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Introduction

Introduction

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est le plus important arbre fruitier dans le
monde arabe (Ahmed et al., 1995). Il joue alafois un réle économique, atravers laproduction
de dattes, et un réle écologique, en structurant 1’écosystéme oasien (Zaher et Baaziz, 2006).

Le palmier dattier constitue également I’'un des piliers de I’agriculture dans les pays
arabes, en particulier en Algérie, qui occupe la quatrieme place mondiale dans la production de
dattes, avec une production estimée a plus de 1,1 million de tonnes par an, selon les statistiques
de I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO, 2022). Les dattes
représentent un produit stratégique, dont 1’importance dépasse le simple apport nutritionnel
pour englober des dimensions économiques, sociales et culturelles profondes. Toutefois,
I’exploitation industrielle et scientifique de la datte, notamment dans ses stades précoces de
maturation, demeure relativement limitée, 1’attention étant généralement portée sur les dattes
mQres destinées ala consommation directe ou au séchage.

Le fruit du palmier dattier passe par plusieurs stades de maturation : Kimri (immature),
Khala (maturation précoce), Rutab (semi-m0r) et enfin Tamar (mdr). Le stade "Khaa" se
distingue par une richesse notable en composés phénoliques. Plusieurs études ont démontré que
la teneur en polyphénols des dattes précoces est significativement plus élevée que celle des
dattes pleinement mares (Al-Farsi et al., 2005 ; Chaira et al., 2007), ce qui s’explique par la
diminution progressive de 1’activité enzymatique oxydative au cours du mirissement,
entrainant ainsi une réduction du contenu en composés phénoliques.

Selon certaines estimations, une grande partie des dattes précoces est négligée ou
utilisée de maniére non valorisée, notamment comme fourrage animal ou simplement jetée,
représentant ainsi une perte considérable d’une ressource naturelle riche en molécules
bioactives. Les analyses chimiques ont montré que ces dattes contiennent des niveaux éevés
de flavonoides, tanins, acides phénoliques et catéchines, des composés réputés pour leurs
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Habib & Ibrahim, 2009).
Ces caractéristiques leur conferent une importance stratégique croissante dans les industries
modernes, en particulier dans les domaines pharmaceutique et cosmétique.

Dans un contexte mondial marqué par une demande accrue en produits naturels et
durables, les polyphénols d’origine végétale suscitent un intérét considérable, notamment dans
la formulation de produits cosmétiques. Actuellement, ces composés sont largement utilisés
dans la fabrication de cremes anti-age, écrans solaires, produits hydratants et régénérateurs de
lapeau (Sies et a., 2005). Des recherches ont confirmé que les polyphénols jouent un réle clé
dans la neutralisation des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) responsables du vieillissement
cutané et de I’apparition des rides, en plus de leur capacité a inhiber certaines enzymes telles
quelacollagénase et 1’¢lastase, associ ées ala dégradation du tissu cutané (Nguyen et ., 2012).

Dans ce contexte, les dattes précoces apparaissent comme une source aternative
prometteuse de composés cosmétiques naturels. Elles sont abondamment disponibles,
localement accessibles, et représentent une matiére premiére moins codteuse que d'autres
sources importées comme le thé vert, les baies ou le raisin. Leur valorisation dans le secteur
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Introduction

cosmétique offre ainsi des opportunités de développement de nouveaux produits innovants
destinés tant au marché local qu’international, en particulier dans un secteur de la cosmétique
bio qui connait une croissance annuelle estimée entre 8 et 10 % au niveau mondial (Statista,
2023).

L 'éclaircissage des dattes est une méthode agricol e répandue qui a pour but d'optimiser
laqualité et lataille du produit final. Cependant, cette procédure produit un grand nombre de
fruits non mars (a la phase khaal), généralement délaissés dans le milieu environnant ou
exploités comme simple aliment pour bétail, sans considérer leur empreinte écologique ou leur
potentiel de valorisation (Zohra et al., 2018). Sur le plan de I'écologie, un amoncellement
incontrélé de ces résidus peut provoguer une fermentation a I'échelle locale, encourager la
multiplication d'insectes indésirables et atérer I'alimentation de certaines especes animales, en
particulier lorsgu'ils sont ingérés en grande quantité. D'un point de vue biochimique et
économique, ces fruits précoces constituent une source importante en composés phénoliques
(comme les flavonoides, tanins et acides phénoliques), qui sont connus pour leurs vertus
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Allaith, 2008 ; Biglari et al., 2009).
Selon plusieurs recherches récentes, il serait possible de valoriser ces résidus dans les secteurs
pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire (Mohamed & Awad, 2020). Par consequent, la
réutilisation de ces dérivés dans un cadre de bioéconomie circulaire offrirait non seulement un
moyen de réduire la pollution agricole, mais aussi de créer des perspectives économiques
locales (El Hadrami et al., 2011).

Cetravail vise a étudier les composés phénoliques des dattes prématurées provenant de
I'éclaircissage, ainsi que d'évaluer leur potentiel antioxydant en perspective de leur valorisation
dans | es secteurs cosmétique, pharmaceutique et agroalimentaire. Cette recherche sinscrit dans
une approche de bioéconomie circulaire, ayant pour objectif de diminuer les effets
environnementaux des résidus agricoles tout en générant de nouvelles opportunités
€conomiques.

Ce mémoire est structure en trois chapitres principaux :

Le premier chapitre constitue une synthese bibliographique sur les compositions
biochimique et phénoliques, en mettant en évidence leur classification, leurs propriétés
biologiques, ainsi que leur potentiel d’application dans le domaine cosmétique.

Le deuxieme chapitre présente les matériaux utilisés et les méthodes expérimentales
adoptées, notamment les techniques d’extraction, les dosages biochimiques (polyphénoles,
flavonoides et tannis), ainsi que les tests d’évaluation des activités biologiques.

Le troisiéme chapitre est consacré a la présentation, I’analyse et la discussion des
résultats obtenus. I| met en relation lacomposition phénolique des dattes prématurées avec leurs
activités antioxydante, antimicrobienne et anti-inflammatoire, tout en explorant les perspectives
d’utilisation cosmétologique.



Chapitrel
Synthese Bibliographique



Chapitrel Synthese Bibliographique

|.1. Préambule

Les dattes prématurées désignent les fruits du palmier dattier récoltés avant leur pleine
maturité, notamment aux stades Kimri (immature) et Khalal (début de maturation). A ces stades,
lefruit présente une texture ferme, une teneur élevée en eau, une faible concentration en sucres
simples, mais une richesse en composés phénoliques bioactifs comme les flavonoides, lestanins
et les acides phénoliques (Al-Farsi et al., 2005 ; Biglari et al., 2009). Traditionnellement
considérées comme sous-produits agricoles ou utilistes comme fourrage, ces dattes
prématurées sont pourtant une source précieuse de molécules naturelles dotées de propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Habib & lbrahim, 2009 ; Allaith,
2008). Leur valorisation s’inscrit dans une logique de bioéconomie circulaire et d’innovation
durable, répondant a la demande croissante de I’industrie cosmétique et pharmaceutique pour
des ingrédients naturels d’origine végétale (Sies et al., 2005 ; Nguyen et al., 2012). Ainsi, une
bonne compréhension des stades de maturation des dattes constitue une étape essentielle pour
identifier le moment optimal de récolte et d’extraction de ces composés bioactifs.

| .2. Stadesde matur ation des dattes

Pendant saformation et samaturation, lefruit passe par un certain nombre de phases,
qui serésument en quatre stades appel és par leur dénomination arabe : Kimri, Khalal, Routabet
Tamr (BOOIJ, 1992). En Algérie, se sont : Loulou, Khlal, Bser, Martouba et Tmer ; cependant,
la majorité des auteurs ont adapté la terminologie utilisée en Irak et de nombreuxpays arabes
(AL-SHAHIB et al. 2002). Les différents stades peuvent ére définis comme suit (DJERBI,
1994):

Hababouk : Ce stade vient juste aprés la pollinisation et dure environ 4 a 5 semaines. A ce
stade lefruit prend une forme ronde et est entierement recouvert par |epérianthe et se caractérise
par une croissance lente (AL-SHAHIB et MARSHALL,2002 ; ABAKHTI, 2008).

