a été investiguée par Laouini et al., (2012). Cette étude a été menée surles
palmes du palmier dattier en utilisant le radical libre stable, DPPHs. Ces extraits ont montré un
pouvoir antioxydant plus puissant, dont les valeurs d’ECsg égales 2,98 pg/mL et 3,74 pug/mL pour
les variétés Ghars et Deglet Nourrespectivement.

Une autre étude menée par Benouamane et al. (2022) a montré que les concentrations des
extraits des palmes des variétés Ghars et Deglet Nour de la région de Biskra qui sont nécessaire
pour réduire 50% du radical DPPHe sont égales 20,92 ug/mL et 12,2 ug/mL respectivement lorsque
I’extraction a été menée par le méthanol. Alors, cette différence des résultats est probablement liée a
la variation dans la constitution chimique, des facteurs saisonniers, la variété ou la région

géographique ou ils sont cultiveés.

Le test DPPH est frequemment utilisé pour d'évaluer 1’activité antioxydante des aliments ainsi
que déterminer la capacité d’une substance a se comporter comme un donneur d'hydrogene.
Egalement, il peut étre utilisé pour mesurer les effets antioxydants d’émulsions solides ou liquides

dans les systemes biologiques complexes. De plus, il a été adopté pour étudier les propriétés
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antioxydantes des composés dans plusieurs systemes de solvants différents y compris I'éthanol,
I'acétone aqueuse, le méthanol, I'eau alcool et benzéne (Kedare et Singh, 2011).

L'avantage de cette méthode est que le radical DPPHe est autorisé a réagir avec plusieurs
typesd’échantillons et que le temps donné pour ce test permet suffisamment dele réagir lentement
méme avec des antioxydants faibles. Le test de DPPHe peut étre utilisé en milieu aqueux ouen
solvants organiques, alors il peut étre utilisé pour examiner a la fois les antioxydants hydrophiles et
lipophiles. Ainsi, afin de réduire la possibilité de dégradation thermique des molécules examinées,
I'efficacité antioxydante est évaluée a température ambiante. Toutefois, cette méthode est limitée
car le radical DPPH?e interagit avec d'autres radicaux.Aussi, le radical DPPHe pose le probleme de
son instabilité en présence de lumiére vu que son absorbance a 517 nm diminue sans aucun agent
antioxydant ne soit ajouté ; égalementl'interférence de I'absorbance des composés de I'échantillon

pourrait étre un probleme pour I'analyse quantitative (Kedare et Singh, 2011).

En conséquence, un moyen pratique d'évaluer la capacité antioxydante des plantes est le test
de DPPHe. Les radicaux libres de DPPHe sont réduits en présence de composés antioxydants avec
des groupes donneurs d'hydrogene, tels que les flavonoides et les composés phénoliques totaux, a la
suite de la création de composés non radicalaires. La capacité des composés phénoliques a piéger
les radicaux libres est le résultat de leurs groupes hydroxyle, qui soutiennent également leurs
caractéristiques redox, leur capacité de donneur d'électrons, leur activité antioxygene singulet et
leur capacité de chélation des métaux. 1l a été démontré que la classe de polyphénols déterminant
I'action anti-radicalaire la plus efficace était les flavones (Dibacto et al., 2021). D'apres nos
résultats, les extraits duP. dactylifera ont une forte capacité a neutraliser les radicaux libres. Ceci est
provoqué par les composés phénoliques substantiels des extraits, qui ont été identifiés par le dosage
phytochimique.

Drailleurs, les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, ont le potentiel de servir
d’agentsantioxydants en inhibant la production d’especes radicalaires et les formes réactives de
I’oxygene.Géneralement, lenombre et la localisation des groupes hydroxyles par rapport aux
groupes carboxyles fonctionnels déterminent I’activité anti-radicalaire. La configuration structurale
des composés phénoliques influence leur pouvoir piégeagedes radicaux libres, qui sont des agents
pathogenes dans de nombreuses maladies. Souvent, ils ont la capacité de chélater le fer, ce qui

diminue son exces (Hayes et al., 2011).
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Les activités biologiques pour lesquelles les flavonoides sont connus s’expliquent en partie
par leurs effets antioxydants. Les propriétés antioxydantes de ces composés comprennent la
neutralisation des enzymes oxydantes et la chélation des traces d’ions métalliques qui sont
responsables de la génération des ERO, en plus de I’inhibition et la désactivation des radicaux libres
(Halliwell, 1994). Le lien entre les structures chimiques des flavonoides et leurs propriétés
antioxydantes a été interprété dans plusieurs travaux, dont les flavonoides qui enfermentun
groupement OH sur le cycle C et/ou des groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B sont les plus
actifs (Marfak, 2003). Les flavonoides ont la capacité d’agir comme des piégeursde radicaux en
transférant un atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle. En conséquence, la structure

moléculaire génératrice de radicaux est devenue plus stable (Javanovic et al., 1994).

11.4.2. Mesure du pouvoir réducteur ferrique (test de FRAP)

Un indicateur significatif du potentiel d’une substance a inhiber I’oxydation est son capacité
réductrice qui a fréquemment unprofil similaire a celui des teneurs en les composés antioxydants
dont la composition et la teneuraffectent leur pouvoir réducteur. Parfois, les caractéristiques
antioxydantes des composés phénoligues sont étroitement liées a leur capacité réductrice (Paixao et
al., 2007).

Alors, I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits des différents constituants du
Phoenix dactylifera L. pour les cinq variétés étudiées a été déterminee en second lieu par le test
FRAP qui est un essai simple, rapide et reproductible. Ainsi, il peut étre adoptésur les plantes, les
plasmas, ainsi que sur les extraits organiques et aqueux puisqu’il est universel (Bougandoura et
Bendimerad, 2013). Malgré le fait que le fer est nécessaire a 1’apport d’oxygéne pour les activités
enzymatiques et la respiration, c¢’est un métal réactif qui cause des dommages oxydatifs aux tissus
et cellules vivants. Alors, il est indispensable I’existence desantioxydants a une capacité réductrice
provoquant la transformation du complexe ferrique Fe®*en forme ferreuse Fe?* (Bourgou et al.,
2008).

Le test de FRAP (Ferric reducing antioxydant power) a été décrit initialement par (Benzie et
Strain, 1996) et modifié par Pulido et al., (2000). Cette technique est adoptée pour mesurer
’aptitude des extraits & réduire le fer ferrique Fe* en fer ferreux Fe?*sous formeun complexe avec
le tripyridyl-triazine (TPTZ). En effet, les antioxydants ayant une propriété reductrice agissent
comme des donneurs d’électrons pour conduire la conversion du complexe ferrique (couleur jaune)

en fer ferreux (couleur bleu verdatre). Ce qui permet de le quantifier par spectrophotométrie UV-
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Visible a une longueur d’onde égale 595nm, dont I’intensité est relative a lacapacité réductrice
(Gulcin et al., 2007 ; Karagozler et al., 2008 ; Sudan et al., 2014, Raghavendra et al., 2015).

La capacité de réduire le fer ferrique (Fe**) en fer Ferreux (Fe?*) par les antioxydants présents
dans nos extraits est déterminé a I’aide d’une courbe d'étalonnage de la solution de sulfate ferrique
(FeSOs) et les résultats sont exprimés en des valeurs de FEAC (Ferroussulphate Equivalent
Antioxydant Capacity): mmol/mL de fer ferreux (mmol/mL Fe?*) (Taskin et al., 2021). Les
résultats du pouvoir réducteur du fer par les extraits du P. dactylifera sont figurés dans
I’histogramme ci-dessous (Figure 13). Les valeurs obtenues sont comparées a celles
desantioxydants standards qui sont: 1’acide ascorbiqueet le Trolox. L’accroissement de

I’absorbance est associé a une augmentation de la capacité de réduction des extraits d’essai.

Acide ascorbique | | |
Trolox
. [
Tezerzait :' :"
1 [ [ 1
Bent Keballah : 1 # Palme
1 = u Périanthe
Tadala =T o
. LiPédicelle
Deglet Nour & — =
S J_ |
Ghars kA
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Figure 13 : Valeurs de FEAC des extraits du P. dactylifera et des standards.

Les résultats de la Figure 13 montrent que les extraits des différents organes du P.
dactylifera possedent un pouvoir de réduction ferrique tres important par rapport les antioxydants
standards. Généralement, I’ensemble des valeurs de FEAC varient globalement entre 0,666+0,026
et2,875+£0,001 mM (Annexe 2). Cela refléte simplement la nature des extraits contenants un ou
plusieurs agents réducteurs ayant des affinités différentes pour I’ion Fe3*. L’extrait de périanthe de
la variéte Bent Keballah exerce la meilleure capacité a réduire le fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux
(Fe?*) (2,875+0,001mM), alors que I’extrait des palmes de la variété Ghars a signé le pouvoir
réducteur le plus inférieur par rapport aux autres extraits avec une valeur de FEAC égale

0,666+0,026 mM. Cependant, cet extrait qui est riche en polyphenols et plus particulierement
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exhibe un pouvoir réducteur trés faible. Cela signifie que le pouvoir réducteurdes extraits ne se
corréle pas avec le contenu en composés phénoliques. Alors, les extraits donnant ainsi un potentiel
antioxydant remarquable, est donc partiellement attribuée a la présence d’autres substances plus

actives que celles présentes dans cet extrait.

Globalement, tout les extraits présentent des valeurs de FEAC supérieures & 1mM a
I’exception I’extrait des palmes de la variété Ghars qui a marqué un faible pouvoir réducteur de fer
malgré qu’il a noté la meilleure teneur en phénols totaux et en flavonoides ce qui indique que les
molécules bioactives contenant dans cet extrait n’ont pas la capacité réductrice de fer.
Parallelement, les différents constituants du palmier dattier pour les cing variétés sélectionnées sont
démontrés des valeurs de FEAC proches entre eux ce qui expliqué par la présence des mémes
agents réducteurs.

Toutefois, on remarque que I’extrait de périanthe de la variété Bent Keballah a enregistré une
grande valeur de FEAC, alors le meilleur potentiel réducteur de fer. Tandis que sa teneur en
flavonoides est la plus faible par rapport les autres extraits. Ces résultats pourront étre expliqués par
le fait que I’extraitde périanthe de la variété Bent Keballah est riche en d’autre famille des
composés phénoliques ayant une propriété antioxydante puissante représentée par un potentiel
réducteur donneur d’électron plus fort. En effet, Ouyang et ses collaborateurs (2019) ont montré
que I’activité de chélation des ions métalliques est souvent attribuée aux acides phénoliques. Tandis
que les autres extraits qui ont montrés un pouvoir réducteur moins important pourraient renfermer

des molécules a un potentiel réducteur moins fort.

Dans cette méthode, des mémes concentrations d’acide ascorbique et de Trolox sont utilisées
comme des contrdles positifs. Le pouvoir de réduction ferrique exercé par I’acide ascorbique est
égal a 1,630 mM, il parait étre deux fois plus important que celui de Trolox (0,703 mM).Quant aux
extraits testés, nous pouvons déduire que les différents extraits du P. dactylifera présentent des
pouvoirs réducteurs supérieur a celui du contréle positif (Trolox : 0,703 mM) ; et ils ont capable de

les remplacer les antioxydants de synthese.

D’autre part, de nombreuses études ont évalué ’effet réducteur des ions ferriques par les
extraits de diverses plantes. L.’étude menée par Laouini (2014) sur les palmes du palmier dattier de
la région d’Oued Souf et leur capacité a restaurer le fer en fer ferreux a montré une forte capacité
réductrice avec des valeurs d’ICso égales 322,46+11,37 pg/mL, 382,13+2,85 pg/mL pour les
variétés de Ghars et Deglet Nour respectivement. Ces résultats peuvent étre attribués a la
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concentration des extraits, la présence des substances spécifiques a des propriétés antioxydantes
puissantes et la région de collecte des échantillons.

Toutefois, un échantillon riche en composés phénoliques ne pourrait pas chélate les métaux de
transition si ses composés phénoliques ne disposent pas des groupements fonctionnels nécessaires
pour P’activité chélatrice. Ces constatations pourraient indiquer que les composés phénoliques ne
sont pas les principaux chélateurs et réducteurs présents dans les extraits qui sont en fait un mélange
complexe d’acides organiques, d’acides aminés et de sucres qui peuvent contribuer également a la
chélation ou réduction des metaux de transition (Vermerris et Nicholson, 2006 ; Andersen, 2016 ;
Gotzke et al., 2019).

En conclusion, le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I'activité antioxydante
est un aspect qui ne peut étre négligé, caril faut considérer que les composés phénoliques réagissent
d’une maniére différente selon le nombre de groupes phénoliques et que la teneur en phénol totaux
ne reflete pas forcémentla totalité des antioxydants présents dans un extrait (Athamena et al.,
2010). Donc, le pouvoir réducteurexercé par nos extraits et en particulier 1’extrait de périanthe de la
variété Bent Keballah apparait alors comme une alternative prometteuse dans le développement de
nouveaux agents thérapeutiques originaux. Ainsi, de I’ensemble de ces résultats, il provient que les
propriétés réductrices des métabolites secondaires contenant dans nos extraits testés permettent

d’envisager leur utilisation comme élément actif dans le traitement de certaines maladies.

11.4.3. Test ’ABTS

Afin de valider les résultats de I’activité antioxydante de nos extraits obtenus précédemment
par le test du DPPH et de FRAP, nous avons utilisé un troisieme essai reposé sur le pouvoir de
piéger le proton du radical cationique ABTS™". Ce test a été exposé par Miller et Rice-Evans
(1993) comme la premiere fois. Cette méthode est dépend du pouvoir d’un composé (antioxydant) a

piéger le radical ABTS™ (2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)).