Kimiri : Le fruit des dattes prend une couleur verte et une texture dure. Ily’a lieu a une
augmentation du poids et du taux des sucres ains que la teneur en taninsLes
dattes.(THOMPSON, 2003) ; le taux de I’humidité atteint son maximum 85% (BARREVELD,
1993). Ce stade dure 9 414 semaines : alafin de ce stade, tous les facteurs sestabilisent quand
le fruit commence a change sa couleur au jaune (ou rouge, selon les variétés) (BARREVELD,
1993). Les dattes a ce stade peuvent étre utilisées pour la préparation de vinaigre et d’épice
(JIWAN, 2006).

Khalal : Au coursde ce stade, la couleur du fruit passe du vert au jaune clair,puis vire au jaune,
au rose ou rouge selon les variétés. La chair de dattes devient ferme. Cette phase est marquée
par une augmentation rapide de la teneur en sucrestotaux, de 1’acidité, par contre la teneur en
eau diminue. Elle dure 3 a 5 semaines ouplus. Le fruit a ce stade est largement consommé
immature ou peut étre utilise pour lafabrication de confiture. Ce stade continue 3 a5 semaines
ou plus dans certaines variétés (JJWAN, 2006).



Chapitrel Synthese Bibliographique

Routab : La couleur passe au foncée ou au noir avec apparition du « doré » et du goutsucré.
Certaines variétés deviennent verdatres comme la khadraoui Ce stade dure 2 a 4 semaines
(JIWAN, 2006).

Tamr : C’est le stade final de la maturation des dattes. Le fruit perd beaucoup d’eau,ce qui
donne un rapport sucre/feau élevé. A ce stade les dattes acquierent leurs dernieres
caractéristiques a savoir, le godt, la couleur et la consistance, ainsi les dattes seches présentent
une couleur lumineuse et une chaire dure, alors que les dattes mollesprennent une couleur noire
foncé et une chair molle (ABEKHTI, 2008).

Hababouk Kimri Khalal Rutab Tamr

Figure1l: Stadesde maturation dela datte.

| .3.Compositions biochimique

| .3.1. L’eau

La teneur en eau des dattes prématurées est plus élevée que celle des dattes mares, ce
qui influence leur consistance. En fonction du stade de maturation et delavariété, lateneur en
eau des dattes prématurées varie entre 20 % et 45 %.Elle dépend également du climat et du type
de datte. En moyenne, les dattes prématurées contiennent environ 10 a 20 % d’eau en plus par
rapport aux dattes mires.

| .3.2. Sucres

Les dattes prématurées contiennent une quantité de sucres plus faible que les dattes
mdres, car laconversion del’amidon en sucres simples (glucose et fructose) est encore en cours.
En moyenne, les sucrestotaux sont réduits de 20 240 % par rapport aux dattes mdres. L’analyse
quantitative des sucres montre que les dattes prématurées molles (ex. Ghars) ont des niveaux
plus faibles de glucose et de fructose, mais une proportion plus importante de saccharose en
raison de latransition incompléete versles sucres réducteurs. Les dattes prématurées séches (ex.
Mech-Degla) ont une teneur en saccharose plus faible que lorsqu'elles sont mdres, mais leur
proportion relative de saccharose reste plus élevée que celle du glucose et du fructose. Lateneur
en saccharose est plus importante dans | es dattes prématurées par rapport aux sucres réducteurs,
car la dégradation enzymatique en glucose et fructose n’est pas encore complete. Il a été
rapporté que la concentration totale en sucre au stade kimri variait de 3,4 a 7,7 % tandis que la
concentration totale en sucre au stade tamer variait de 44,3 a 64,1 %.( Al-Shahib et Marshall,
2003).
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|.3.3. Fibres

Les dattes prématurées contiennent une teneur plus élevée en fibres par rapport aux
dattes mdres, car la maturation entraine la dégradation progressive des composants fibreux
(pectine, cellulose, hémicellulose et lignine). Lateneur en fibres totales peut atteindre 13,6 %
au premier stade de maturation, contre 8,1 a 12,7 % pour les dattes mares (Al-Shahib et
Marshall, 2003). En fonction delavariété, les dattes prématurées peuvent conserver jusqu’a 10
% de fibres dans les variétés communes les plus fibreuses. Les variétés comme la Deglet-Nour,
qui sont généralement peu riches en fibres a maturité, présentent une proportion plus éevée a
un stade prématuré, avant la dégradation des composants fibre. (Munier, 1973).

1.3.4. Minéraux

Les dattes prématurées sont particulierement riches en minéraux et oligoéléments, car
leur concentration est plus élevée avant la dilution progressive causée par I’accumulation des
sucres et la perte d’eau au fil de la maturation. Elles contiennent des proportions accrues de
calcium, potassium, magnésium et fer, surpassant celles des dattes mdres (Benchelah et Maka,
2008).En raison de cette richesse en minéraux, les dattes prématurées pourraient représenter
une meilleure source de micronutriments, notamment pour une consommeation ciblée dans les
régimes alimentaires spécifiques nécessitant un apport éevé en minéraux. La concentration
minérale dans |es dattes est influencée par lafertilité du sol, le cultivar de dattes et les stades de
maturation.(Amira et al.).Ont constaté que la concentration minérale dans cinq cultivars de
dattes tunisiens augmentait avec les stades de maturation des dattes (Amira et al,2011). La
concentration minérale danslavariété Deglet Nour au stade kimri est passée de 1,06 % au stade
rutab et de 3,25 % au stade tamer, respectivement. Cependant, dans d'autres rapports, de
nombreux chercheurs ont constaté que la concentration minérale diminuait avec la maturation
des dattes.(Hui, 2006) (Mohammadzai et al, 2010).

Tableau 1 : Concentration dediversminéraux danslesstadesKimri et Khlale

stades | K(kg) |Ca(kg) |Mg(kg) |Na(kg) |Mn(kg) | Zn(kg)
Shahani | Kimri 2720 440 330 120 36 35
Shahani | Khalal 2330 300 240 132 13 2.3
Piarom | Kimri 2440 360 275 124 13 25
Piarom | Khaal 1940 230 156 129 11 17
Deiry Kimri 2630 490 340 133 13 21

|.3.5. Vitamines

Les dattes prématurées contient des vitamines en gquantités moindres par rapport aux
dattes mires. La teneur en caroténoides et en vitamines du groupe B est plus faible, et la
présence de vitamine C est encore plus réduite.



Chapitrel Synthese Bibliographique

|.3.6. Proténes

L es dattes prématurées ont une teneur en protéines plus faible que les dattes mdres. La
plupart des protéines des dattes dont |le poids moléculaire est compris entre 12 000 et 72 000
daltons sont de I'albumine soluble. La concentration en proténes des dattes est d'environ 1,5 &
3,2 x 10-3 g kg-1. La concentration en protéines des dattes varie selon les cultivars et les stades
de maturation. (Ismail et al, 2006 al ; Farsi et a, 2005). Laconcentration en protéines des dattes
au stade kimri est de 5,5 a 6,4 %. Apresle stade kimri, laconcentration en protéines commence
a diminuer progressivement et diminue a 2,0 a 2,5 % au stade de la manipulation. (Habib et
Ibrahim, 2011 ;Hasnaoui et al, 2011). La diminution de la concentration en proténes au cours
des stades de maturation est attribuée a des réactions de brunissement non enzymatiques
(Maillard) et a la précipitation des tanins. Vingt-trois types d'acides aminés ont été identifiés
dans les dattes, dont la plupart ne se trouvent pas dans d'autres fruits populaires tels que les
oranges, les pommes et les bananes( Al-Shahib et Marshall, 2003) . La concentration et la
composition en acides aminés varient selon le stade de maturation. La concentration élevée en
acide glutamique, acide aspartique, lysine, [éusine, aanine et sérine se trouve dans les dattes au
stade kimri.( Tang et al., 2013).