Le test d’ABTS a été frequemment employeé pour évaluer l'activité antioxydantedes composés
dans les aliments de nourriture et des boissons en raison de son adéquation dans les phases aqueuse
et lipidique. La génération du radical cation (ABTS™) peut étre effectuée par divers systemes :
enzymatiques utilisant le myoglobin ou la peroxydase, soit chimiques avec permanganate de
potassium (K2Mn2Os) ou persulfate de potassium (K2S20s); en présence de peroxyde d'hydrogéne
(H202)(Villafio et al., 2004).
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Dans notre étude, le radical cation stable (ABTS™), qui est un chromophore bleu-vert a un
maximum d'absorption vers 700nm, a été produit par oxydation d'un électron d'’ABTS (molécule
incolore) avec un systeme enzymatique contenant la peroxydase et le peroxyde d'hydrogene. Le
dosage du radical (ABTS™) est basé sur la mesure de la décoloration apres l'addition d'une
substance susceptible a un effet antioxydant. Quand une substance donatriced’un électron /
hydrogéne est mélangée avec une solution du radical (ABTS™), la forme réduite du radical est

générée et accompagnée d’une perte de couleur (Yu et al., 2004; Christodoulou et al., 2022).

L’activité anti-radicalaire des extraits de différentes parties du palmier dattier pour les cing
variétésa été mesurée en étudiant la décoloration du milieu réactionnel apres avoir obtenu
I'absorbance stable de témoin et I’ajout de l'extrait végétal antioxydant. Ainsi, le calcul des
pourcentages d’inhibition (I%), correspondant chaque concentration des extraits, a permis d’établir
une régression linéaire entreces valeurs du pourcentage et les différentes valeurs de concentrations

des extraits ou les antioxydants de référence (Trolox et acide ascorbique) (Annexes 3).

Par conséquence, ces tracés nous pouvons déduire les valeurs d’ECso de chaque extrait, qui
I'on définie par la concentration d’extrait indispensable pour réduire 50% des radicaux libres dans
un milieu réactionnel, dont la valeur inférieur est correspond a I'efficacité la plus supérieure ; elle
est exprimés en pug/mL (Dias et al., 2020). De méme, nous avons calculé les ECso des standards
(Troloxet acide ascorbique) a fin de les comparer avec celles de nos extraits. Les valeurs d’ECso
obtenues sont resumées dans le Tableau 9.
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Tableau 9: Valeurs d’ECsp des différents extraits et standards mesurées par le test &’ABTS™

Pédicelle 03,8+00,3 9¢

Ghars Périanthe 03,4+00,4%%¢
Palme 02,0+00,1%°
Pédicelle 08,1+01,1"

Deglet Nour Périanthe 03,4+00,4 ¢4
Palme 02,0+00,72P
Pédicelle 04,1+00,1°

Tadala Périanthe 02,4+00,220¢
Palme 01,9+00,1%°
Pédicelle 04,4+00,4¢

Bent Kaballa Périanthe 02,7+00,10¢d
Palme 01,2+00,1%
Pédicelle 08,9+00,4

Tezerzait Périanthe 02,4 +00,2*P¢

Palme 02,4+00,1%°¢
Standard Trolox 01,4+00,1?
Acide ascorbique 08,8+00,1

Remarque : Les données refletent les moyennes + SD.a, b, ¢, d, e, f : montrant des différences significatives entre
les différentes parties a P < 0,05 sur la base d'une ANOVA unidirectionnelle suivie du test HSD de Tukey.
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Dans la plus part des travaux, qui utilisant le test d'ABTS™ comme une méthode d'évaluation
de leurs produits a examiner, l'activité antioxydante totale est exprimée par deux valeurs, soit un
pourcentage de réduction de coloration relative un control (TAA %), soit par une valeur massique
équivalente un référence qui est généralement le Trolox (TEAC: Trolox Equivalent Antioxydant
Capacity). Dans ce travail, on préfere d'utiliser le paramétre "ECso"(concentration efficace médiane)
(Brand-Williams et al., 1995 ; Bondet et al., 1997). Puisque dans une raison de comparaison, le
plus important est I'efficacité de l'antioxydant a faible dose. C'est que la recherche des sources
riches en antioxydants est importante surtout dans but industrielle, mais la nouvelle recherche est a
une tendance de trouver des molécules puissantes et plus actives en faibles concentrations. A ce fait
le parametre ECso est mieux pour cette approche et permet d’arranger les extraits suivant leur

pouvoir anti-radicalaire croissant a fin de les sélectionner pour des études chimiques approfondies.

D’apres les résultats mentionnés dans le Tableau 9, il est bien apparu que nos extraits
possédant une activité trés puissante pour piéger le radical (ABTS™), qui se traduit par des faibles
valeurs d’ECso. Ces valeurs sont comparables avec celle de I’antioxydant standard, ce qui suggere
que nos extraits peuvent remplacer les antioxydants de synthése.Globalement, les valeurs d’ECso
sont comprises entre 01,2+00,1 et 08,9+00,4 ug/mL. La valeur la plus faible d’ECsp est inscrite par
I’extrait de palmes de la variété Bent Keballah qui peut expliquer par sa richesse en des composés a
une activité anti-radicalaire trés forte. On note aussi une activité antioxydante voisine a ce dernier
pour I’extrait des palmes de la variété Tadala. Tandis que, la variété Tezerzait a enregistré une
faible activité anti-radicalaire avec une valeur d’ECso égale 08,9+00,4 ug/mL, pour I’extrait de
pédicelles. Généralement, les résultats obtenus suggérent que nos extraits montrent une bonne
activité antioxydante. Du fait la présence de nombreux groupements hydroxyles, les composés
phénoliques offrent un potentiel antioxydant tres élevé pouvant réagir avec les radicaux libres
(Sokol-Letowska, 2007).

L’analyse des résultats du tableau au-dessus montre ainsi que les deux extraits des périanthes
des variétés Ghars et Deglet Nour ont une forte activité anti-radicalaire avec des valeurs d’ECso
identique (03,4+00,4 ng/mL), a cause les deux extraits a des teneurs équivalentes en phénols totaux
et en flavonoides, de ce fait ils manifestent d’une méme maniére vis-a-visle radical (ABTS™). Par
contre, les deux extraits de méme organe pour les variétés Tadala et Tezezait qui renfermant des
quantités en phénols totaux et flavonoides assez loin, mais présentant une activité anti-radicalaire
semblable ce qui indique la présence des mémes substances antioxydantes spécifiques. Aussi, les

extraits des palmes de cing variétés présentent des activités anti-radicalaires voisines et fortes. Ce

56



_ Résultats et discussion

qui montre clairement que ces extraits ayant des mémes molécules actives qui réagissent de méme

facon avec le radical (ABTS™).

En outre, les agents antioxydants de synthése actuellement utilisés en industrie alimentaire
ainsi qu’en médecinesont présumés nocifs pour la santé humaine et particulierement le BHA
(Contini et al., 2008). La comparaison d'activité antioxydante de nos extraits avec celle des
antioxydants de référence (Trolox et acide ascorbique) suggere que nos extraits peuvent remplacer
les antioxydants synthétiques puisqu’ils présentent un potentiel inhibiteur des radicaux libres tres
important a celui observé pour les antioxydants de référence; et notamment les extraits des palmes,
plus précisément de la variété Bent Keballah qui a enregistré le pouvoir anti-radicalaire le plus
puissantavec une valeur d’ECsp la plus faible méme par rapport I’antioxydant de référence. La
comparaison des résultats de nos extraits et ceux parvenus des antioxydants de référence en but de
divulguer le mécanisme d'action de nos extraits, nous a permis d'écrire une approximation entre la
valeur d'ECso de Trolox et celle des extraits potentiels des palmes pour les cing variétés. Ainsi, les
valeurs d’ECsp des extraits des pédicelles sont équivalentes a la valeur d'ECso d’acide ascorbique.
Ces résultats permettent la prévision du mode d'action de chaque ensemble des extraits comme une

étape primaire a l'espoir de I'approfondie.

Par ailleurs, peu d’étude sur des propriétés antioxydantes du palmier dattier par le balayage du
radical (ABTS™) ont été achevés. En effet, la comparaison de I’activité anti-radicalaire de nos
extraits avec celle rapportée par Laouini (2014), qui a concerné par 1’étude de I’activité
antioxydante des extraits de feuilles de trois cultivars du palmier dattier Algérien, de la région
d'Oued Souf, a montré des valeurs 0,0188 mg/mL, 0,0202 mg/mL pour les variétés Ghars et
DegletNoursuccessivement. Donc, les extraits de nos variétés selectionnéesdisposent une activité
anti-radicalaire trés élevés par contrea celle des variétés de I'Oued. Toutefois, il faut souligner qu’il
ne s’agit pas de méme mode opératoire entre les deux travaux qui peut influer sur les résultats.
Ainsi, les réactifs utilisés dans ces tests réagissent différemment avec la large gamme de composés
phénoliques présents dans les échantillons en raison des différences dans leurs structures et leurs

concentrations (Alam et al., 2021).

Egalement, les résultats résolus par le test d’ABTS pour les différents extraits (des pédicelles,
des périanthes et des palmes) affirment la grande sensibilité de ce test, dont il présente des valeurs
d’ECso plus faibles par rapports a celles remportées par le test du DPPH. La différence qui est
examinée entre les deux tests peut s'expliquer par les mécanismes supposés dans les reactions du
balayage des radicaux et la solubilité de nos extraits dans les différents solvants utilisés dans les
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deux tests, tous ont influé sur leur effet (Bayala, 2014). Pareillement, la mieux solubilité d'ABTS
dans les solvants aqueux et organiques a la fois favorise I'évaluation de I'activité antioxydante des
extraits dans différents milieux, en particulier les solutions tamponnées dont les composés d'extrait
réagissent rapidement avec I'ABTS™" au contraire d'autre radicaux comme DPPH". Alors, il permet
I'étude de tous les composés de propriétés hydrophiles et lipophiles, en particulier les composés
phénoliques (Awika et al., 2003).

Autant, la méthode d'/ABTS est meilleure choix que d'autre méthode en raison de son extra
flexibilité d'utiliser a des valeurs de pH différentes (cette propriété est négligeable pour le radical
DPPH?’, dont il est trés sensible au pH acide) et est une avantage pour I'étude d'activité antioxydante
des extraits en des solvants acidiques (Awika et al., 2003 ; Vargas, 2022). Subséquemment, pour
notre expérience on élimine I'effet de la variation du pH comme un facteur de risque au radical
(ABTS™) et le choix d'un tampon neutre au cours de préparation de ce radical a pour effet de garder
I'activité de lI'enzyme peroxydase a toute influence du pH et de travailler dans des conditions

semblables au corps humain.

D’autre part, I’ABTS présente 1’avantage de sa simplicité, peu couteuse et a une cinétique de
réaction tres rapide. Cependant, il expose un inconvénient de non stabilité des radicaux libres
générés pendant de longstemps. En effet, I'absorbance du radical (ABTS™) est trés sensible aux
facteurs environnementaux que la température et la lumiére ou leur effets comme des pro-oxydants
est montrés en plusieurs études (Koechlin-Ramonatxo, 2006); aussi la durée de vie de ce radical
est plus courte comme tout les radicaux libres nécessitant une préparation frai pour chaque
expérience (Goudable et Favier, 1997). La coloration bleu vert due a la formation de radical libre
(ABTS™) apres le mélange de peroxydase, peroxyde dhydrogene et ABTS dans une solution
tomponnée est sensible a la présence des antioxydants dont I'addition des extraits au milieu
réactionnel est suivante par une décoloration immédiate indiquant la réduction des radicaux
(ABTS™) par les antioxydants des extraits (Yu et al., 2004). La détermination du temps optimal
pour lequel mesure I'absorbance de décoloration est un point de discussion de plusieurs chercheurs
(Villaiio et al., 2004). Généralement, I'accomplissement de ce type de réaction ou le taux de
réaction varié largement avec l'antioxydant est déterminé par I'étude de cinétique de la réaction

jusgu'a la stabilité qui est fixéepour notre expérience aprés un intervalle de temps de 5min.
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En raison de la complexité des matériaux antioxydants et leur mécanisme d’action, il est
évident qu’aucune méthode de test unique n’est capable de pourvoir une image entiere du profil
d’un échantillon antioxydant étudié et ne permet pas a apercu tous les modes d'actions des
composés; puisque chaque molécule a un mécanisme d'action spécifique selon sa conformation
structural, alors une combinaison de différentes méthodes est nécessaire. En fin, malgré ces limites,
le test ABTS est une méthode qui peut étre utile pour le dépistage primaire de nouveaux

antioxydants pour d’éventuelles études approfondies.

Bien que, les molécules de sous-produits du P. dactylifera sont typiquement des donneurs
d'électronset peuvent diminuer les substances d'oxydation lors du processus de peroxydation des
lipides (Islam et al., 2018). En effet, les substances phénoliques ont le pouvoir de piéger les
radicaux libres et de servir de donneurs d'hydrogéne et d'agents réducteurs. Par conséquent, les
extraits de palmes, de pédicelles et de périanthes du palmier dattier contiennent une quantité
appréciable de composés phénoliques, qui peuvent considérablement aider aux effets antioxydants,
agissant ainsi comme donneurs d'électrons ou de protons pour arréter la réaction en chaine qui
produit des radicaux. Finalement, les différents organes duP. dactylifera peuvent étre utilisés
comme source naturelle d'antioxydants dans les industries pharmaceutiques ou alimentaires. Ainsi,
des recherches supplémentaires devraient étre menées pour isoler et identifier les composants

auxquels Il'activité antioxydante de ces extraits est attribuée, car ils ne sont pas encore identifiés.
11.5. Activitée anti-brunissement enzymatique

11.5.1. Extraction de la PPO et POD des dattes du Phoenix dactylifera L.

L’application et I'¢tude détaillée de diverses enzymes dans les processus catalytiques
augmentent de jour en jour en raison de leur nature écologique, de leur spécificité de substrat et de
leur origine biologique. Parmi ces enzymes intéressantes, on peut citer les polyphénol oxydases
(PPO) et les peroxydases (POD) qui sont des enzymes répandues dans le regne végétal et présentes
dans différentes parties des plantes ; ils sembles jouer un réle crucial dans les plantes (Taranto et
al., 2017). Moins de 1% est la quantité des protéines totales de la PPO représente dans les fruits et
les végétaux. Cette caractéristique devrait étre prise en considération avant d’essayer d’extraire de
cette enzyme. Ainsi, la recherche vers I’extraction d’une grande quantité de I’enzyme et par un

procédé commode est le but de plusieurs travaux (Gouzi, 2014).

Plusieurs méthodes d’extraction de la polyphénol oxydaseet peroxydase ont été étenduesdans

la littérature, le plus abondamment utilisée est celle qui nécessite des moyen moins couteuse est la
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méthode de Al-Jassabi et al., (2013) avec quelques modifications ont été introduites dans la
procédure d’extraction. L’activité enzymatique a ¢été mesurée en utilisant le guaiacol et
pyrocatéchol comme des substrats pour les deux enzymes POD et PPO respectivement. Les
résultats de 1’activité enzymatique totale des deux enzymes dans les cing extraits bruts sont

représentés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Tableau récapitulatif de I’activité enzymatique de la PPO et de la POD des extraits

enzymatiques des dattes de cing variéetés étudiées.

Varietés Volume Activité Activité Protéine  Activité Activité
total enzymatique enzymatique  totale  spécifique spécifique
(mL) totale de totale de (ng) de POD de PPO
POD PPO (pmol/min (pmol/min
(umol/min)  (pmol/min) /ng) /ng)
Ghars 25 4065,93 5805,22 07,54 539,12 769,75
Deglet Nour 24 164,03 1312,63 03,54 46,28 370,38
Tadala 27 1063,30 5212,42 09,08 117,09 573,99
Bent Keballah 26 502,57 3709,24 03,76 133,61 986,15
Tezerzait 25 264,08 2866,61 06,78 38,90 422,33

Généralement, les extraits bruts des dattes ont montré une activité enzymatique considerable
qui reste stable, méme pendant plusieurs semaines a -20°C. D’apré¢s les résultats du Tableau 10, on
a constaté que l'activité enzymatique de la polyphénol oxydase et de la peroxydase est positive pour
tous les extraits testés, en utilisant le guaiacol et pyrocatéchol comme des substrats. Ainsi, quelque
soit l'activité enzymatique a dosé, 1’extrait enzymatique de la variété Ghars présente des meilleurs

taux d’activité enzymatique par rapport les autres sources enzymatiques.

Pour Dactivité peroxydasique, nous avonsobservé que le taux differe selon la source
enzymatique utilisée. Il est apparu que I’extrait enzymatique de la variété Ghars présente le taux
d’activité peroxydase le plus élevé avec une valeur de 4065,93 uM/min. Pourtant, 1’extrait de la
variété Deglet Nour montre le plus faible taux d’activité enzymatique avec une valeur de 164,03
uM/min. D’autre part, la PPO montre une activité un superieure a celle obtenue par la peroxydase
pour toutes les variétés. Quant 1’extraits enzymatique de la variété Deglet Nour, il a noté de faible
taux d’activité polyphénol oxydasique (1312,63 uM/min). Le meilleur taux d’activité (5805,22

puM/min) a été enregistré pour I’extrait de la variété Ghars.
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Néanmoins, P’activité spécifique pour la plus part des extrait enzymatique est plus faible.
Puisque, l'activité enzymatique spécifique est définie comme étant le rapport entre l'activité
enzymatique volumique et la concentration totale en protéine de I'extrait enzymatique. Ainsi, la
présence d’une masse importante des protéines totales dans les extraits par rapport ’activité
enzymatique enregistrée pour les deux enzymes pourrait étre expliqué la diminution du rapport
entre l'activité enzymatique et la concentration totale en protéine. Aussi, ces résultats montrent la
diversité des extraits enzymatiques des dattes par la présence de plusieurs types des enzymes autre
que la polyphénol oxydase et la peroxydase tels que : invertase, cellulase, endo-1,4-B-D-glucanase
(EGase) et P-galactosidase (B-Gal), pectine méthylestérase (PME) qui sont accompagnés les
réactions biochimiques et événements physiologiques pendant le développement et la maturationdes
dates de différentes cultivars (Rastegar et al., 2012).

Autant, Benaceur et al. (2019) ont démontré une activité spécifique de 101,67 U/mg pour
I’extrait de la variété Tadala. Par contre, Farouk et al. (2020) ont noté une grande activité
spécifique pour I’extrait des dattes royales, Deglet Nour, d’ordre 3630 U/mg. La différence peut liée
a la diversité génétique, la source de 1’enzyme et le protocole expérimental utilisé lors I’extraction.
Souvent, [’inactivation des enzymes a effectuée au cours les étapes de broyage et

d’homogénéisation pendant I’extraction.

L’homogénéisation des tissus est nécessaire pour libérer les protéines des cellules et des
compartiments cellulaires dans des solutions tampons stabilisatrices. Le processus nécessite la
rupture de la membrane cellulaire externe, des membranes intracellulaires et des structures
extracellulaires environnantes. Ici, la consistance tissulaire définit la méthode d’homogénéisation
appropriée. Au cours de I’homogénéisation tissulaire, 1’intégrité cellulaire est perturbée et les
protéines sont libérées des compartiments intracellulaires entrainant des réactions de protéolyse et
de dégradation enzymatique supprimant les modifications protéiques post-traductionnelles
(Kwiatkowski et al., 2016).

Les composés phénoliques végétaux peuvent se lier de maniere covalente ou non covalente
avec des protéines. Parmi les deux types d’interactions, les preuves suggerent que les composés
phénoliques et les protéines se lient principalement par des liaisons non covalentes qui sont des
interactions réversibles et que ’interaction est crée par une association hydrophobe qui peut ensuite

étre stabilisée par une liaison hydrogene. De plus, les interactions impliquant des liaisons non
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covalentes sont sensibles aux facteurs environnementaux (tel que la température et le pH). Par
contre, les liaisons covalentes provoquent des interactions irréversibles entre les composés
phénoliques et les molécules de protéines. L’association des composés phénoliques avec des
protéines entraine ainsi la formation d’agrégats insolubles (Shahidi et Dissanayaka, 2023).En
outre, la quantité en protéines totales dans les deux extraits d’enzyme est trés faible, d’ordre
microgrammes puisque les dattes sont considérées parmi les meilleurs aliments énergétiques de
I’étre humain. En effet, les pulpes des dattes contiennent 70% des sucres facilement digestibles,
principalement du glucose, le saccharose et le fructose; fibres alimentaires et contiennent moins de

protéines et de graisse (Munier, 1973).

Les plus grandes difficultés a dominer lors de I’extraction de PPO et POD sont la prévention
de I’oxydation enzymatique des composés phénoliques et laformation des pigments pendant le
broyage de la mati¢re végétale. Par conséquent, les pigments peuvent s’associer avec la protéine
enzymatique et la rendre insoluble et inactive (Vemos-Vigyazo, 1981). Toutefois, la fixation des
composés phénoliques a un polymere insoluble lors I'extraction des enzymes est I’un des moyens
les plus efficace pour empécher I'oxydation des phénols; dont le plus souvent utilisés est le
polyvinylpyrrolidone (PVP). Cet additif est une résine échangeuse d’ions a la capacité fixatrice des
composés phénoliques et donc empéchant la formation des polymeres (Zawistowski et Biliaderis,
1991; Ziyan et Pekyardimci, 2004; Robinson et al., 2017; Selvarajan et al., 2018; Sabarre Jr
et Yagonia-Lobarbio, 2021). 11 est bien documenté que 1’oxydation des composés phénoliques par
la PPO produit des quinones qui inhiberaient la PPO. Egalement, I’élimination des composés
phénoliques endogenes des extraits par le PVP a permis d’obtenir d’une préparation soluble ou
bien d’assurer la solubilité des protéines enzymatiques (Ziyan et Pekyardimci, 2004, Farouk et
al., 2020).

De plus, un tampon approprié a température glacée est normalement utilisé dans 1’extraction
de PPO et POD pour solubiliser les enzymes libérées tout en maintenant la stabilité des enzymes.
Avant I’extraction, le tissu végétal frais est refroidi sur de la glace, nettoyé et haché rapidement. Ces
étapes doivent étre realisées en un minimum de temps afin de minimiser la dégradation endogene.
Ainsi, le hachage de la source végétale en petits morceaux améliorerait 1’efficacité de 1’extraction

en augmentant la surface exposée au tampon (Sabarre Jr et Yagonia-Lobarbio, 2021).

Par conséquence, les enzymes PPO et POD s’averent étre des enzymes intracellulaire, elles

doiventétre éliminée par la perturbation de la structure cellulaire de la plante. Dans I’ensemble du
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processus d’extraction, la stabilité des deux enzymes et ses éventuelles inactivations sont des
préoccupations primordiales. Le développement de la procédure d’extraction et la sélection des

conditions d’extraction doivent étre orientés vers la réalisation de ces objectifs.

11.5.2.Détermination des parametres cinétiques de la PPO et de la POD

La mesure de la vitesse de disparition du substrat ou de la vitesse de synthese du produit peut
étre utilisée pour déterminerl’activité d’une enzyme. Egalement, la mesure doit étre limitée a la
phase de début de la réaction pour éviter que 1’enzyme ne soit inactivée par le produit de la réaction,
que la concentration du substratne chute et que les produits ne se polymérisent (Vamos-Vigyazo et
Haard, 1981). Une large gamme des substrats peut étre affectée par I’activité de la PPO et POD
(Whitaker et Lee, 1995).

Dans ce travail, on s'intéresse au dosage du produit libéré lors de I'oxydation du pyrocatéchol
ou bien le guaiacol, par PPO et POD des dattes respectivement. Les parametres physico-chimiques
sont maintenus constants (tampon phosphate (0,1M, pH 6,8) ettempérature 25°C). Egalement, une
gamme de concentration de pyrocatéchol et guaiacola été préparée. L’évolution de D’activité
enzymatique en fonction de la concentration de chaque substrat est suiviepour la POD et PPO des
cing variétés Ghars, Deglet Nour, Tadala, Bent Keballah et Tezerzait.

De plus, I’équation deLineweaver-Burk a été utilisée pour ajuster les résultats expérimentaux.
Les tracés montrent quelemodéle cinétique de Michaelis-Menten, quiprend en compte le
phénoméne d’inhibition par excésde substrat, est parfaitement adapté par 1’oxydationdu
pyrocatéchol et guaiacolpar la PPO et POD des dattes. Les résultats ont été exprimés par les
parametres cinétiques de I'enzyme Vmax et Km qu’ont été déterminés a 1’aide des représentations
de Linweaver—Burk (Annexe 4). La constante de Michaelis, ou la constante de dissociation du
complexe enzyme-substrat (Km), permet de déterminer D’affinit¢é et la force de liaison de
I’enzymeavec son substrat. La valeur élevée de Km signifie que I’enzyme a une faible affinité pour
son substrat. De méme, la valeur de Vmax est un autre parameétre permettant d’avoir une idée sur la

vitesse maximale de la réaction. Le Tableaull résume les valeurs obtenues de ces parametres.
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Tableau 11: Paramétres cinétiques de I’activité enzymatique de la PPO et de la POD des dattes de

cing variétés étudiées.

Variétés POD PPO
Vmax Km Vmax/Km Vmax Km Vmax/Km
(AA/min) (M) (AA/min /M)  (AA/min) (M) (AA/min /M)

Ghars 26,24 0,063 416,50 54,64 0,355 153,91
Deglet Nour 18,28 0,030 609,33 19,20 0,226 84,95
Tadala 19,23 0,077 249,74 37,31 0,450 82,91
Bent Keballah 76,92 0,560 137,35 34,48 0,172 200,46
Tezerzait 11,49 0,065 176,76 19,60 0,084 233,33

D’apres les résultats du Tableau 11, les extraits enzymatiques bruts de la PPO et POD des
dattes des différentes variétés montrent des valeurs variables de Vmax et Km. En effet, le suivi de la
cinétique de POD en utilisant le guaiacol comme substrat montre des valeurs de Km comprises
entre 0,030 et 0,560 M et des vitesses maximales de la réaction de 11,49 & 76,92 AA/min.La
meilleure affinité contre I’enzyme POD est présentée par I’extrait enzymatique des dattes de Deglet

Nour, par contre I’extrait de Bent Keballah est présenté la meilleure activité catalytique.

Pareillement, les parameétres cinétiques de la PPOétaient de 0,084 a 0,450 M pour Km et de
19,20 a 54,64 AA/min pour Vmax en utilisant le pyrocatéchol comme substrat.La meilleure affinité
contre ’enzyme POD est présentée par I’extrait enzymatique des dattes de Tezerzait, par contre

I’extrait de Ghars est présenté la meilleure activité catalytique.

La valeur Km d'une enzyme représente son affinité envers son substrat ; des valeurs plus
faibles indiquent un niveau plus élevé d'affinité avec le substrat. Néanmoins, le substrat optimal doit
étre sélectionné suivant son efficacité catalytique la plus élevée (Vmax/Km). De plus, il apparait
que la source de I'enzyme et le substrat utilisé ont un impact sur I'efficacité catalytique (Farouk et
al., 2020). Alors en termes d’efficacité catalytique, le guariacol semble étre la substance préferée du

POD puisqu’il présente des valeurs élevées par rapport la PPO.

Tandis que, le pyrocatéchol semble étre le meilleur substrat pour la PPO de différentes
sources d’enzyme avec des valeurs inférieures de Km. En effet, une autre étude sur la PPO des

dattes Tadala et Deglet Nour a montré que des faibles valeurs de Km (35 mM et 37,7 mM pour le
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pyrocatéchol comme substrat respectivement) (Benaceur et al., 2019 ; Farouk et al., 2020). Ainsi,
Sachde et al., (1988) a dévoilé une grande affinité du substrat vis-a-vis de PPO des dattes de

BarheeetZahdi (Km égale 3,5 et 8,75mM respectivement).