[.3.7. Lipides

Laconcentration en matiéres grasses dansles dattes est tresfaible, elle est généralement
comprise entre 0,1 et 0,9 %. (Saffi et al., 2008 ; Amira et a, 2011 ; Hui, 2006). La matiere
grasse des dattes est concentrée dans la peau. Le réle de la matiére grasse dans les dattes est de
protéger le fruit. Les principaux acides gras des dattes comprennent les acides laurique,
myristique, palmitique et oléique, etc. (Al-Shahib et Marshall, 2003 ;Biglari, 2009). Ont
rapporté que la concentration en matiéres grasses était comprise entre 1 et 4,76 g kg-1.
20L'analyse de la variance de la concentration en matiéres grasses a montré qu'il y avait une
différence significative entre les différents cultivars. (C) Vitamines : Les dattes contiennent des
guantités raisonnables de vitamines, notamment de vitamines A, B1, B2, de niacine (acide
nicotinique), de C et dacide folique.(Al-Shahib et Marshall,2003 ;Biglari, 2009). La
concentration en vitamines des dattes diminue avec le développement du stade de maturité en
raison du séchage et des facteurs environnementaux.(Al-Shahib et Marshall, 2003 ;Al-Qurashi,
2010 ; Mrabet et al., 2008).

| .3.8. Enzymes

L'activité enzymatique est moins développée dans les dattes prématurées. Le processus
de conversion enzymatique étant encore en cours, les enzymes sont présentes en quantités
inférieures et leur activité est réduite par rapport aux dattes mares. Les enzymes présentes dans
les dattes, a savoir l'invertase, la B-galactosidase, I'endo-1, 4--D-glucanase, la pectine méthyl
estérase, la cellulase et la polyphénol oxydase, jouent un réle important dans le ramollissement
et la maturation des fruits.38-40 Les activités enzymatiques changent avec les stades de
maturation responsable de I'hydrolyse du saccharose en glucose et fructose.
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L'activité de l'invertase augmente fortement a partir du stade kimri et atteint son
maximum au stade tamer.( Rastegar et al., 2012) . La pectine méthyl estérase peut convertir la
protopectine en pectine soluble. L'activité de la pectine méthyl estérase augmente du stade
khalal au stade rutab, puis diminue fortement au stade de Tamer .(Al-ShahibetMarshall, 2003 ;
Biglari, 2009 ;Rastegar et al., 2012) Lerdle delacellulase dans|e ramollissement des dattes est
incertain. y Ont montré que |'activité de lacellul ase était rel ativement faible au stade kimri, puis
augmentait fortement jusqu'a son maximum au stade khalal, puis était suivie d'une légére
diminution au stade rutab.( Awad et a., 2011) Des résultats similaires ont éé rapportés par(
Rastegar et a.2012).

L'activité B-galactosidase était trés faible au stade vert, puis augmentait progressivement
jusqu'a savaleur maximale au stade dompteur. (Rastegar et a., 2012 ; Mustafa et al.2006). Le
ramollissement des dattes pendant |a maturation peut étre, au moins en partie, dd al'action de
la B-galactosidase. (Farahnaky etAfshari-Jouybari, 2011) Une perte de résidus galactosyle des
fractions de pectine pendant la maturation, probablement causée par la B-galactosidase, a été
rapportée. (Cheng et a., 2011 ; Goulao et al., 2007)L 'endo-1,4-B-D-glucanase impliquée dans
le processus de ramollissement des dattes a été rapportée par (Rastegar et al.2012).

L'activité de I'endo-1,4-B-D-glucanase augmentait significativement avec la croissance
des fruits, et atteint un niveau maximal au stade le plus apprivoisé (a I'exception du cultivar
Shahani), suivi d'une légére diminution au stade |e plus apprivoisé. La polyphénol oxydase est
principalement impliguée dans le métabolisme des tanins. L'activité de la polyphénol oxydase
diminue du stade kimri au stade le plus apprivoisé.( Hui, 2006 ; Al-Qurashi, 2010). Larelation
entre |'activité de la polyphénol oxydase et I'intensité de la couleur des dattes pendant la
maturation a été étudiée.Grace au métabolisme des tanins, la couleur des dattes passe du jaune
au brun.( Al-Qarni, 2005).

1.3.9. Polyphénols

La teneur en composés phénoliques totaux est significativement plus élevée au stade
précoce de maturation des dattes, notamment au stade Khalal. Cette concentration diminue
progressivement au fur et a mesure de I’avancement de la maturation, en raison de la
dégradation enzymatique naturelle des polyphénols (Biglari et al, 2009).

I.3.9.1. Définition

On appelle métabolites secondaires des composés bio-synthétisés naturellement par les
végétaux mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal (Guillaume et
Charrouf, 2005). Ces métabolites secondaires interviennent dans la structure des plantes
(lignines et tannins) mais également, elles exercent une action déterminante sur I’adaptation des
plantes a leur environnement (Mansour, 2009). |Is interviennent ainsi, dans la défense de la
plante contre les herbivores, les pathogénes ou les compétiteurs. Certains assurent une
protection contre les radiations solaires et d’autres encore facilitent la dispersion du pollen et
desgraines (RAVEN et a., 2007). Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités
biologiques nombreuses qui comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses,
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antifongiques, analgésiques, antiinflammatoires, diurétiques gastro-intestinaes et anti-
oxydantes (HARBONE, 1998; BRUNETON, 1999).

1.3.9.2. Classification

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leurs appartenances chimiques en composés
phénoliques, les alcaloides et les terpénes (CUENDET, 1999; VERMERRIS, 2006). D’aprées
Al Farsi et Lee (2008), la pulpe de fruit de datte est riche en composés phytochimiques comme
des composeés phénoliques, flavonoides, acides phénoliques et tanins.

Les polyphénols représentent un groupe de métabolites secondaires complexes,
synthétisés dans le régne vegétal (COLLIN et CROUZET, 2011). Les Composés phénoliques
sont des constituants naturels responsables de la qualité organoleptique des fruits (gout et
couleur). Ils constituent pour la datte un des criteres de qualité les plus importants a maitriser
depuislarécolte jusqu’a lacommercialisation (HARRAK et BOUINAH, 2012). Représente du
compose phytochimiques le plus important des dattes. Les dattes sont riches en polyphénols en
particulier pendant la premiere étape de maturation comme les acides phénoliques,
anthocyanines, procyanidines, tanins et flavonoides (BENMEDDOUR et al., 2013; HONG et
al., 2006; MANSOURI et al., 2005 cité par MARTIN SANCHEZ 2014). MANSOURI €t 4.
(2005) estiment que la teneur en polyphénol de la variété DegletNour est de 6.73 mg/100g de
poids frais. Lateneur en polyphénols est de 1.547% pour la variété Begla-Beida (AMELLAL,
2008). Les dattes (ou dattes en phase immature, comme le stade « Kimri ») contiennent
différents types de composés phénoliques, dont les acides phénoliques, qui sont des
antioxydants naturels importants.

1.3.9.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques regroupent les acides benzoiques (C6-Cl) et les acides
cinnamiques (C6-C3) (Cheynier, 2005).

1.3.9.2.1.1. Acides benzoiques

Les acides benzoiques ont une structure générale C6-C1. Les variations de structure
entre les différents acides benzoiques résident dans I'hydroxylation et la méhylation du noyau
aromatique, comme acide gallique, acide protocatéchique, acide vanillique, acide syringique
(Hakkinen, 2000).

1.3.9.2.1.2. Acidescinnamiques

Les acides cinnamiques sont une classe d'acides phénoliques dérivés de la cinnamique,
avec un groupement hydroxyle (-OH) sur le cycle aromatique. 1ls sont largement présents dans
les plantes, notamment dans les fruits, Iégumes, céréales et dattes. Comme | acide caféique,
Acide férulique, Acide coumarique (p-coumarique, o-coumarique), Acide sinapique (Biglari et
al., 2009).

I.3.9.2.2. Flavonoides

10
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Les flavonoides sont une catégorie de plus de 6 000 composés naturel s présents dans le
regne vegétal, définis par la présence d'une structure phénolique dans leurs molécules, et
souvent d'une structure flavone, qui les distingue des autres polyphénols (Ghedira, 2005 ;
Toufektsian et a., 2008). Actuellement, de nombreux flavonoides ont éé répertoriés, et
beaucoup d'autres attendent d'étre découverts, car le squelette flavonoide (figure 2) peut
accueillir divers substituants, notamment des groupes hydroxy, méthoxy, méthyle, benzyle et
isoprényle (Beecher, 2003 ; Williams et a., 2004 ; Kueny-Stotz, 2008) . Les flavonoides sont
caractérisés par une structure fondamentale a 15 carbones qui comporte deux cycles phényles,
appelés cycles A et C, interconnectés par une chaine a trois carbones (structure C6-C3-C6).
Fréguemment, la chaine C3 qui relie les cycles A et C subit une cyclisation pour créer le cycle
B (Bruneton, 1999).