De plus, les valeurs de la constante d’affinit¢é Km de la PPO rapportées dans la littérature sont
comme suit : le mangue (15,1 mM) (Palma-Orozco et al., 2014), le chataigne (14,30 mM)(Xu et
al., 2004), le bourrache (2,24 mM) (Alici et Arabaci, 2016), graine de lotus (6,04mM) (Cai et al.,
2015), myrtille (15mM) (Siddiq et Dolan, 2017) et chair d’artichaut (4,03 mM) (Ziyan et
Pekyardimci, 2003)pour le catéchol en tant que substrat expérimental. Généralement,cette
variation peut étre interpréter par le type de substrat, le tampon, la température, la source d’enzyme,
la concentration ionique, la température, la méthode d’extraction utilisée et le pH du milieu (Gouzi,
2004; Benaceur et al., 2019).

11.5.3. Test d’inhibition

Le controle de l'activité de deux enzymes PPO et POD est important pour la prévention du
brunissement des végétaux et fruits. En effet, I’oxydation enzymatique des fruits et légumes est
influencée par un large éventail de facteurs. Ils concernent la nature et la concentration des
composes phénoliques, la concentration des enzymes, lepH, la température et 1’oxygéne (Jolivet et
al., 1998 ; Qiu et al., 2009).

En outre, le brunissementenzymatiquedes végétaux et fruitspar les enzymes PPO et POD peut
étre inhibé ou ralenti par l'inactivation thermique de ces enzymes, par I'élimination de leurs
substrats nécessaires pour la réaction, par lI'abaissement du pH au-dessous du pH optimum ou par
I'ajout des inhibiteurs de la PPO ou la POD. De nombreuses substances ont été étudiées pour leur
potentiel en tant qu’inhibiteurs chimiques de I’oxydation enzymatique, y compris : les agents
chélatants du cuivre, les inhibiteurs non-compétitifs ou compétitifs vis-a-vis des substrats
phénoliques, des agents réducteurs (comme les sulfites et l'acide ascorbique), les acides
aromatiques, les aldéhydes aromatiques et les acides carboxyliques (Zawistowski et Biliaderis,
1991;Nicolas et al., 1994; Moon et al.,, 2020 ; Hamdan et al., 2022). A condition que ces
composés ne sont pas toxiques, et n’altérent pas la saveur,le goitou 1’apparence du produit
(Vamos-Vigyazo, 1981).

De ce fait, une série des études a été menée pour chercher des inhibiteurs naturels qui
diminuent ou inhibent la vitesse de la réaction du brunissement. Pour cet objectif, différents

extraits des organes du palmier dattier (périanthes, pédicelles et palmes) de cing variétes (Ghars,
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Deglet Nour, Tadala, Bent Keballah et Tezerzait) ont été testés pour son pouvoir inhibiteur vis-a-vis
deux enzymes responsables au brunissement enzymatique des dattes: PPO et POD; avec

I’utilisation dupyrocatéchol et duguaiacolentant que des substrats appropriés.

11.5.3.1. Activité anti-peroxydase

Dans le cadre de nos travaux, nous nous intéressons a la recherche sur I’efficacité des extraits
des périanthes, des pédicelles et des palmes de cinq variétés étudiées (Ghars, Deglet Nour, Tadala,
Bent Keballah et Tezerzait) a inhiber I’activit¢ de la peroxydase extraite des dattes de méme
variétés étudiées.Le taux d’inhibition de I’activité anti-peroxydase est déterminé par une méthode
colorimétrique, qui permet d’estimer le taux de tetraguaiacol (produit coloré) suite a la dégradation

du guaiacol (substrat incolore) en présence d’H20>. Les résultats sont présentés dans la Figure 14.
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Figure 14: Taux d’inhibition de I’activité de peroxydase par les extraits de différents organes du
palmier dattier

Selon les résultats de 1’étude d’inhibition de la peroxydase, la plus part des extraits des
différents constituants du palmier dattier des variétés étudiées ont des effets inhibiteurs sur I’activité
enzymatique des peroxydases des dattes des mémes variétés (Figure 14). Ainsi, le taux d’inhibition
varie selon la source d’enzyme étudiée et les extraits des différents constituants du palmier dattier a

tester.
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Généralement, les taux d’inhibition varient de 17,43% a 84,87%. La plus grande activité anti
peroxydase des extraits du palmier dattier est enregistrée dans les extraits de la variété Ghars
principalement celle des palmes avec un pourcentage d’inhibition allant jusqu’a 84,87 %. Tant que
I’extraitdes périanthes de la variété Tadala a déduit le taux d’inhibition le plus faible sur la
peroxydase (17,43 %).

En ce qui concerne les variétés Tadala, Tezerzait et Bent Keballah, leurs extraits présentent
des activités inhibitrices a des degrés variables. Néanmoins, les extraitsdes périanthes, des palmes et
des pédicelles de la variété de Deglet Nourn’ont pasd’effet sur ’activité de la peroxydase desdattes
de la méme variété. Il est apparu ainsi que 1’extrait des palmes présente le meilleur taux d’inhibition

vis-a-vis 1’activité enzymatique de la peroxydase des dattes par rapport les autres organes testés.

La présence et la variabilité des composés bioactifs en termes de type chimique et de quantité
peuvent étre responsables des divers potentiels d'inhibition de nos extraits du palmier dattier. En
effet, le criblage phytochimique des différents extraits des organes étudiés du palmier dattier montre
la différence en composition chimique entre les variétés sélectionnées et peut étre en sa teneur.
Alors, la variation génétique entre les cing variétés peut étre attribuée a la synthese des substances

différentes.

D’autre part, que ce soit la méthode d’extraction, la source de I’extrait enzymatique étudiée
affecte ’efficacité d’inhibition. Ainsi, I'existence de plusieurs formes enzymatiques (iso-enzymes)
au sein d’un méme matériel végétal et au niveau d'un méme tissu, l'affinité de ces enzymes au
substrat et la différence de leurs propriétés physico-chimiques et catalytiques peuvent expliquer
cette variabilité d’action. Farouk et al. (2020) a confirmé ’existence de trois formes de PPO de
dattes royales ou bien d’iso-enzymes. Egalement, la présence d’iso-enzymes a été signalée pour
d’autres sources de PPO. De plus, la variation des parameétres tels que le pH et la température du
milieu réactionnel peut influencer également sur la stabilité de la structure de I’enzyme POD et sa

spécificité (Chattopadhyay et Mazumdar, 2000).
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11.5.3.2. Activité anti-polyphénol oxydase

L’activité enzymatique de la polyphénol oxydase a été mesurée par spectrophotométrie en
utilisant le pyrocatéchol comme substrat, en présence et en absence les extraits des differents
constituants du palmier dattier (des périanthes, des pédicelles et des palmes) des cingq variétés
étudiées (Ghars, Deglet Nour, Tadala, Tezerzait et Bent Keballah).Les résultats du test d’inhibition

de la PPO sont résumes dans la Figure 15.
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Figure 15: Taux d’inhibition de I’activité de polyphenol oxydase par les extraits de différents
organes du palmier dattier.

Les résultats obtenus du test d’inhibition de la PPO extraite des dattes par les extraits des
pédicelles, des périanthes et des palmes de cing variétés n’ont montré aucune efficacité inhibitrice.
A T’exception, ’extrait des périanthes de la variété Tadala qui a présenté un taux d’inhibition trés
faible (25,58 %).Alors, les différents extraits testés ont montré une efficacité inhibitrice exercée

seulement sur la peroxydase.

Les peroxydases présentent une grande capacité de catalyser la polymérisation oxydative des
composés phénoliques pour former des polymeres insolubles (Chagas et al., 2015). Selon les
travaux de LoOpez-Serrano et Ros Barcelo, (2002), les produits d’oxydation desflavonoides
(catéchine) donnent des mélanges des produits hétérogenes de différents degres de polymérisation
qui peuvent agir comme des inhibiteurs pour 1’enzyme elle-méme. Ainsi, Nogales-Delgado (2021)
a souligné la possibilité d’effets synergiques entre la peroxydase et la polyphénol oxydase dans la

formation des polymeres brun dans les cas ou I’intégrité des tissus et la compartimentation des
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cellules sont endommageées et tous les composants de brunissement sont mise en contact (les

phénols, 1’oxygene et les enzymes tels que PPO ou POD).

Dans la littérature, les composeés dérivés des acides cinnamique et benzoique sont les
inhibiteurs compétitifs les plus couramment trouvés pour la PPO dans les cerises, les pommes, les
poires, les péches et les pommes de terre (Bobo et al., 2022). Pareillement, plusieurs études se sont
concentrées sur les extraits de plantes en tant que sources de composés inhibiteurs dans la réaction
de la polyphénol oxydase. Par exemple, I'étude de Kim et al., (2005) montre que I’activité de la
PPO est inhibée par les extraits d’oignon, qui ont une efficacité allant jusqu’a 54,1 % pour réduire
le taux du brunissement de la poire. Les résultats sont étayés par les recherches de Lee, (2007), qui
ont démontré que les extraits d’oignon inhibent la PPO de taro a des taux allant de 54,8 % a 68,5 %.
Klimczak et Gliszezynska-Swiglo (2017) ont été étudiés I'influence de cing extraits de thé vert sur
I'activité de la polyphénol oxydase (PPO) dans le jus de pomme frais trouble, alors que l'activité
PPO a diminué jusqu’a 96 %. Ainsi, I'ajout d'extraits d'oignon, de piment et d'ananas chauffés a
montré un effet inhibiteur plus fort sur la PPO du gingembre dont I'extrait de piment chauffé était le
meilleur inhibiteur naturel de la PPO du gingembre (47,97 %) de maniere compétitive (Lim et
Wong, 2018). Selon les analyses spectrophotométriques, Mercimek et al. (2015) ont été constatés
que l'inhibition de I'activité de la PPO de pomme de terre par les extraits de piment, de citron et de

betterave rouge était respectivement de 70,54 et 60 %.

En outre, en raison de comparaison avec le potentiel inhibiteur de nos extraits, I’effet de
I'acide ascorbique sur les activités PPO et POD des dattes de Ghars a été examiné. A une
concentration 0,2M, I'acide ascorbique a eu un fort effet inhibiteur sur les activités de la PPO et
POD, avec des taux d'inhibition de 48,14% et 95,28% respectivement. L'étude d’Amiour et
Hambaba (2016) a également confirmé Il'effet inhibiteur de l'acide ascorbique sur I’activité
enzymatique de PPO. lls ont constaté que l'inhibiteur le plus efficace des deux activités (de PPO et
POD) est l'acide ascorbique avec une activité résiduelle PPO de 4,79% pour Deglet Nour, 7,73%
pour Ghars et de 0% dans les deux variétés pour I’activité résiduelle POD. Ainsi, Li-Qin et al.
(2009) ont noté qu’apres 10 jours de stockage, l'indice de brunissement desportions de péche

traitées a 0,2% d'acide ascorbique était inférieur a 2,5.

Genéralement, lors de I’extraction des PPO, les conditions opératoires doivent permettre la

solubilisation enzymatique compléte de la fraction membranaire insoluble tout en empéchant la
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fraction enzymatique d’oxyder les polyphénols endogenes (De Rigal, 2001). Puisque, les quinones
formées par 1’oxydation des polyphénols présents dans I’extrait enzymatique peuvent entrainer
I’inactivation de I’enzyme. Pour cela, des agents réducteurs comme 1’acide ascorbique, la cystéine
ou des composés adsorbants des phénols comme le polyvinylpyrrolidone (PVP) sont habituellement
ajoutés au milieu d’extraction (Nicolas et al., 1994). Alors, la capacité inhibitrice d'acide
ascorbique a été attribué au fait qu’il fonctionne comme un réducteur, réduisant les quinones
générées par PPO en diphénols incolores ou a réagir de maniére irréversible avec les o-quinones
pour produire des produits incolores stables ; soit par la chélation et la réduction de deux atomes de
cuivre depuis le site actif (Amiour et Hambaba, 2016 ; Baltas et al., 2017 ; Farouk et al., 2020).
Ainsi, il a empéché la formation de polymeres bruns sans agir directement sur l'enzyme
(Bayindirli, 2010).

En fin, la variation du taux d'inhibition entre les différents extraits et sources enzymatique
peut s'expliquer par la présence de diverses formes enzymatique (iso-enzymes) dans 1’extrait
enzymatique qui présentent des caractéristiques structurales et physico-chimiques variables, ainsi
que par la constitution des molécules actives dans les extraits végétaux qui inhibent I’activité
enzymatique (Schmitz et al., 2008; Farouk et al., 2020).

11.5.4. Etude cinétique d’inhibition de I'activité de la POD des dattes

Selon les résultats d’étude des effets inhibiteursdes extraits desdifférentsconstituants du
palmier dattier contre les deux enzymes responsables au brunissement enzymatique des dattes pour
les cing variétés : la PPO et la POD ; il s’est avéré que nos extraits n’ont pas aucun effet sur
l’activité enzymatique de la PPO. Au contraire, certains extraits ont provogqué une
réductionimportante de 1’activité de la POD avec un pourcentage atteignant 80% comme les extraits
de périanthes et de palmes de la variété Ghars.

Ces résultats ont encouragé d'accomplir a 1’étude de D’effet inhibiteur des extraits qui
présentant un pourcentage d’inhibition plus de 50%, vis-a-vis la POD en vue de déterminer le type
d'inhibition et les parameétres cinetiques en présence de chaque extrait. De ce fait, le graphique de
I’inverse de la vitesse initiale d’oxydation du guaracola diverses concentrations d’inhibiteur

(1/Vmax) en fonction de I’inverse de la concentration du substrat (1/S) a été établi (Figures 16).
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Figure 16: Graphique de Lineweaver-Burk d’inhibition de I’activité de la POD des dattes par les
différents extraits du Phoenix dactylifera L..
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Les extraits des pédicelles, périanthes et palmesde la variété Ghars et I’extrait des pédicelles
de la variété Tadala ainsi I’extrait des palmes de la variété Bent Keballah étant les inhibiteurs de la
POD les plus efficaces avec des taux d’inhibition plus de 50%. Alors, nous nous sommes penchés
sur les nombreuses sortes d’inhibitions qu’ils présentent dans le but de déterminer leurs modes

d’action.Les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau 12.

Tableau 12: Constante d’inhibition (Ki), ICsp et type d’inhibition des différents extraits inhibiteurs

vis-a-vis ’activité de la POD des dattes.

Variété Extraits Ki 1Cs0 Type d’inhibition
(mg/mL) (mg/mL)
Tadala Pédicelles 110,28 27,90 incompétitif
Ghars Pedicelles 23,33 17,01 non compétitif
Périanthes 83,33 17,39 non compétitif mixte
Palmes 24,33 10,33 non compétitif mixte
Bent Keballah Palmes 53,33 17,81 non compétitif mixte

L’étude de type d’inhibition des différents extraits sélectionnésa été réalisée sur I’activité
peroxydasique pour chaque extrait inhibiteur. Les résultats acquis (Tableau 12) dévoilent que
I’extrait de pédicelles de la variété Tadala agit comme inhibiteurin compétitif sur la POD, alors que
I’extrait de pédicelles de la variété Ghars agit comme inhibiteur non compétitif simple. Tandis que,
les extraits de périanthes et de palmes de la variété Ghars agissent comme des inhibiteurs non
compétitifs de type mixte. L’extrait de palmes de la variété Bent Keballah agit comme
inhibiteurnon compeétitif mixte vis-a-vis I’activité de la POD. Alors, les extraits des pédicelles, des
périanthes et des palmes agissent de maniére différente d’un extrait enzymatique a un autre. Cela
peut étre expliqué soit par la présence d’une forme d’enzyme différente dans les extraits

enzymatiques ; ou bienpar la présence desiso-enzymes pour chaque extrait.

Le graphiquede la constante de Michaelis-Menten apparente (Kapp), qui dépend de la
concentration de I’inhibiteur, est utilis¢é pour calculer la constante d’équilibre de fixation de
I’inhibiteur sur I’enzyme libre, Ki. La faible constante d’inhibition (Ki) est enregistrée pour I’extrait

de pédicelles de la variété Ghars contre I’extrait enzymatique de la POD, avec une valeur de 23,33
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mg/mL, ce qui signifie sa plus forte affinité de liaison a I’enzyme. Par contre, I’extrait de pédicelles

de la variété Tadala a exhibé une grande valeur de Ki, égale 110,28 mg/mL.

Dans cette recherche, la cinétique d'inhibition de la POD des dattes par des différents extraits
du palmier dattier en utilisant le guaiacol comme substrat est suivie. Selon les tracés de Lineweaver-
Burk obtenus pour les extraits de périanthe et de palmes de lavariété Ghars, les deux inhibiteurs ont
modifié les valeurs de Vmax (lorsque la concentration de I'inhibiteur augmente, Vmax diminuent).
Ainsi, ces inhibiteurs se lient a la fois avec I'enzyme libre et avec I'enzyme liée au substrat, mais
avec des affinités différentes. Cela suggére que la capacité d'inhibition des extraits de périanthe et

de palmes était de type mixte.

Les inhibiteurs des palmes et des périanthes peuvent avoir eu un impact sur l'affinité de
I'enzyme pour le guaiacol, mais ils ne se sont pas liés au site actif de I'enzyme, selon le concept
d'inhibition de type mixte. Leurs constantes d'inhibition respectives, Ki, ont été déterminées comme
étant de 24,33 et 83,33 mg/mL. En raison de sa valeur Ki inférieure, on peut affirmer que l'extrait
de palmes est Il'inhibiteur le plus puissant. Selon les données, les composés chimiques inhibiteurs
trouvés dans les périanthes et les palmes peuvent se lier a la fois au complexe enzyme-substrat et a
I'enzyme libre afin d'exercer leurs effets inhibiteurs. De plus, l'affinité d'une enzyme pour un
substrat ou un inhibiteur dépend de leurs interactions de l'autre (Ramsay et Tipton, 2017 ; Buker
et al., 2019).

D'autre part, I'enzyme POD est inhibée de maniére non compétitive simple par I'extrait de
pédicelles de la variété Ghars. Dans le cas d’une inhibition non compétitive simple, I’inhibiteur et le
substrat peuvent se lier simultanément a la molécule d’enzyme. Il est clair que deux molécules
doivent se lier a des sites différents de I’enzyme. La présence d’un inhibiteur n’affecte pas la liaison
au substrat mais interfére avec le fonctionnement catalytique de I’enzyme (Sinan, 2012). Alors, les
composés actifs de cet extraitn’arrétent pas le complexe enzyme-substrat de se former; au
contraire, ils I’empéchent de conduire a la formation de produits de réaction (Yadav et Magadum,
2017). De plus, ils maintiennent I'affinité de I'enzyme (1/Km) constante pour son substrat, dont la
constante d’inhibition (Ki) est de 23,33 mg/mL. Egalement, 1’extrait depédicelles de la variété
Tadala montre une activité inhibitrice de type incompétitif vis-a-visl’extrait enzymatique de la
peroxydase. L’effet est probablement causé par les molécules actives inclues dans ces extraits, qui

ne ressemblent pas structurellement au substrat mais peuvent fonctionner en se liant au complexe

73



_ Résultats et discussion

enzyme-substrat plutét qu’a I’enzyme seule. Cette sorte d’inhibition indique que 1’affinité de

1’enzyme pour son substrat a augmenter.

Des travaux précedents ont montrés la capacité des antioxydants naturels d’arréter ou de
réduire le brunissement des fruits et des Iégumes par 1’inhibition des enzymes PPO et POD (Jang et
al., 2002). Selon diverses études, les flavan-3-ols (comme la catéchine et I'épicatéchine), les
flavonols et les flavones (comme la lutéoline et la rutine) et les acides phénoliques (comme les
acides p-coumarique et cafeique) étaient les produits chimiques phénoliques les plus répandus
trouvés dans les palmes du palmier dattier pourrait étre responsable de I'inhibition de la POD
observée (Abu-Reidah et al., 2017 ; John et Shahidi, 2019; Benouamane et al., 2022). Ces
substances bioactives, notamment les composés phénoliques, interagissent avec le site actif des
enzymes en générant une liaison hydrogene, ce qui réduit l'activité des enzymes PPO et POD, car

leur structure comprend le groupement hydroxyle (Hamdan et al. 2022).

Afin d'arréter le brunissement enzymatique et d'augmenter la qualité nutritive des aliments,
plusieurs études se sont concentrées sur la recherche d'agents anti-brunissement prometteurs
provenant de sources naturelles telles que des extraits de fruits, de plantes, d'herbes ou de légumes.
Ces extraits possédent un certain nombre de substances bioactives qui fonctionnent comme des
agents anti-brunissements pour ralentir le développement du brunissement (Lee et al., 2007 ; Liu et
al., 2012 ; Baltas et al., 2017 ; Dias et al. 2020). A cet égard, les extraits de périanthes, de
pédicelles et de palmes du palmier dattier peuvent étre contribué de maniére significative a réduire
I'oxydation et peut fonctionner comme un agent anti-brunissement pour arréter la détérioration des

aliments.

Enfin, I’efficacité inhibitrice et les différents modes d'actions exercés par nos extraits vis-a-vis
les deux enzymes peuvent étre accordés a la présence des différents composés bioactifs, tanten
termes de composition chimique et de quantité. De fait que ces substances ralentissent ou
empéchent la vitesse de réaction du brunissement en éliminant un (des) élément (s) actif (s) de
réaction. Alors, les résultats d’inhibition obtenus avec la POD et PPO ne peuvent pas étre
applicables avec les mémes enzymes provenant d'une source différente, donc elles pourraient varier

de manieére significative (Ferrar et Walker, 1996).
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I11.6.Caractérisation des molécules bioactives

Au cours des derniéres décennies, les études scientifiques les plus modernes sont fixees a la
recherche des nouvelles molécules actives, ou des matieres premieres pour la hémisynthése a partir
les plantes. La mise en évidence de principes actifs d’une plante entiére devra étre approfondie
1'é¢tude afin de permettre d’isoler et de caractériser d’éventuels nouveaux composés ou de trouver
des composés déja connues qui pourront étre utilisées pour des études chimio-taxonomiques
(McChesney et al., 2007). La purification et I'isolement des composés bioactifs des plantes sont des
techniques qui ont connu un nouveau développement ces derniéres années. Ces techniques
modernes offrent, d’une part, la possibilit¢ de mettre en paralléle le développement et la
disponibilit¢ de nombreux essais biologiques avancés et, d’autre part, de fournir des techniques
précises d’isolement, de séparation et de purification. L'objectif lors de la recherche de composés
bioactifs est de trouver une méthode appropriée permettant de sélectionner la matiére source pour la
bioactivité telle qu'un antioxydant ou un antibactérien, combinée a la simplicité, a la spécificité et a
la rapidité (Altemimi et al., 2017).

La sélection et la collecte de matieres végetales sont considérées comme des étapes
principales pour isoler et caractériser un composé phytochimique bioactif. La prochaine étape
implique une récupération d’informations ethnobotaniques pour discerner d’éventuelles molécules
bioactives. Des extractions peuvent ensuite étre réalisées avec divers solvants pour isoler et purifier
les composeés actifs responsables de la bioactivité. Ainsi, des techniques de chromatographie sur
colonne peuvent étre utilisées pour I’isolement et la purification des composés bioactifs. Les
instruments développés tels que la chromatographie liquide a haute pression (HPLC) accélérent le
processus de purification de la molécule bioactive. En revanche, différentes variétés de techniques
spectroscopiques telles que I'UV-visible, l'infrarouge (IR), la résonance magnétique nucléaire
(RMN) et la spectroscopie de masse peuvent identifier les composés purifiés (Altemimi et al.,
2017 ; Abubakar et Haque, 2020).

Les propriétés prometteuses d’inhibition du brunissement enzymatique des dattes par les
extraits du Phoenix dactylifera L., variété Ghars, peuvent étre attribuées a un ou plusieurs des
constituants individuels des extraits de différents ses organes (périanthes, pédicelles et des palmes)
et éventuellement a 1’effet synergique de ces constituants. Ceci nous a encouragé a mener une
analyse phytochimique et une identification des constituants chimiques disponibles dans les

différentes parties du palmier dattier d’origine locale (Ghardara- Algérie).
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L'identification structurale des extraitsa été effectuée du premier temps par une séparation par
chromatographie sur colonne. Les fractions obtenues sont analysées qualitativement en utilisant
LC-MS, réalisée dans les laboratoires du Centre de Recherche Scientifique et Technique en
Analyses Physico- Chimiques(CRAPC) d’Ouargla.

Caractérisation d’extrait de périanthes

Les composés phénoliques présents dans les fractions d’extrait de périanthes du palmier
dattier, variété Ghars, ont été provisoirement identifies par analyse UPLC/ESI/MS/MS (Figure 17).

(x1.000,000)

Figure 17: Chromatogramme LC-MS/MS de périanthes du Phoenix dactylifera L.

Les profiles des composés phénoligues individuels obtenus avec des analyses LC-MS/MS

d’extrait de périanthes et 1’évolution de leurs quantités sont présentes au Tableau 13.
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Tableau 13 : Molécules détectées dans les trois fractions d’extrait de périanthes selon les résultats

Molécule

Hydroxyquinoléine
Thymol
Acide 2-méthoxybenzoique
Acide 4-mythoxybenzoique
Acide coumarique
Acide kojique
Acide férulique
Naringénine
Béta-carotene
Kaempférol
Quercétine
Valinine
Chrysine
Meérycétine
Acide folique
Rutine
4-Hydroxy coumarine
Acide 3,5-
dihydroxybenzoique
Acide caféique
Acide cis-p.coumarique
Acide salicylique
Acide gallique
Lutéoline
Hespérétine
Acide chlorogénique

Rt
(Min)
1.015
0.754
0.756
0.756
0.755
0.948

12.551

10.889
12.629
11.989
12.321
8.483
13.909
17.043
17.62
18.678
0.746

4.395

6.104
7.071
7.781
11.114
11.026
12.124
15.549

de LC/MS-MS

Formule
Moléculaire

CygH7NO
C10H140
CsHsO3
CsHsO3
CyHsO3
CeHs04
C10H1004
C15H1205
CaoHse
C15H1006
C15H1007
C8HB803
C15H1004
C15H100s
C19H19N706
C27H30016
C27H30016

C7HeO4

CyHsO4
CyHsOs3
C7Hs03
C4H404
C15H1006
C16H1406
C16H1809

Aire
fraction 1
0
81601
1378062
1607018
8356902
0
482773
163502
0
928178
262357
474563
5462
4422975
310946
1512772
12746

41027

33665
57294
266265
307022
15412
56097
1055594

Aire
fraction 2
0
4080
275536
665104
22503
68686
282699
0
17430
201716
449005
0
20697
11777839
470916
1076556
25392

17061

12637
17981
150494
213530
11811
55978
2928578

Aire
fraction 3
12535
39659
565546
579159
3378916
0
421928
173218
0
892349
361577
612252
21318
14854379
221500
370381
1197

21977

56979
34692
223552
290025
4015
53285
4276278

D’aprés le Tableau 13, de nombreux composés phénoliques ont été identifiés dans les

chromatogrammes par LC-MS/MS.On peut voir que les principaux composés phénoliques trouvés
dans le périanthe du Phoenix dactylifera L. sont I’acide coumarique, 1’acide 4-mythoxybenzoique,

I’acide  férulique, naringénine, kaempférol, quercétine, valinine, Meérycétine, 1’acide

folique,rutine,l’acide gallique et I’acide chlorogénique. Néanmoins, 1’acide Syringique, la catéchine

hydratée et I’acide sinapique ne sont pas détectés dans I’extrait de périanthe.
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Caractérisation d’extrait de pédicelles

L’analyse qualitative des constituants présents dans les fractions d’extrait de pédicelles du
palmier dattier, variété Ghars, a été performé en utilisant UPLC/ESI/MS/MS (Figure 18).