Figure2: Structure de base desflavonoides

Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6)
(COLLIN et CROUZET, 2011). Ce sont des pigments (lejaune « flavones », lerouge ou le bleu
« anthocyanes » (MARTIN SANCHEZ., 2014). L’analyse qualitative par HPLC des composés
phénoliques des dattes révéle la présence de certains flavonoides tels que, les flavones, les
flavanones et lesflavonolS(MANSOURI et al,. 2005). Selon DAAS AMIOUR (2009), lateneur
en flavonoides de la variétDeglet-Nour est de 0.136 + 0.01, pour lavariété Gharsest de0.143 +
0.01 en mg d’équivalent de quercétine/100g de poids frais. Les flavonoides sont classés en
plusieurs classes moléculaires (Harbone, 1988), les plus importantes étant les flavones, les
flavonols, les flavanones, les isoflavones et les anthocyanidines. Ces composés existent soit
sousleur formelibre (génine) soit sousforme de glycosides (glycosylésen C ou en O). Présents
dans toutes les plantes vasculaires, ils peuvent étre retrouvés dans différents organes,
notamment lesracines, lestiges, lesfeuilleset lesfruits (Bruneton, 1999) (tableau n° :2

).

11
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Tableau 2 : Classification desflavonoides ( Bruneton, 1999)

Classes

Flavones

Flavonaols

Flavanols

Fluvanones

Anthocyanidines

Isoflavones

Structures chimiques

R

®)

-

R4

Ay

Ry R4' RS Exemples

H OH H Apgénme

OH OH H Lutdoline

OH | OCHy | H Diosmétine
| on | Kaempferol
OH| OH | H Quercétine
OH OH | DH Myrecétine
OH | OH H Catéchame

H OH H Noringeénine
OH | OH H Ersodctyol
H OH H Pelargomdine
OH OH H Cyamdine

OH OH OH Delphémdine
RS R7 R4

OFH OH OH Genisteine
H Daxdzeine

‘ O-Gh

| OH |

Les flavonoides sont des composés phénoliques importants, notamment les
proanthocyanidines, les glycosides flavonoides et |es anthocyanes.11, 47, 49, 50Hong et a. ont
identifié treize glycosides flavonoides de lutéoline, de quercétine et d'apigénine dans | es dattes

au stade khald

.3.9.2.3. Tanins

Les tanins sont le plus souvent des polymeres d'acides phénoliques, hydrosolubles ou
non, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 kD (polymeéres), qui possedent des

12
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propriétés de bronzage de la peau, c'est-a-dire de la rendre antiseptique (évitant la carie),
propriéte liée aleur capacité a se lier a des macromol écules (protéines). IIs peuvent également
étre combinés avec d'autres polymeres tels que la cellulose ou la pectine pour produire des
polymeres hautement astringents utilisés en thérapeutique comme pansements gastriques et
intestinaux (Ribereau, 1968 ; Nongonirma, 1990). Selon lastructure des molécules on distingue
les tanins hydrolysables et les tanins condensés .

A

I 4
Figure 3: Structuresdestanins

Les tanins hydrolysables sont des molécules complexes dont la structure de base est
constituée d’un glucide, habituellement le glucose, elles font intervenir des liaisons de type
ester, et donnent, par hydrolyse, une fraction glucidique et une fraction phénoliques constituée
elleméme, soit par 1’acide gallique, soit par I’acide ellagique, dimére du précédent
(Ribereaugayoin, 1968; Hopkins, 2003).

Les tanins condensés sont des polymeéres d’unités flavonoides reliées par de liaisons
fortes carbone-carbone (Hopkins, 2003).La teneur en tanins est élevée au stade de Kimri, elle

varié entre 1.8% et 2.5%. Elle se diminué avec la maturation de la datte jusqu’au stade Tamr
avec 0.4% (Al-Orf et d., 2012).

I.3.9.3. Propriétés des composés phénoliques

L es activités biologiques des polyphénols varient considérablement en fonction de leur
composition chimique. Ils représentent un groupe essentiel d'antioxydants présents dans le
regne végétal. Contrairement aux antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole
(BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT), les polyphénols ne présentent aucun risque pour la
santé humaine (Bounatirou et a., 2007). De plus, les polyphénols contribuent alarégulation de
la croissance et du développement des plantes grace a leurs interactions avec différentes
hormones de croissance végétales. Ils permettent aux plantes de se protéger des rayons
ultraviolets. Certains polyphénols, comme les isoflavonols, servent de phytoalexines, aidant a
combattre les infections causées par des champignons ou des bactéries (Makoi et al., 2007).Le
processus de pollinisation fait appel a des pigments non azotés qui attirent les insectes
pollinisateurs ou, au contraire, créent desformes pour dissuader les prédateurs. De plus, certains
de ces pigments agissent comme des inhibiteurs d'enzymes, jouant un réle dans la protection
des humains contre certaines maladies (Bruneton, 1999).

Dans l'industrie alimentaire, les polyphénols servent a diverses fins comme additifs,
colorants, ardmes ou conservateurs (Bruneton, 1999). Les flavonoides suscitent un intérét
scientifique, principalement en raison de leur importance dansla physiologie végétale et deleur
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contribution a la pigmentation, ains que de leur implication dans la croissance et la
reproduction (Manach et al., 2004). De plus, les flavonoides jouent un réle protecteur pour les
plantes contre |es agents pathogenes, qu'ils soient viraux ou bactériens, et contre les prédateurs
comme les insectes (Bravo, 1998). Les flavonoides jouent un réle crucial dans le processus de
transport des électrons au cours de la photosynthése des plantes, tout en offrant une protection
contre les effets néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydants (Havsteen,
2002). Ils capturent efficacement les espéces réactives de I'oxygene liées au stress oxydatif,
évitant ainsi d'éventuels dommages cellulaires. Effet, grace a leurs groupes hydroxyles tres
réactifs, ils sont capables d’inactiver et de stabiliser les radicaux libres. Ils inhibent également
I'oxydation des lipoprotéines de basse densité, prévenant ains |'athérosclérose et réduisant le
risque de maladies cardiovasculaires (Tu et al.2007). En plus de leurs propriétés antioxydantes,
les flavonoides exercent des propriétés anti-inflammatoires, anti-allergiques et anti-ul céreuses
(Di Carlo et a., 1999).Certains flavonoides présentent également un potentiel vasodilatateur
(Woodman et Chan, 2004). Ils sont connus comme «modulateurs naturels des réponses
biologiques » (Middleton et al., 2000). D'autres études in vitro ont ensuite démontré que les
flavonoides modulent I'activité de plusieurs enzymes impliquées dans des voies importantes
régulant la division et la prolifération cellulaire, I'agrégation plagquettaire, la détoxification,
I'inflammation et les réponses immunitaires. (Middleton et al. 2000).

I.4. Applications des polyphénols
[.4.1. Activités anti-cancér euses

De nombreuses éudes ont montré que certains polyphénols comme les flavonoides et
les acides phénoligues possedent des propriétés anti-cancéreuses (Nutrients, 2019). |ls peuvent
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses, induire |'apoptose et réduire la formation de
métastases (Grosso et a., 2018). Ces propriétés font des polyphénols des composés d'intérét
pour le dével oppement de nouveaux agents thérapeutiques anti-cancéreux (Singh et al., 2017).

|.4.2. Effets cardiovasculaires bénéfiques

De nombreuses études ont montré que les polyphénols améliorent la fonction
endothéliale, réduisent I'inflammation et ont des effets antioxydants bénéfiques pour la santé
cardiovasculaire (Nutrients, 2019). Certains polyphénols comme le resvératrol ont également
des propriétés anti-thrombotiques et hypotensives (Grosso et al., 2018). Ces résultats font des
polyphénols des ingrédients prometteurs pour les compléments alimentaires et les produits
nutraceutiques visant a prévenir les maladies cardiovasculaires (Cory et al., 2018).

1.4.3. Activités neuroprotectrices

Desrecherches ont démontre que certains polyphénols comme les flavonoides protegent
les neurones contre les dommages oxydatifs et réduisent I'inflammation dans le cerveau
(Antioxidants, 2019). Ils possedent également des propriétés anti-apoptotiques et stimulent la
neurogenese, ce qui en fait des composés intéressants pour le traitement des maadies
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neurodégénératives (Torronen et a., 2018). De plus, les polyphénols améiorent les fonctions
cognitives et lamémoire, ce qui les rend bénéfiques pour la santé cérébrale (Nutrients, 2019).

|.4.4. Effetsanti-age

Les polyphénols comme les flavonoides et les acides phénoliques stimulent la
production de collagéne et d'éastine, améliorant ainsi I'éasticité et lafermeté de lapeau (Zillich
et a., 2019). lIsréduisent également |'apparition des rides et des signes de vieillissement cutané
gréce aleurs propriétés antioxydantes (Farris, 2017). Des études ont montré que les polyphénols
favorisent la régénération cellulaire et améliorent la cicatrisation (Madrigal-Santillan et al.,
2018).

1.4.5. Protection contre lesdommages solaires

Les pol yphénols possedent des propriétés photoprotectrices en absorbant les rayons UV
et en limitant les dommages oxydatifs induits par le soleil (Molecules, 2019). Ils réduisent
I'inflammation et préviennent le vieillissement prématuré de la peau cause par les UV
(Stevanovi¢ et al., 2018). Certaines études ont démontré que les polyphénols augmentent la
résistance delapeau aux rayons UV et améliorent laréparation des dommages cutanés (Katiyar,
2015).

|.4.6. Traitement des problémes de peau

Les polyphénols possedent des propriétés anti-inflammatoires qui en font des
ingrédients intéressants pour les soins de la peau sensible ou atopique (Antioxidants, 2019).
Certains polyphénols comme les catéchines du thé vert ont montré leur efficacité contre I'acné
gréce a leurs activités antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Elsaie, 2009). Des études ont
également révélé que les polyphénols améliorent les symptomes de |'eczéma et réduisent
I'irritation cutanée (Y amamoto et a., 2015).

1.4.7. Applications des polyphénols dansles produits cosmétiques

L es polyphénols sont largement utilisés dans une grande variété de produits cosmétiques
tels que les cremes anti-age, les sérums raffermissants, les lotions solaires, les déodorants, les
produits capillaires et les soins de la peau sensible (Cosmetics, 2019). Gréce a leurs propriétés
multifonctionnelles (antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, photoprotectrices),
les polyphénols constituent des ingrédients cosmétiques trés recherchés pour leurs bénéfices
pour la santé et la beauté de la peau (Pandel et al., 2017). De nombreuses études cliniques ont
démontré I'efficacité et la sécurité d'utilisation des polyphénols dans les produits cosmétiques
(Farris, 2018).
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1.4.8. Autres applications des polyphénols

En plus des utilisations cosmétiques, les polyphénols trouvent également des
applications dans I'industrie alimentaire en tant qu'agents anti oxydants naturel s et conservateurs
(Shahidi et Ambigaipalan, 2015). Certains polyphénols comme le tanin sont également utilisés
dans|'industrie du cuir pour leurs propriétés tannantes (Heidemann, 2017). Des recherches sont
également en cours pour explorer le potentiel des polyphénols dans le domaine de
I'environnement, notamment pour e traitement des eaux usées et |a dépollution des sols (Ali et
a., 2018).

I.5. Interes biologiques de polyphénols
[.5.1. Rble physiologique

Des travaux plus anciens ont montré gque les composeés phénoliques seraient associés a
de nombreux processus physiologiques chez les plantes, tels que la croissance cellulaire, la
différenciation, I'organogenese, la dormance des bourgeons, la floraison et la tubérisation
(Alibert et a., 1977). Les flavonoides, en particulier, sont des pigments responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilles. IIs sont présents dans la cuticule foliaire et les
cellules épidermiques des feuilles, ou ils assurent |a protection destissus contre | es effets nocifs
des rayonnements UV (Hadi, 2004).

|.5.2. Réletechnologique

Les polyphénols jouent un réle important dans la qualité alimentaire des fruits. Les
anthocyanes et certains flavonoides contribuent a la coloration des fruits mdrs, leur donnant
leurs teintes rouges ou bleutées. 1ls sont également responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux, comme |'astringence et I'amertume (Lugasi et a., 2003).

[.5.3. Rélenutritionnel et thérapeutique

L'apport journalier en antioxydants non nutritifs varie en fonction du type
daimentation. Certains auteurs estiment que I'apport alimentaire journalier en composes
phénoliques chez I'homme se situe entre 100 et 1 000 mg (Roberfroid, 2002 ; Scalbert et al.,
2000).Les polyphénols jouent un réle important dans la qualité nutritive et hygiénique des
aliments. Certains d'entre eux ont des propriétés vitaminiques utilisées par l'industrie
pharmaceutique. IIs interviennent également dans la digestibilité des aiments et dans
I'utilisation physiologique des protéines (avec lesquelles les tanins se combinent).Des études
ont montré gu'une consommation importante d'antioxydants phénoliques, tels que la vitamine
E et la quercétine, pouvait étre corrélée avec une baisse significative des déces par
athérosclérose, en diminuant |'oxydation des LDL (Low Density Lipoproteins) (Frankel et al.,
1995)
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[.5.4. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des molécules capables de réduire les effets de I'oxygene,
retardant ou empéchant de maniére significative I'oxydation (Defraigne et Pincemail.2008). Ils
agissent en piégeant les radicaux libres, des molécules instables qui peuvent endommager les
cellules. Les antioxydants capturent |'@ectron céibataire de ces radicaux libres, les
transformant en molécules ou ions stables (Favier, 2003). L'organisme posséde des systemes
endogenes pour se protéger contre les radicaux libres. Cependant, ces défenses naturelles
peuvent étre dépasseées. C'est pourquoi de nombreux antioxydants exogenes, présents dans notre
alimentation, sont essentiels pour renforcer la lutte antioxydante. On trouve ces antioxydants
dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges, etc.), les légumes (brocolis, oignons, etc.), les
boissons (café, thé, etc.), ainsi que dans les épices, le cacao et les céréales.Ces antioxydants
sont surtout connus pour leur capacité a réagir directement avec les radicaux libres, en les
neutralisant par une réaction de réduction (Thomas Demier, 2016).0n distingue deux grandes
catégories d'antioxydants :

[.5.4.1. Lesantioxydants primaires (ou radicalaires, ou vrais)

lls permettent dinterrompre la chaine de réactions d'oxydation en cours. Leur
mécanisme d'action consiste aréagir avec les radicaux libres pour les neutraliser.

Réaction: AH+R° — A°+RH
AH représente |'antioxydant primaire.
R° représente un radical libre.
A° représente le radical formé aprés laréaction avec |'antioxydant.
RH représente la mol écul e stable formée apres la réaction.

Pour que la molécule AH soit un antioxydant efficace, il faut que le radical A° formé
aprés laréaction soit stable. Cette stabilité peut étre expliquée par sa capacité a se transformer
en composés non radicalaires, soit en réagissant avec un autre radical (A° + A° — A-A ou A°
+ R° — A-R), soit par d'autres mécanismes.

1.5.4.2. Lesantioxydants secondaires (ou préventifs)

Ils agissent en amont en inhibant la production de radicaux libres. Ils regroupent
différentes substances aux mécanismes d'action variés :

— Substances décomposant les hydroperoxydes : Istransforment les hydroperoxydes, des
molécules instables qui peuvent générer des radicaux libres, en alcools stables.

— Thiols (glutathion, acides aminés soufrés) et disulfures : |ls agissent en réduisant les
radicaux libres ou en prévenant leur formation.
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— Protecteursvis-a-vis des UV (carotenes) : Ils absorbent les rayons UV, qui peuvent étre
al'origine de laformation de radicaux libres.

— Chéateurs de métaux pro-oxydants (acide citrique, 1écithines) : IIs se lient aux métaux
telsquelefer et le cuivre, qui peuvent catalyser lesréactions d'oxydation et favoriser la
formation de radicaux libres.

— Séguestrants d'oxygene (acide ascorbique) : I1s réduisent la disponibilité de I'oxygéne,
qui est nécessaire aux réactions d'oxydation.

| .5.5. Activité antimicrobienne

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car elles ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).
Elles sont divisées en deux groupes : les bactéries proprement dites (Bacteria) et les bactéries
primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent au groupe
Bacteria (Nauciel et Vildé, 2005).L utilisation d'antibiotiques a conduit dans la plupart des cas
ala sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I'acquisition de génes de résistance portés par des é éments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons).Ces résistances ont conduit a la recherche
de nouveaux agents antimicrobiens possedant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques, d'une part, et bien acceptés par |'organisme d'autre part (sans exercer d'effets
délétéres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni, 2009). D'ou
I'importance d'orienter |es recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une
source d'inspiration pour de nouveaux médicaments a base de plantes et de produits végétaux,
sous forme de métabolites secondaires. Parmi ces derniers, les composés phénoliques sont
toujours les plus utilisés comme agents antimicrobiens en médecine populaire (Touafek, 2010
in Ait baziz et Chemali, 2017).