(x10,000,000
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Figure 18 : Chromatogramme LC-MS/MS de pédicelles du Phoenix dactylifera L.

Les profiles des composés phénoliques individuels obtenus avec des analyses LC-MS/MS

d’extrait de pédicelles et 1’évolution de leurs quantités sont présentés au Tableau 14.
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Tableau 14 : Molécules déetectées dans les trois fractions d’extrait de pédicelles selon les résultats

Molécule

Hydroxyquinoléine
Thymol

Acide 2-meéethoxybenzoique
Acide 4-mythoxybenzoique

Acide coumarique
Acide kojique
Acide férulique
Naringénine
Béta-carotene
Kaempférol
Quercétine
Valinine
Chrysine
Meérycétine
Acide folique
Rutine
Acide sinapique
4-Hydroxy coumarine
Acide 3,5-
dihydroxybenzoique
Acide caféique
Acide cis-p.coumarique
Acide Syringique
Acide salicylique
Acide gallique
Lutéoline
Hespérétine
Acide chlorogénique

Rt
(Min)
0.996
0.746
0.747
0.746
0.746
1.029
9.627
8.804
11.116
12.082
12.518

8.51
13.968
16.929
17.427
18.497

0
0.749

4.6

8.134
9.247
8.47
9.558
11.824
12.431
12.445
15.481

de LC/MS-MS.

Formule

Moléculaire

CoH7NO
C10H140
CsHsO3
CsHsO3
CyHsO3
CeHs04
C10H1004
C15H1205
CaoHse
C15H1006
C15H1007
C8HB803
C15H1004
C15H100s
C19H19N706
C27H30016
C11H1205
C27H30016

C7He0O4

CyHsO4
CoHs03
CoH1005
C7H60s3
C4H404
C15H1006
C16H1406
C16H1809

Aire
fraction 1
0
36663
1171494
865637
4502713
166486
3901475
180698
23513
859078
145457
6.03E+08
11766
5428135
311372
289160
0
14929

75338

63472
526664
2923
392107
305488
34240
39808
994916

Aire
fraction 2
18529
142611
2889614
3495365
18281033
326762
1949933
159632
41923
971817
112345
25356146
7432
7380619
373057
2395381
0
23057

243456

367046
321447
5484
231932
213878
22190
50072
1557833

Aire
fraction 3
0
181804
3372377
4277749
22006413
452081
1230813
136549
0
934961
81914
3122417
9027
3934575
390223
253197
36444
26997

396950

244815
262453
9158
289577
213662
98676
46812
865349

D’aprés le Tableau 14, de nombreux composés phenoliques ont été identifies dans les

chromatogrammes par LC-MS/MS. On peut voir que les principaux composés phénoliques trouves

dans le pédicelle du Phoenix dactylifera L. sont I’acide coumarique, 1’acide férulique, 1’acide

kojique, 1’acide 4-mythoxybenzoique, 1’acide férulique, kaempférol, quercétine, merycetine, 1’acide

folique, rutine, acide 3,5-dihydroxybenzoique, 1’acide caféique, 1’acide salicylique, I’acide gallique

et ’acide chlorogénique. L’extrait de pédicelles est caractéris¢ par la présence d’une grande
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quantité de naringenine et valinine ; aussi la présence d’acide syringique qu’il n’est pas détecté dans
I’extrait de périanthes du palmier dattier. Généralement, les profils phénoliques des différents
organesdu palmier dattier (périanthes et pédicelles) n’ont pas été rapportés auparavant. Il existe trés
peu d’information dans la littérature concernant le profil phénolique des palmes du palmier dattier.
Bien qu’il existe plusieurs rapports sur le profil phénolique HPLC des dattes (John et Shahidi,
2019).

De plus, les profils phénoliques présentés dans les chromatogrammes par LC-MS/MS de
périanthes et pédicelles ont montré une superficie tres importante pour I’acide coumarique, I’acide
2-mythoxybenzoique, 1’acide 4-mythoxybenzoique, la valinine, le mérycétine, la rutine et 1’acide
chlorogénique par rapport les autres composeés identifiés. La comparion des surfaces de différents
composés identifiés permet de remarquer ainsi la présence d’acide coumarique et de mérycétine en
une grande quantité dans 1’extrait de périanthes ; ce qui peut étre jugé sa capacité importante de
ralentir le brunissement enzymatique par I’inhibition de la peroxydase. Ainsi, les deux composes
sont presentés des grandes surfaces dans les chromatogrammes d’extrait de pédicelles. Ce dernier
est caractérisé ainsi par la présence de vaniline en une grande quantité par rapport 1’extrait de

périanthes qui montre une pauvreté pour ce COmpose.

La catéchine, 1’épicatéchine et I’acide chlorogénique ont été signalé comme des substrats a
hautes efficacité pour le PPO végétal. Dans de nombreux cas, ’enzyme a montré une plus grande
affinité envers ces composés. Les chercheurs ont provoqué un brunissement in vitro en exposant
individuellement les principaux composés phénoliques des fruits au PPO et ils ont découvert que les
catéchines monomeres (catéchine et épicatéchine) et les procyanidine dimeres (procyanidine B)
provoquent un brunissement plus intense par rapport autres composés phénoliques du raisin. De
plus, I’épicatéchine s’est avérée étre le substrat endogene optimal du litchi et de la pomme PPO. De
méme, I’acide chlorogénique s’est avéré étre le principal responsable du brunissement de la pomme
de terre, et il a également été signalé comme un substrat clé dans les pommes (Derardja et al.,
2022). Alors, I’absence de la catéchine et 1’épicatéchine dans la composition phénolique des extraits
des périanthes et des pédicelles,qui sont des substrats a hautes efficacité pour le PPO végétal, peut

étre expliquée le pouvoir inhibiteur puissant de ces extraits.

John et Shahidi, (2019) ont étudié les composés phénoliques dans les palmes et ont détecté
de I’acidep-hydroxybenzoique, 1’épicatéchine, 1’acide p-coumarique, la quercétine-3-galactoside,
I’acide férulique, la rutine, I’hétéroside d’isorhamnétine, 1’isorhamnétine-3-rhamnoglucoside. Tous
ces composés ont été également trouvés par Ziouti et al., (1996). Ces chercheurs ont notés que les

80



_ Résultats et discussion

flavonoides se sont avérés étre les principaux composés phénoliques dans les palmes
principalement d’hétérosides de flavonol. Ainsi, les flavan-3-ols faisaient partie de la composition

phénolique des feuilles, les principaux étant la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine.

Subséquemment, Benouamane et al., (2022) ont été caractérisés les palmes du palmier
dattier par HPLC-MS. lls ont identifiés un total de 21 composes phénoliques. Ces composés sont
des acides phénoliques (tels que les acides coumariques et caféiques), des flavonols et les
flavonones (comme la lutéoline et la rutine) et les flavan-3-ols (comme la catéchine et

I’épicatéchine).

Egalement, I’isolement de six constituants des palmes du Phoenix dactylifera L. d’origine
Saoudienne a été réalisé en succes dans 1’étude de Suleiman et al., (2021). Ainsi, ’analyses
phytochimiques approfondies menées sur les extraits des palmes ont conduit a I’isolement de trois
composés : triterpéne (acide oléanolique), phénoliques (alcool vanillylique) et stérol-glycoside (j-

Sitostérol-3-O-B-d-Glucoside) pour la premiere fois.

Plusieurs études se sont concentrées sur les extraits de plantes en tant que sources de
composés inhibiteurs dans la réaction de la polyphénol oxydase. Dans la littérature, les composés
dérivés des acides cinnamique et benzoique sont les inhibiteurs compétitifs les plus couramment
trouvés pour la PPO dans les cerises, les pommes, les poires, les péches et les pommes de terre. En
revanche, certains flavonols pourraient étre des inhibiteurs phénoliques. lls ont trouvé que la
quercétine était la plus inhibante, suivie de la myricétine et du kaempférol. Encore, les acides
phénoliques (acide p-coumarique, acide férulique, acide benzoique et acide cinnamique) sont les
composés qui se sont révélés agir comme inhibiteurs de la PPO. Par conséquent, I'acide gallique
(acide phénolique), la myricétine (flavonoide) et les 3-flavanols détectés dans l'extrait de thé vert
pourraient probablement étre responsables de I'inhibition de la PPO observée lorsque I'extrait de thé

vert était appliqué sur des pommes de terre fraichement coupées (Bobo et al., 2022).

Drailleurs, les extraits des périanthes et de pédicelles du Phoenix dactylifera L. sont
caractérises par la présence de quercétine, de myricétine, du kaempférol, d’acide p-coumarique,
d’acide férulique et d'acide gallique cela peut indiquer que I’effet inhibiteur puissant de nos extraits
contre I’activité enzymatique de POD a été attribués aux ces composés. Généralement, la quercétine
est I'un des flavonoides les plus abondants trouvés dans ces extraits. Ce composé montre la capacité

d'inhibition de la PPO via de multiples mécanismes : en éliminant les radicaux du peroxyde
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d'hydrogene (Benkeblia, 2005) et en chélatant le cuivre sur le site actif de I'enzyme (Vhangani et
Van Wyk, 2021).

En outre, le travailde Sroka et al., (2017) a permis d’étudier I’effet de certains flavonoides
sur les processus d’oxydation catalysés par les oxydoréductases telles que la lipoxygénase et la
peroxydase. Le plus puissant inhibiteur de la lipoxygénase était le kempferal. Par contre, la
peroxydase était plus fortement inhibée par la quercétine et la lutéoline.

Dias et ses collegues ont étudié les activités d’inhibition de la PPO et de la POD d’extraits
méthanoliques dérivés de feuilles et de branches de fraisier. Les auteurs ont noté que les feuilles et
les branches de fraisier ont montré un effet significatif sur la réduction de I’activité PPO et POD. En
effet, 37 composés phénoliques des branches de fraisier ont été identifiés, ces composés bioactifs
contiennent le groupe hydroxyle dans la structure des composés phénoliques, de sorte qu’ils
interagissent en formant une liaison hydrogéne au site actif des enzymes et réduisent ainsi 1’activité
enzymatique (PPO et POD). En dehors de cela, I’extrait de feuilles et de branches de fraisier ayant
une activité de piégeage des radicaux libres (donneurs d’électrons ou d’hydrogene) pourrait
contribuer a ’activité anti-brunissement. Par exemple, les composés phénoliques trouvés dans les
feuilles etles branches de fraisier étaient 1’acide gallique, le type procyanidine B, la catéchine,
I’épicatéchine et les flavonols. Ces composés phénoliques se sont révélés étre des inhibiteurs
efficaces de la PPO et de la POD (Dias et al., 2020).

Les plus grandes propriétés potentielles anti-brunissements et antioxydantes du jus de raisin
ont été attribuées a la présence de composés phénoliques (catéchines, acides chlorogénique,
épicatéchine, procyanidine B1 et B2) et d’acides organiques (acide ascorbique, acide citrique et
acide malique), qui ont été identifiés par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
(Hamdan et al., 2022).

Récemment, il y a eu un intérét accru pour la préparation d’écorce de racine et murier et
d’extraits de brindilles entant qu’agents anti-brunissement naturels dans les systémes alimentaires.
Il existe une grande quantité de composés phénoliques. Selon I’analyse de caractérisation des
composés responsables des propriétés anti-brunissements via 1’investigation chromatographique,
une grande quantité de composés phénoliques et de ses dérivés, a savoir la morine, la rutine, le
resvératrol, la maclurine et la flavone ont été identifiés, ce qui a montré I’inhibition naturelle de la

tyrosinse et effets antioxydants (Hamdan et al., 2022).
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De plus, I’analyse phytochimique sur les pelures de mangues a clarifié la présence de
plusieurs composés bioactifs tels que les flavonoides. Ainsi, il est évident que les extraits de peau
de mangue ont le potentiel s’étre utilisés dans des agents anti-brunissements naturels. Les composés
isolés des extraits de peau de mangue, y compris la magniférine, 1’acide gallique et le
protocatéchique, ont démontré la puissance inhibition de la PPO avec une ICso de 0,3 mg/mL
(Hamdan et al., 2022).

Le traitement par 1’acide férulique a été efficace en réduisant 1’activité enzymatique de PPO.
En effet, I’effet anti-brunissement de 1’acide férulique est du au groupe hydroxyle en tant que
donneur d’électrons a la quinone intermédiaire et a la réticulation de 1’enzyme avec une liaison
hydrogeéne faible. L’acide férulique pourrait inhiber I’activit¢ de la PPO entant qu’inhibiteur
compétitif. En fait, les acides carboxyliques aromatiques, des acides cinnamiques et analogues,
comme les acides p-coumarique, férulique et sinapique, représentant des inhibiteurs compétitifs de
la PPO en raison de leur structure similaire aux substrats phénoliques (Barbagallo et al., 2012).
Dans le cas du son de blé, sa composition est riche en acide férulique et p-coumarique. Ces
composes ont montré une certaine efficacité dans 1’inhibition spécifique de la PPO (Sukhonthara,
Kaewka et al., 2016).

En revanche, I’analyse par LC-MS des organes du palmier dattier a révélé la présence d’acide
p-hydroxybenzoique qu’était le principal composé phénolique lié aux parois des cellules. Ainsi, la
présence d’acide caféique qui est connu pour étre toxique pour les microorganismes et pourrait étre
impliqué dans les mécanismes de défenses des plantes (John et Shahidi, 2019). Egalement,
’analyse de composés phénoliques de nos extraits a permis de noter la présence 1’acide salicylique
qui joue un role important dans les réponses de défenses des plantes face aux attaques d’agents
pathogeénes. De plus, 1’'un des mécanismes d’action d’acide salicylique est 1’inhibition de la catalase

et I’ascorbate peroxydase (Durner et Klessig, 1995).
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11.7. Etude statistique

11.7.1. Corrélation entre les teneures en phénols totaux et les déférentes activités

De nombreuses études suggerent que les polyphénols sont les principaux composes
responsables des activités antioxydantes et anti-brunissement enzymatique. Afin d’évaluer la
présence de relations entre la teneur phénolique et les activités antioxydantes et anti-brunissement
enzymatique, nous avons utilisé le coefficient de corrélation de Pearson (r)entre les différentes
activités et la teneur en composés phénoliques. En effet, le coefficient de Pearson est un indice
reflétant une relation linéaire et il varie entre -1 et +1. Autant, une valeur du coefficient de Pearson
absolue de 1 indique une relation linéaire parfaite, tandis que, une corrélation proche de 0 indique
I'absence de relation linéaire entre les variables. Néanmoins, le signe du coefficient indique la
direction de la relation. Souvent, une valeur négative (corrélation négative) signifiant que lorsqu'une
des variables augmente, I'autre diminue ; tandis qu'une valeur positive (corrélation positive) indique

que les deux variables varient ensemble dans le méme sens.

Tableau 15: Valeurs de coefficient de corrélation de Pearson entre les activités

antioxydantes, les activités anti-brunissement et teneurs en phénols totaux et des flavonoides.

Variables PPT Flav DPPH  ABTS FRAP POD  PPO
PPT 1

Flav 0,828 1

DPPH -0,382 -0,156 1

ABTS 10,240 -0,305 -0,153 1

FRAP 0,004 -0,154 0,085  -0,092 1

POD 0.269 0,195 0,176 0,194  -0,208 1

PPO 10,268 0,222 0,799 0,144 0,105 -0,171 1

Les coefficients de corrélation de Pearson ont été déterminés pour la teneur phénolique totale
et flavonoides, de l'activité antioxydante et anti-brunissement enzymatique des 15 extraits du

palmier dattier. Le Tableau 15 révéle des paramétres significativement et fortement corrélées les
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uns aux autres, tandis que les autres corrélations significatives étaient faibles, négatives ou
incohérentes, ou bien n'étaient pas significatives, ce qui suggére I'absence de modele d'association

entre les parametres testés et les méthodes d'analyse.

Il ressort clairement de cette étude que les teneurs en phénols totaux des 15 extraits sont bien
corrélées avec ses contenus en flavonoides. En effet, une corrélation positive tressignificative a été
observée entre la teneur total en phénols et le contenu des flavonoides avec un coefficient de
corrélation de Pearson r = 0,828 (p = 0,0001). Ce qu’il peut étre déduit que la quantité des
flavonoides varie relativement avec le contenu en phénols totaux pour tous les extraits. Aussi, cette
corrélation a montré l'existence d'une méme classe de flavonoides dans ces extraits qui varie de
maniére semblable avec la quantité des phénols totaux. D’ailleurs, toutes les variétés ont montré une
corrélation positive non significativeentre la teneur total en phénols et en flavonoides sauf la variété
Tadala qui a présenté une corrélation hautement significative (r = 0,999) lorsque la corrélation a été
effectuée séparément au sein des parametres de qualité de chague cultivar (Annexes 05). En
revanche, la partie de périanthe du palmier dattier a signalé une corrélation positive tressignificative
par rapport les autres partie étudiées lors 1’étude des corrélations au sein des organes(r = 0,920). Ces
résultats sont en accord avec ceux trouvés par Rathore et Goyal (2016) qui ont également observé

de fort coefficient de corrélation (0,981) entre le contenu phénolique et la teneur en flavonoides.

Les molécules phénoliques et flavonoides sont des composants antioxydants importants qui
sont responsables de la désactivation des radicaux libres en fonction de leur capacité a donner des
atomes d'hydrogene aux radicaux libres. Ils possédent également des caractéristiques structurelles
idéales pour éliminer les radicaux libres. Différents rapports de la littérature indiquent une
corrélation linéaire entre la teneur totale en phénols et en flavonoides et la capacité antioxydante
(Aryal et al., 2019). Néanmoins, les trois tests d’activité antioxydante et le contenu en composés
phénoliques sont faiblement corrélés : test de DPPH (r = - 0,382), test d’ABTS (r = -0,240) et test
de FRAP (r = 0,004). Méme observation a été constaté entre le pouvoir antioxydant et le contenu
des extraits en flavonoides dont les coefficients de corrélation estimés sont : test de DPPH (r = -
0,156), test d’ABTS (r = - 0,305) et test de FRAP (r = - 0,154). Ces résultats indiquent que le
contenu phénoligue de chaque extrait n'était pas directement lié aux activités antioxydantes, mais il

existe d’autres composés susceptibles d'étre plus actif que les composés phénoliques.
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De méme, des faibles coefficients de corrélation ont été observés pour DPPH et ABTS, DPPH
et FRAP ainsi entre ABTS et FRAP. Ce qui suggére l'absence de modéle d'association entre la
capacité antioxydante des molécules des extraits ou de piégeage des radicaux et leurs activités
réductrices. Par contre, des fortes corrélations linéaires entre DPPH, ABTS et FRAP ont été
rapportées dans des études antérieures pour différentes plantes (Wootton-Beard et al., 2011 ;
Zhang et al., 2011 ; Rumpf et al., 2023).

En revanche, les valeurs obtenue de coefficient de Pearson montrent également une forte
corrélation linéaire (r = - 0,818) pour les extraits de pédicelles des cing variétés étudiées obtenus
entre le test de DPPH et le contenu phénolique ; ainsi une corrélation hautement significative entre
ce test et les flavonoides de méme organe(r = - 0,961) a été observée (Annexe 05). Ces résultats
suggerent que plus de 80% des agents anti-radicalaires de ces extraits sont des composés
phénoliques et spécifiquement des flavonoides. Ainsi, ces résultats montrent qu’il y a une influence
de la concentration en phénols totaux et en flavonoides des pédicelles sur I’activitéanti-radicalaire.
De sorte que les extraits qui renferment des teneurs en phénols totaux et flavonoides élevées
présentent des pouvoirs anti-radicalaires les plus fortes. Toutefois, Sultana et collaborateurs
(2014) ont montre que les composés phénoliques des extraits de chair de datte sont contributeurs
majeurs aux activités antioxydantes des extraits (r = 0,919). De méme, Rathore et Goyal (2016)
ont signalé qu'il y avait une corrélation élevée entre le contenu phénolique et le DPPHe avec un

coefficient de r = 0,937 pour les dattes de deux variétés Khuneizi et Zahidi cultivées au Bikaner.

De plus, une forte corrélation positive entre le contenu phénolique des extraits de la variété
Tezerzait et le piégeage du radical ABTS™ (r = 0,999) a été remarquée. Cette corrélation pourra étre
interprété par le fait que ces extraits renferment des composés phénoliques présentant le méme effet
soit donneur d’un électron ou d’hydrogéne pour apparier I'électron célibataire d'ABTS™. Egalement,
la variété Bent keballah a déduit un coefficientde Pearson trés élevé et tres significatif avec son
contenu en flavonoides (r = - 0,999). Ces résultats indiquent la contribution des teneurs en phénols
totaux et en flavonoides comme des bons antioxydants pour balayer le radical d'ABTS™". Aussi, ces
résultats sont conformes a ce que plusieurs auteurs ont affirmé dans la littérature, a savoir que
I’activité antioxydante potentielle d’un extrait dépend de sa concentration en composés phénoliques
(Katsube et al., 2004 ; Kalia et al., 2008 ; Stagos et al., 2012 ; Amri et al., 2015 ; Guettaf et al.,
2016). On remarque ainsi que I’augmentation des taux en flavonoides de la variété Bent keballah
soit inversement proportionnelle aux valeurs d’ECso. Cela, implique qu’il y a une influence de la

teneur sur ’activité antioxydante de telle sorte que 1’activité antioxydante est augmentée avec la
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diminution de la concentration de ces molécules. Tandis que, les effets synergiques entre les
différents composants antioxydants doivent également étre pris en considération car ils contribuent

souvent fortement a l'activité antioxydante totale (Dias et al., 2020).

D’autre part, un coefficient de corrélation négatif observé entre le test de FRAP et le contenu
en flavonoides de la variété Ghars (r = - 0,999), indique un réle important de la composition
phénolique des extraits dans I’activité antioxydante. Aussi, une relation positive significative a eté
observée entre l'activité FRAP et la teneur phénolique totaleet le contenu en flavonoidespour
I’organe de périanthe du Phoenix dactylifera L. de cing variétés (r = 0,906 et r = 0,901
respectivement). Cela signifie que 90 % de I’activité réductrice sont liées aux composés

phénoliques.

D’un outre coté, des faibles corrélations ont été noté entre les effets anti-brunissement
enzymatique et le contenu phénoligue dont les coefficients de corrélation estimés sont de (r =0,269)
et (r = - 0,268) pour I’inhibition de la peroxydase et de lapolyphénol oxydase respectivement. Ainsi,
des faibles coefficients de corrélation ont été noté entre 1’effet inhibiteur des extrait vis-a-vis la
peroxydase et de la polyphénol oxydase et le contenu en flavonoides (r = 0,195 et r = - 0,222
respectivement). Ces résultats indiquent que le contenu phénolique de chaque extrait n'était pas
directement li¢ aux activités inhibitrices, mais il existe d’autres composés susceptibles d'étre plus
actif que les composés phénoliques. De plus, les valeurs obtenue de coefficient de Pearson montrent
également une forte corrélation linéaire et trés significative (r = 0,799, p = 0,0001) pour tous les
extraits obtenus entre le test de DPPH et I'activité inhibitrice de PPO. Ce résultat suggere que 79%
de la capacité d’inhibition de nos extraits est directement proportionnelle a la contribution de leurs

activités anti-radicalaire.

Toutefois, les extraits de la variété Tezerzait ont noté une corrélation hautement significative
et positive entre le contenu en flavonoides et I’activité inhibitrice de POD (r = 0,999). D’autre part,
les bons coefficients de corrélation observés entre les tests de DPPH et I’inhibition de la POD des
extraits des variétés Ghars et Bent Keballah (r = 0,998 et r = - 0,999), indique un rdle important du

mécanisme piégeur de radicaux dans I’activité anti-brunissement enzymatique.
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11.7.2. Analyse en composantes principales

Pour tenter de mieux identifier les principaux facteurs contribuant a la variation des valeurs de
la capacité antioxydante et 1’activité anti-brunissement selon les échantillons et les méthodes
utilisées, nous avons effectué une analyse en composantes principales (ACP). Cette analyse est
effectuée pour fournir une présentation visuelle de toute association et mettre en évidence les
parameétres analysés avec une variabilité maximale a partir la matrice de données composée de 15
échantillons x 7 méthodes. Ainsi, I’ACP a été réalisée pour identifier le lien entre les différentes
variables a savoir DPPH,ABTS, FRAP, anti-POD et anti-PPO et pour démontrer comment le
contenu phénolique total contribuent a la capacité en antioxydants ou anti-brunissement du Phoenix
dactylifera L.. 1l estégalement utile pour comprendre la distribution des composés. Les résultats du

plan factoriel de I'ACP sont représentés dans la Figure 19.
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Figure 19: Distribution des échantillons testés dans le plan factoriel ACP.

La répartition des extraits de cing variétés étudiées en fonction de leur capacité antioxydante
(tests DPPH, ABTS et FRAP) et leur activité anti-brunissement enzymatique pour les deux
enzymes PPO et POD montre qu'il y avait deux composantes principales expriment une variance
totale de 58,77 %. La premiére composante principale (F1), a une influence dominante, avec une

expression de 35,36% de la variation totale. Tandis que, le deuxiéme axe F2 expliquaitavec une
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variabilité de 23,41 %. La concentration en composés phénoliques et en flavonoides étaient les
principaux contributeurs au F1 (28,87% et 23,23% respectivement) ; tandis que le test DPPH, le test
d’ABTS et le test d’inibition de polyphénoloxydase étaient les principaux contributeurs au F2
(23,75%, 26,06% et 23,99% respectivement). Les variables Flav, DPPH et anti-PPO sont partagéees
identiqguement entre les deux axes et contribuent sur I’axe 2 a définir un gradient négatif. Toutefois,

aucune contribution a été notée par la teneur en phénol totaux sur I’axe F2 (Tableau 16).

Tableau 16 : Contributions des variables (%).

F1 F2
PPT 28.8751 5.5554
Flav 23.2387 13.1950
DPPH 19.4731 23.7598
ABTS 1.8401 26.0685
FRAP 0.0606 4.5700
POD 8.1970 2.8613
PPO 18.3155 23.9901

Aussi, les tests DPPH et anti-PPO pointent dans la méme direction, ce qui peut s'expliquer par
le fait que la capacité d’inhibition d’extraits de périanthe de la variété Tadala est directement
proportionnelle a la contribution de leur activité anti-radicalaire. Cette disposition concorde avec la
matrice des coefficients de corrélation (Tableau 15) dont une corrélation trés significative a été
noté entreles tests DPPH et anti-PPO (r = 0,799, p = 0,0001). De ce fait, 79 % des agents anti-

radicalaires contre le DPPH de cet extraitest également de bon agent inhibiteur de PPO.