Plusieurs études in vitro et in vivo sont focalisées sur |'évaluation des propriétés
antimicrobiennes des molécules bioactives extraites de dattes ou de sirop de dattes. Ces
composés jouent un rdle inhibiteur ; ils n'agissent pas sur la paroi bactérienne, mais plutét sur
un mécanisme interne. Ces composeés sont supposés agir sur I'ADN, I'ARN et la synthese
protéique (Ulanowska et al., 2008). Ils possedent la capacité de supprimer un nombre de
facteurs de virulence microbienne, tels que 'inhibition de laformation de biofilms, laréduction
de I'adhésion aux ligands de I'hGte et la neutralisation des toxines bactériennes, ainsi que leur
capacité a établir une synergie avec certains antibiotiques (Daglia, 2011).
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I1.1. Présentation dela zone d’étude

Larégion de Ghardaia s’étend sur une superficie de 86.105 km?. Elle se situe au centre
du Sahara Septentrional. Le chef lieu de lawilaya représenté par lalocalité de Ghardaia, a 600
km d’Alger. Elle s’étend entre 3° 49 de longitude Est et 32° 23” de latitude Nord sur une
altitude d’environ 450 m (D.P.A.T, 2007).

La région saharienne du Mzab est un ensemble de vallées organisées autour de 1I’oued
Mzab qui sinue a travers un plateau ¢élevé. C’est une terre inhospitaliére, couverte de roches
calcinés, apremiéere vue seche, stérile, bossel ée de collines élevées ocrerose. Celles-ci sont trées
réguliérement séparées par des oueds qui ne recoivent presque jamais d’eau, si bien qu’on
appelé aussi cette région Chebka (le réseau). Le climat y est peu clément, parfois froid en hiver
(de 1 °C lanuit a 25 °C le jour) souvent trés chaud en été (jusqu’a 48 °C), souvent écrasé par le
sirocco, ce vent brdlant venu du sud (Auzias et Labourdette, 2011).

Le couvert végétal est pauvre. La structure et la nature du sol ne sont pas favorables a
I’existence d’une flore naturelle riche. Cependant la région n’est pas dépourvue de végétation
naturelle ; qui setrouve dansleslits des oueds (Bousdira, 2007).
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Figure 4 : Situation géographique de Ghardaia (D.P.A.T, 2002)

[1.2. Principe d’étude

Au-delade leur utilisation traditionnelle dans la nutrition, les dattes, en particulier aun
stade prématuré de maturation, suscitent un intérét croissant en raison de leur richesse en
composeés bioactifs aux multiples effets biologiques potentiels (AL-FARSI et a., 2005). Parmi
ces composes, |es polyphénols, les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques jouent un
réle majeur dans la prévention de nombreuses pathologies liées au stress oxydatif et a
I’inflammation (BALASUNDRAM et al., 2006).
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Le présent travail s’inscrit dans une démarche de valorisation d’un produit naturel local,
a savoir les dattes prématurées de la variété Bent Qbala récoltées dans la région de Ghardaia
(Sahara septentrional Est Algérien). L’étude porte sur I’extraction des polyphénols, unefraction
riche en composes phénoliques, suivie de la caractérisation partielle de cet extrait atravers des
analyses colorimétriques : dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des tanins
condensés ainsi que des acides phénoliques qui sont identifiés et analysés avec précision al’aide
de techniques anal ytiques avancéestelles que laHPLC.

Parallélement a cette caractérisation chimique, I’étude explore les propriétés biologiques
de ’extrait a travers 1’évaluation de son activité antioxydante par les méthodes DPPH, FRAP
et APTS, ains que son potentiel anti-inflammatoire in vitro. L’évaluation de D’activité
antimicrobienne compléte cette investigation, dans le but d’explorer de potentielles applications
cosmétologiques, notamment en tant qu’agent naturel protecteur ou conservateur dans les
formul ations topiques

I1.3. Lechoix du stade

Maturité khalal est crucial pour I’extraction des polyphénols. Traditionnellement, les
fruits non marsissus de |'éclaircissage des régimes de dattes sont délaissés ou éliminés dans le
milieu agricole, sans aucune valorisation. Cependant, au lieu d'étre simplement déchetés, ces
sous-produits peuvent étre réorientés vers des utilisations biochimiques de grande valeur.
Effectivement, ces fruits au stade Khaa sont particulierement chargés en composés
phénoliquestels que les flavonoides, lestanins et |es acides phénoliques. |1s possedent un grand
potentiel antioxydant, anti-inflammatoire et antimicrobien (Biglari et al., 2009 ; Mohamed et
Awad, 2020). L 'utilisation de ces produits permet donc lacréation de produits bioactifs naturels
destinés a divers secteurs, comme la cosmétique, la pharmacie, |'agroalimentaire fonctionnel ou
encore |la nutraceuti que. Cette méthode aide non seulement a minimiser I'empreinte écologique
des activités agricoles, mais également a exploiter une biomasse jusgu'a présent sous-utilisée,
salignant parfaitement avec les concepts de bioéconomie circulaire et de développement
durable.

Teneur élevée en polyphénols : Les dattes au stade Khalal présentent la plus forte
concentration en composés phénoliques. En effet, ces composés diminuent progressivement au
fur et amesure de la maturation du fruit.

Faible teneur en sucres: Ce qui limite lesinterférences avec les solvants d’extraction et
facilite I’analyse des extraits.

M oindre activité enzymatique : Les enzymes oxydatives, responsables de la dégradation
des polyphénols, sont moins actives a ce stade, ce qui permet une meilleure conservation des
COMpPOSES extraits.

Texture ferme : Facilite le broyage et la manipulation du fruit lors des étapes
d'extraction.
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[1.4. Récoltedu matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de dattes prématurées de la
variété Bent Kbala, Réunis au stade Khalal dans larégion de Ghardaia (Algérie). Larécolte a
été effectuée manuellement au cours du mois de juin, en veillant a sélectionner des fruits sains,
exempts de toute altération ou contamination visible.

Figure5: Dattes prématuréesdelavariété Bent Kbala delarégion de Ghardaia
[1.5. Matériel d’étude
Le matériel d’étude est compose de matériel non biologique et de matériel biologique:
[1.5.1. Matériel biologique

Matériel végétal : les dattes prématures de variétés bent kbala est trés répondue dans les
palmeraies du Sud-Est de 1’ Algerie et plus exactement a Ghardaia.

Souches bactriennes : Les trois souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été
procurées du laboratoire de recherche par Dr BOURICHA M’hamed enseignant a ’université
de Kasdi Merbah Ouargla. Ces souches sont testées pour évaluer 1’activité antimicrobienne de
polyphnoles extrait par des dattes prematurees. Les souches de références testées sont codées
Ci-dessous :

Tableau 3 : Lessuches bactériennes utilisées dans cette &ude

Espéces Typesde GRAM Référence
Candida albicans Levure ATCC10237
Pseudomonase aeruginosa GRAM(-) ATCCO027
Bacillus subtilis GRAM(+) ATCC6633

[1.5.2. Matériel non biologique

Appareilsutilisés: Lesdifférents appareils utilisés dans cette étude est : Spectrophotomeétre
UV-Visble; Bain marie; Balance; Etuve ;centerfiguse; lyophlisate
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Solvants et réactifs : Lanature, 1’origine et les caractéristiques physicochimiques des solvants et des réactifs utilisés au cours de ce travail sont

indiguées dans |e tableau

Produit

butanol-1
ABTS
Acétate d’éthyle
Acétate de sodium
Acétone

Acide acétique
Acide chlorhydrique

Bicarbonate de sodium

Carbonate de sodium anhydre

Chloroforme

Chlorure de calcium dihydraté
Chlorure de potassum

Chlorure de sodium

Matériel et Méhodes

Four nisseur

PROLABO
SIGMA
BIOCHEM CHEMOPHARMA
VWR PROLABO
SIGMA-ALDRICH

BIOCHEM

BIOCHEM

BIOCHEM

BIOCHEM CHEMOPHARMA
BIOCHEM CHEMOPHARMA

BIOCHEM

EDEN LABO

VWR PROLABO

Forme

Liquide
Poudre
Liquide
Poudre
Liquide
Liquide
Liquide
Poudre
Solide

Liquide
Poudre

Poudre

Poudre

23

Caractéristiques

Formule Masse Densité
chimique molaire (g.cm™®)
(g.mal})
C4H10 74,12 0,812-0,807
CigH24N6 O &4 548,0 /
C4HgO2 88,11 /
CH3;COONa 82,03 /
CsHeOz 58,08 0,792-0,790
CH3; COOH 60,04 1,048-1,051
HCl 36,5 1,178
NaCHOs 84,01 /
NaCO3 105,99 /
CHCI3 119,38 147
CaCl».2H,0 147,02 /
KCl 74,55 1,98
NaCl 58,44 2,16

Pureté
(%)

99,5
98,0
/

/
99

99,5
35-37

99,5

99,9
99,0

96,0
99,0

100
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Diéthyl éther
Diphénylamine

DPPH

Ethanol
Ether de pétrole

Chlorure defer ferrique hexahydraté

| sopropanol
Méthanol
I1) pentahydraté) Sulfate de cuivre

persulfate de potassium
Phénol
Phosphate de potassium dibasique
Phosphate disodique dihydraté
Tartrate de sodium et de potassium tétrahydraté

TPTZ

Matériel et Méhodes

BIOCHEM CHEMOPHARMA
BIOCHEM CHEMOPHARMA

ALDRICH

SIGMA-ALDRICH
SIGMA-ALDRICH

VWR PROLABO

BIOCHEM CHEMOPHARMA
SIGMA-ALDRICH
BIOCHEM CHEMOPHARMA

BIOCHEM

FLUKA CHEMIK

BIOCHEM

BIOCHEM

BIOCHEM CHEMOPHARMA

SIGMA-ALDRICH

Liquide
Solide

Poudre

Liquide
Liquide
Poudre
Liquide
Liquide
Solide

Poudre
Liquide
Poudre
Poudre
Solide

Poudre

C4H100
CroHuN

Ci18H12N5Os

C:HeO
/

C|3 Fe.6H,O

C4HgO
CH4O
H205CuSOs,,

K2S0g

CsHs O

KH2PO4
NaHPO;.2H;0

H204K NaCsH40e.

CioH12Ns

74,12
169,23

394,0

46,07
/

270,30

60,10
32,04
249,68

270,31
94,11

136,09

177,99
282,22

312,33

54,5-52,5

0,811-0,805
/

/

0,805-0,803
0,793-0,791
/

/
/

2,338

1,63

98,0
99,0

99,5
95,0

99,5
99,7

90,0
99,5
99,5

98,0

99,0
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I1.6. Macération

Les métabolites secondaires des dattes ont été isolés par extraction avec des solvants
organiques. La méthode utilisée est I'extraction par macération. Elle consiste a laisser le
matériel végétal en contact prolongé avec un solvant alatempérature ambiante.

100 g de pul pe de dattes coupées en petits morceaux sont macérés dans 1| d'un mélange
méthanol/eau dans les proportions (800/200) (V/V) pendant 24 heures. Apres centrfigeeuse, le
solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C a l'aide de I'évaporateur rotatif, L extraction
est répétée deux fois pour épuiser le matériel végétal. . L extrait obtenu est conservé dans un

flacon sombre a +4°
l Dattes \
|
l Lavage \
|

Conservation
a froid

|
l Macération \
|

Centrifugation

|
l Evaporation l

l Lyophlisation I

Figure 6 : Procédé expérimental d'extraction
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I1.7. Rendement d’extraction

Lerendement d'extraction est lamasse de| "extrait obtenue apres évaporation du solvant.
Elle est exprimée en pourcentage de la masse initiale par rapport des dattes d'extraite. Le
rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :
R (%) =M extrait / M échantillon X 100
M extrait : lamasse finale de | extrait.
M échantillon : lamasse initiale de dattes

I1.8. Détermination delateneur en matiére seche

Lateneur en matiére seche d'un échantillon, consiste ale sécher dans une étuve dont la
température de 105°C et jusqu'a un poids constant (AOAC, 1996; 1995 ; 1999). L'échantillon
est ainsi placé dans des plateaux identifiés et préal ablement tarés pour étre pesé et séchéal'étuve
jusqu'a poids constant. Les plateaux contenant |'échantillon sec seront pesés apres quelques
minutes de dessiccateur. La teneur en matiére séche de I’échantillon est cal culée comme suit

%MS=(P2-P0)/(P1-P2) 100
PO : poids du plateau vide
P1 : poidsdu plateau avec lamatiére fraiche
P2 : poids du plateau avec |la matiére séche

[1.9. Analyses qualitatives
11.9.1. Phénolset tanins

Pour mettre en évidence des phénols et des tanins, I’extrait est mélangé avec 2 ml d’une
solution de FeCl3z (2%). Une coloration bleu noirétre ou verte plus ou moins foncée indique la
présence des phénols et des tanins (Bidie et al., 2011 ; Yadav et Agarwala, 2011).

[1.9.2. Flavonoides

Le test de Shinoda est réalisé afin de mettre en évidence les flavonoides. L’extrait est
mélangé avec une quantité de tournures de magnésium et quelques gouttes d’HCI concentré
sont additionnées. La couleur rose orangée ou violacée, apparue quelques minutes apres,
indique la présence des flavonoides (Farnsworth, 1966 ; Bidie et al., 2011; Y adav et Agarwala,
2011).

[1.9.3. Saponines

L’extrait est mélangé avec 5 ml de 1’eau distillée dans un tube a essai. Le tube est agité
vigoureusement. Laformation d’une mousse persistante apres 15 min confirme la présence des
saponosides (Farnsworth, 1966 ; Bidie et al., 2011; Y adav et Agarwala, 2011).
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11.9.4.Stéroides

La présence des stéroides ou des phytostérols dans les différents extraits des espéces
étudiées est réalisée selon la réaction de Liebermann-Burchard (Kenny, 1952). L’extrait est
mélangé avec 2 ml de chloroforme puis ce mélange est filtré. Quel ques gouttes d’acide acétique

anhydre sont gjoutées au filtrat obtenu. Ce mélange est bouilli puisrefroidis. Ensuite, un volume
d’acide sulfurique concentré est ajouté. L’anneau brun produit a la jonction des deux phases
prouve la présence des stéroides (Tiwari et al., 2011).

[1.9. 5.Terpénoides

La mise en évidence des terpénoides est effectuée selon la méthode décrite par Y adav
et Agarwala (2011). L’extrait sec est dissout dans 2 ml de chloroforme et évaporé jusqu’a
I’obtention des résidus secs. A ces résidus 2 ml d’acide sulfurique concentré sont additionnés
et chauffé pendant 2 min. La couleur grisatre confirme la présence des terpenoides

11.9.6.Alcaloides

Les alcaloides sont mis en évidence par les tests de Mayer et de Wagner. L’extrait est
meélangé avec 2 ml d’HCl (1%) et chauffé doucement. Les réactifs de Mayer et de Wagner ont
été ensuite additionnés a ce mélange. La turbidité du précipité résultant est considérée comme
une évidence de la présence des al caloides (Farnsworth, 1966 ; Yadav et Agarwala, 2011).

[1.9.7. Composésréducteurs

Leur détection consiste a traiter 1 ml de ’extrait avec 2 ml d’eau distillée et 2 ml de la
liqueur de Fehling puis les tubes sont chauffés au bain marie & 40°C. un test positif est révélé
par la formation d’un Précipité rouge-brique.

11.9.8. Caroténoides

Les caroténoides, pigments terpéniques utiles ala photosynthése, sont mis en évidence
par le Trichlorure d’antimoine (SbCI3). On ajoute 2 a 3 gouttes de solution saturée de SbC13
dans du Chloroforme pour reprendre le résidu de 5 ml d’extrait aqueux évaporé a sec. Le
développement d’une Coloration bleue devenant rouge indique la présence des caroténoides
(Mamadou, 2012).