D’autre part, la corrélation hautement positive entre la teneur phénolique totale, le contenu
flavonoidique et le test anti-POD suggere que les composés phénoliques contribuent de maniére
significative aux activités anti-brunissement enzymatiquedes extraits des palmes des variétés Ghars,
Deglet Nour, Tezerzait et Bent Keballah. Ainsi que ces extraits étaient riches en composés
phénoliques et des flavonoides (Tableau7) qu’ils ont étroitement associés a leurs capacités
inhibitrices deperoxydase. Par ailleurs, I’extrait des palmes de Ghars était étroitement associé a la
teneur enflavonoides qu’ils ont bien connu par ses propriétés antioxydantes, ce qui justifie leur

meilleur potentiel antioxydant et anti-brunissement enzymatique par rapportles autres extraits.
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De plus, les extraits de pédicelles des variétés Ghars, Deglet Nour, Bent Keballah, Tadala et
les extraits des périanthes Ghars et Deglet Nour encore I’extrait de palmes de la variété Tezerzait
sont intimement liés au test d’ABTS et le pouvoir réducteur ferrique. Ce résultat est certainement
justifié par une trés forte corrélation linéaire positive (r = 0,906) entre le contenu phénolique des
extraits de périanthes et leurs capacité de réduction ferriqgue (Annexe 5). Plusieurs études ont
montré que les composés phénoliques sont des constituants antioxydants majeurs dans certaines
plantes et qu'il existe des relations directes entre leur activité antioxydante et la teneur totale en

composés phenoliques.

Tandis que, les extraits des pédicelles et périanthes des variétés Tezerzait etl’extrait de
périanthesde Bent Keballah n'étaient pas significativement associées a aucune des variables
antioxydantes ou anti-brunissements. Cela indique que la teneur phénolique n'est pas le seul
important facteur de la capacité antioxydante etd’inhibition du brunissement enzymatique, mais

aussi la présence des autres composés bioactifs ayant ces propriétés.

Enfin, les résultats de I'ACP permettent de démontrer que la mesure de la capacité
antioxydante et inhibition du brunissement enzymatique de nos extraits dépend de plusieurs
facteurs, dont bien entendu la concentration en composés phénoliques.Ainsi qu'a leur nature

diversifiée, avec des propriétés hydrophile ou hydrophobe, et de leur mécanisme d'action.
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Le contréle du brunissement enzymatique était essentiel pour maintenir la qualité des aliments
et satisfaire les besoins des consommateurs. De nombreuses etudes ont rapporté I'utilité d'extraits de
plantes comme additifs anti-brunissement et antioxydants pour les aliments. Dans cette perspective,
la présente étude a été congue pour évaluer les extraits naturels les plus prometteurs pour 1’activité
antioxydante et anti-brunissement des sous-produits du Phoenix dactylifera L. (pédicelle, périanthe
et palmes), de cinq variétés (Ghars, Deglet Nour, Tadala, Bent Keballah et Tezerzait) de la région
de Metlili-Ghardaia; comme une essaye pour aider a atténuer certains des probléemes de
brunissement enzymatique des dattes. De ce raison, cette étude est axéedu premier temps sur le
criblage phytochimique et le dosage des phénols totaux et des flavonoides des différents
extraitsissus des cinq variétés choisies. Tandis que, le deuxiéme volet a visé pour 1’étude des
propriétés antioxydantes et anti-brunissements enzymatiques des extraits, puis une tentative de
caractérisation des principaux molécules bioactives du Phoenix dactylifera L.. En effet, les résultats

obtenus lors de la réalisation de cette thése nous améne a avancer les conclusions suivantes :

» L’extraction par macération a froid des différents organes du palmier dattier dans un solvant
hydro-alcoolique (méthanol/eau) a dévoilé une rentabilité importante qui varie de 10 a 40,89 %.
La variété Tezerzait a présenté le meilleur rendement d’extraction ainsi le plus faible par les

extraits de périanthes et de palmes respectivement ;

» Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence que nos extraits sont riches
en tanins, coumarines, composés réducteurs, quinones et flavonoides. Cependant, la recherche

sur les alcaloides, les terpenoides, les stéroides et les saponines a donné des résultats négatifs ;

» Le dosage des composés phénolique montre que I’extrait de palmes de la variété Ghars
présente la teneur la plus élevé par rapport aux autres extraits (48,98+0,155 mg EAG/g Ms).
Tandis que, la teneur la plus faible a été enregistrée pour I'extrait de périanthes de la variété
Tadala avec une teneur de 10,65+0,007 mg EAG/g Ms ;

» En ce qui concerne les flavonoides, les teneurs acquises pour les différents extraits étudiés
comprissent entre 1,75+0,003 et 15,07+0,013 mg ER/g MS. Toutefois, 1’extrait de palmes de la
variété Ghars a montré son richesse en flavonoides. Ainsi, une corrélation positive tres
significative a été observée entre la teneur total en phénols et le contenu des flavonoides avec un

coefficient de corrélation de Pearson r = 0,828 ;

91



» Tous les extraits ont révelé des réponses inhibitrices a différents niveaux a piéger les radicaux
DPPHe- et ABTSe+ ; ainsi a réduire le fer ferrique ;

» L’extrait de périanthes de la variété Tezerzait a donné un fort pouvoir piégeur des radicaux

DPPHe, il s’est avéré plus active que les antioxydants de référence ;

» Les extraits de périanthes et de palmes de la variété Bent Keballah ont présenté de fortes
activités antioxydantes en comparaison avec tous les extraits bruts. Ces extraits ont montré
également un fort pouvoir réducteur du fer ferrique et une meilleure capacité antioxydante vis-

vis le radical ABTSe«+ par rapport a les antioxydants de référence utilisés ;

» L’extrait des palmes de la variété Gharsa exhibé la meilleure activité antibrunissement (anti-
POD) comparativement a tous les autres extraits (84,87 %); tant que aucune efficacité inhibitrice

de PPO a montré par tous les extrais, a 1I’exception I’extrait des périanthes de la variété Tadala ;

» De nombreux composés phénoliques ont été identifiés dans les chromatogrammes par LC-
MS/MS des sous produits du Phoenix dactylifera L. a savoir 1’acide coumarique, 1’acide 4-

mythoxybenzoique, quercétine, merycetine, rutine,l’acide caféique et I’acide chlorogénique.

De cette étude, il semblerait que les différents organes du Phoenix dactylifera L., constituent
une bonne source de biomolécules particulierement les composés phénoliques a valoriser en
application agroalimentaire ou en industrie pharmaceutique pour leurs effets antioxydantset anti-
brunissement enzymatique principalement lors de la conservation et/ou lors des processus

biotechnologiques de transformation des dattes.

Ces résultats restent préliminaires, ce qui nécessite d’autres études approfondies pour mieux
se concentrer sur les effets révélés. Des études a 1’échelle moléculaire seront nécessaires pour
déterminer d’une part les composés actifs des sous produits du palmier dattier qui peuvent étre
responsables de tels effets et d’autre part pour étudier les activités antioxydantes in vivo des
principes actifs afin de déterminer leurs doses préventives et thérapeutiques.Ainsi, d’élargir le panel
des activités biologiques comme anti-tumorale, anti-cancéreux, anti-inflammatoire, anti-diabétique,

anti-coagulant et autres.
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Egalement, cette étude a ouvert des nouvelles perspectives sur 1’utilisation des inhibiteurs
naturels pour remplacer les agents contenant du sulfite qui pourraient nuire a la santé humaine.
Ainsi, D’extraction et 1’étude de PPO et POD issues des autres variétés Algérienne du Phoenix
dactylifera L. ou autres matieres végétales locales riches en ces enzymes ont éte requis. De plus, la
caractérisation in silico de ces enzymes des dattes. A la fin, la prévention de la réaction du
brunissement constitue I’un des principaux défis pour les scientifiques traitant la conservation des
produits alimentaires, donc la découverte des inhibiteurs puissants permet d’inactiver et/ou du

ralentir de cette réaction est tres importante.
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Annexes



ﬂnnexe] . Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% du DPPH en
fonction de la concentration des extraits étudiés et des antioxydants standards.
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}lnnexe 2 ! Valeurs de FEAC des extraits étudiés et des standards.

Pedicelle 1,196+0,064 2b¢

Ghars Périanthe 1,168 +0,072 <
Palme 0,666 +0,0262

Pédicelle 1,275 +0.149°¢

Deglet Nour Périanthe 1,443 0.036 "¢
Palme 1,126+0.057%0°

Pédicelle 1,487 +0.244 "¢

Tadala Périanthe 1,161 +0.14823b¢
Palme 1,354 +0.109 ¢

Pédicelle 1,055 +0.1292b
Bent Keballah Périanthe 2,875 +0.001¢
Palme 1,651 +0.335°

Pédicelle 1,204 +0.2612b¢

Tezerzait Périanthe 1,252 +0.214°¢
Palme 1,240 +0.089"¢

Standard Trolox 0,703 £ 0,167%
Acide ascorbique 1,630 + 0,230°

Remarque : Les données reflétent les moyennes + SE.a, b, c, d, e, f: montrant des différences significatives entre
les différentes parties a P < 0,05 sur la base d'une ANOVA unidirectionnelle suivie du test HSD de Tukey.
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}lnnw(e 3 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition 1% du radical
ABTS ™ en fonction de la concentration des extraits étudiés et des antioxydants standards.
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Concentration mg/mL
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Concentration mg/mL
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ﬂnnexe 4 a- Graphique de Lineweaver-Burk de I’activité de la POD des extraits enzymatiques
des dattes des différentes variétés du Phoenix dactylifera L..

035 Tadala 0.18 1 Ghars
2 03 - ~ 0.16 -
= a 0.14 -
S 025 - 2
= > 012 -
02 1 R2=0.983 = 01
0.15 - 0.08 -
2 =
o1 | 0.06 - R2=0.992
0.04
0.05
yd 007 -
400 '299(0.05 . 200 400 600 400 200 -0.02 T 200 400 600
-0.1 - 1/[S] (mi/g) -0.04 1/[S] (ml/g)
0.16 1 Deglet Nour = 067
S 014 2 o5 Bent Keballah
o 012 N
0.4 -
§ 0.1 - 3
0.08 - 0.3 -
0.06 - R2=0.997 0.2
d 01 4 R2=0.994
0.02 - . o . . .
- - - 0 - - - -400 -200 200 400 600
-600 /soo/ -200 02 ! 200 400 600 0.1
-0.04 - 0.2 4
006 | Vs (mlig) 03 1[s] (miig)
05 - .
Tezerzait
5 0.4 -
)
> 03
—
0.2 1 R2 = 0.998
0.1 -
-400 -20( T 200 400 600
0.1
1/[S] (ml/g)

121




jlnnexe 4:0- Graphique de Lineweaver-Burk de I’activité de la PPOdes extraits enzymatiques
des dattes des différentes variétés du Phoenix dactylifera L..
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}lnnexe J :Les valeurs de coefficient de corrélation de Pearson entre les activités

antioxydantes, les activités anti-brunissement et teneurs en phénols totaux et des flavonoides selon
les variétés et les organes.

Variables PPT Flav DPPH ABTS FRAP POD  PPO
PPT 1
Flav 0,999 1
DPPH -0,578 -0,566 1
ABTS -0,694 -0,705 -0,184 1
FRAP 0,077 0,062 -0,857 0,663 1
POD -0,047 -0,063 -0,786 0,751 0,992 1
PPO -0,475 -0,461 0,992 -0,302 -0,913 -0,856 1

Variables PPT Flav DPPH ABTS FRAP POD  PPO
PPT 1

Flav 0,937 1

DPPH -0,953 -0,789 1

ABTS -0,942 -0,999 0,979 1

FRAP 0,016 0,362 0,286 -0,349 1

POD -0,955 0,794 -0,999 -0,8021  -0,278 1

PPO - - - - - - 1
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Variables PPT Flav DPPH  ABTS FRAP POD  PPO
PPT 1

Flav 0,947 1

DPPH -0,316 -0,603 1

ABTS 0,999 0,957 -0,348 1

FRAP -0,977 -0,858 0,108 -0,969 1

POD 0,949 0,099 -0,598 0959  -0,861 1

PPO - ; . - - - 1

Variables PPT Flav DPPH ABTS FRAP POD PPO

PPT 1
Flav 0,994 1

DPPH -0,214 -0,108 1

ABTS -0,648 -0,726 -0,604 1

FRAP -0,871 -0,814 0,665 0,192 1

POD - - - - - 1

PPO - - - - - - 1
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Variables PPT Flav DPPH  ABTS FRAP POD  PPO
PPT 1

Flav 0,991 1

DPPH 0,602 0,700 1

ABTS -0,957 -0,986 -0,807 1

FRAP -0,992 -0,999 -0,696 0,985 1

POD 0,552 0,655 0,998 0,768 -0,650 1

PPO - - i - - - 1

Variables PPT Flav DPPH  ABTS FRAP POD  PPO
PPT 1

Flav 0,831 1

DPPH -0,818 -0,961 1

ABTS 0,501 0,721 -0,518 1

FRAP -0,582 -0,195 0,127 -0,071 1

POD -0,188 -0,120 0,116  -0,713 0,186 1

PPO - - . - - - 1
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Variables PPT Flav DPPH ABTS FRAP POD PPO
PPT 1
Flav 0,920 1
DPPH -0,458 -0,551 1
ABTS -0,314 0,072 -0,075 1
FRAP 0,906 0,901 -0,180 -0,062 1
POD -0,111 0,087 -0,201 0,314 -0,188 1
PPO -0,397 -0,648 0,866 -0517  -0,319 -0,216 1

Variables PPT Flav DPPH ABTS FRAP POD PPO
PPT 1
Flav 0,659 1
DPPH -0,047 0,620 1
ABTS -0,727 -0,315 0,521 1
FRAP -0,132 -0,535 -0,880 -0,547 1
POD 0,834 0,436 -0,027 -0,356  -0,353 1
PPO - - - - - - 1
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ﬂnnexe 6 : Courbe d'étalonnage d’albumine bovine
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Figure: Courbe d'étalonnage d’albumine bovine
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