11.9.9. Quinoneslibres

5ml d’extrait plus quel ques gouttes de NaOH (1%) développent une couleur qui vire au
jaune, rouge ou violet, révéle la présence des quinones libres (Dohou, 2004).
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Matériel et Méhodes

activites
antinflamatoire

L’extrait
caractérisation
|
| |
caractérisation caracteisation
qualitative quantitative
I |
| |
Criblages Iioosniapgfsiis Activites
phytochimiques S biologiques
|
J— | | 1
polyphenoles Dossage de Activites activites
polyphenols antibacterienn antioxydant
Flavonoides || dossagede —  Test de DPPH
flavonoides
i Tanins | Dossage d.e acide | Test FRAP
phenolique
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Figure 7 : Procédé expérimental d'analyses
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[1.10. Analyses quantitatives
[1.10. 1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été fait par la méthode de Folin-Ciocalteau décrite par
Singleton et Rossi (1965). Chaque extrait (40 ul) ou I’acide gallique (0-800 ug/ml) est mélangé
avec 1,8 ml deréactif Folin-Ciocalteau (dilué 10 fois avec de 1’eau distillée). Aprés un repos de
5 min, 1,2 ml de la solution de Na 2 CO 3 (7,5 %) est gouté au mélange. Apres une
homogénéisation vigoureuse puis un repos de 60 min a I’obscurité, a température ambiante,
I’absorbance est mesuré a 765 nm par un spectrophotomeétre UV-Visible. Les résultats sont
exprimeés en mg en équivaent d’acide galliqgue EAG/g de poids sec (PS) de matériel végéta
(Shui et Leong, 2006).

extrait (40 pul)

1,8 ml de réactif Folin-Ciocalteau

Z

Aprés un repos de 5 min, 1,2 ml de la solution de Na2 CO 3

7

incubation a pendant 60 min

N

I’absorbance est mesurée a 765 nm

[1.10.2. Dosage destanins

La quantification des tanins condensés ou les proanthocyanidines est réaisée par
méthode est celle décrite par Sun et al. (1998) utilisant la vanilline-HCI. A 0,2 ml de ’extrait,
1 ml de la solution fraichement préparée de la vanilline 1% (p/v) en acide acétique glacial et
HCI (98:2, v/v) est ajouté. Aprés incubation a 30°C pendant 20 min, 1’absorbance est mesurée
a510 nm par un spectrophotomeétre UV -Visible. L’étalonnage est réalisé avec de la catéchine
(de0 a1l mg/ml) et letaux destanins condensés est calculé en mg équivalent de catéchine EC/g
de poids sec de matériel végétal.

0.2 mlde
SNZ.
1 ml de la solution
SN2
incubation a 30°C nendant 20

NZ

I’absorbance est mesurée a 510 nm
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11.10.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode colorimétrique de Kim et al.
(2003). Un volume de 1 ml de I’extrait est dilué avec 4 ml de1’eau distillée. Ensuite, 0,3 ml de
solution de nitrite de sodium NaNO 2 (5%) est gouté. Apres 5 min, 0,3 ml de solution de
chlorure d’aluminium AICI1 3 (10%) est ajouté. Le mélange est laissé au repos pendant 5 min,
puis 2 ml de solution d’hydroxyde de sodium NaOH (1 M) sont additionnés. Le volume de ce

mélange est complété a 10 ml avec de1’eau distillée. Apres agitation, 1’absorbance est mesurée
immédiatement a 510 nm un spectrophotomeétre UV-Visible. La gamme étalon est préparée
avec larutine (0,05-0,5 mg/ml) et les résultats sont exprimés en mg équivalent de rutine ER/g
de poids sec de matériel végétal.

1 ml de I'extrait est dilué avec 4 ml de I’eau distillée

\Z

0,3 ml de solution de nitrite de sodium

\Z

Aprés 5 min 0,3 ml de solution de chlorure d’aluminium

AV4

Aprés 5 min 2 ml de solution d’hydroxyde de sodium

SNZ

complété a 10 ml avec de I'eau distillée

\Z

I’absorbance est mesurée immédiatement a 510 nm

11.10.4. Dosage des acides-phénaols

L’estimation des acides-phénols est effectuée selon la méthode d’Arnov (Szaufer-
Hadjrych, 2004). Un volume de 1 ml d’échantillon est mélangé a5 ml de1’eau distillée, puis 1
ml d’HC1 (0,5 M), 1 ml de réactif d’Arnov [solution aqueuse de molybdate de sodium 10 (p/v)
et nitrite de sodium 10% (p/v)] et 1 ml d’hydroxyde de sodium (1 M) ont été additionnés. Le
volume du mélange réactionnel est complété a 10 ml avec de I’eau distillée. La lecture de
I’absorbance est faite a 490 nm par un spectrophotometre UV-Visible. L’acide caf€ique a été
utilisé comme référence pour la préparation de la courbe d’étalonnage avec des concentrations
allant de 0 a 200 pg/ml. Les résultats sont exprimés en pug équivalent d’acide caféique EAC/g
de poids sec de matériel végétal.
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1 ml de I'extrait est mélangé a 5 ml de I'eau distillée
LV 2
1 ml d’HCl
L2
1 ml de réactif d’Arnov
7
1 ml d’hydroxyde de sodium
7
complété a 10 ml avec de I'eau distillée

RZ

I’absorbance est mesurée a 510 nm

[1.11. Activitésbiologiques

Afin de valoriser les composés bioactifs présents dans les dattes prématurées,
notamment les extraits phénoliques riches en antioxydants, il est essentiel d’étudier leurs
activités biologiques spécifiques. Cet extrait peut présenter un fort potentiel en cosmétique,
notamment comme ingrédients actifs dans les formulations de déodorants naturels. En effet,
pour étre efficaces et bien tolérés, ces produits doivent conjuguer plusieurs propriétés : une
activité antioxydante pour protéger la peau du stress oxydatif, une action antimicrobienne pour
limiter la prolifération bactérienne responsable des mauvaises odeurs, et un effet anti-
inflammatoire pour prévenir toute irritation ou réaction cutanée. Ainsi, 1’évaluation des
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires de 1’extrait phénolique
constitue une étape clé dans la perspective de son application dermocosmeétique.

[1.11.1. Activité antioxydante
L’activité antioxydant est réalisée par deferent tests :DPPH ;ABTS ;FRAP

11.11.1.1. Letest DPPH (diphénylpicrylhydrazyl)

Une méthode largement utilisée pour anayser l'activité antioxydante. En fait, la
caractéristique du DPPH est sa capacité a générer des radicaux libres stables. Cette stabilité est
due ala délocalisation des éectrons libres au sein de lamolécule. La présence de ces radicaux
DPPH* donne a la solution une couleur violet foncé (Figure 04). La réduction des radicaux
DPPH* par les antioxydants entraine une décoloration de la solution (Molyneux, 2004). Le
potentiel antioxydant d'une substance ou d'un extrait de plante peut étre déterminé en suivant le
changement de couleur par spectrophotométrie a 517 nm (Popovici et a. 2010 ; Molyneux
2004)
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Figure 8: Réaction du test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Liang et Kitts, 2014).

MM ) — + Antioxydant-OHf ———» — —noy + Antioxydant-O

DPPH Radical libre DPPH-H forme réduile
(Violen) {Jaunc)
M ode opératoire

Cent (100) pul de I’extrait a différentes concentrations avec 3.9 ml de solution DPPH
méthanolique (25 mg / 100 ml de méthanol). Le mélange est incubé a 1’obscurité pendant 30
minutes et I’absorbance est lue 2517 nm.

Abs contréle : L’absorbance de contrdle (la solution de DPPH méthanolique testée en absence
d’extrait étudié : 3.9 ml de solution DPPH dans 2 ml d’eau distillée).

Abs échantillon : L’absorbance de1’échantillon (extrait de dattes prématurées du cultivar Ghars
ou de I’acide ascorbique a différentes concentrations avec le réactif de DPPH méthanolique).
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition en utilisant la formule suivante :

|C50% = [(Abs contrdle— Abs échantillon) / Abs contréle] x100

IC50 : est défini comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration
initiale de 50 %, il est lié ala capacité antioxydant.

[1.11.1.2. Testede’ABTS

La mesure de I’activité anti-oxydante est effectuée en utilisant la méthode dite a
I’ABTS (acide 2,2’-azino-bis (3-é&hylbenzothazoline-6-sulphonique)) décrite par Re et al.
(1999). Cette méthode mesure la capacité d’un antioxydant aréagir avec des radicaux cations
ABTS " produits par voie chimique (Fig. 7). Leradica cation ABTS * aune couleur vert-bleu
caractéristique. Il devient incolore quand il est réduit par des substances donneuses des protons.
Cette méthode quantifie la capacité d’'une molécule ou d’un extrait a piéger les radicaux en
mesurant 1’absorbance du mélange réactionnel antioxydant/radical au spectrophotométre a 734
nm. Les résultats sont exprimés par référence a un standard, qui est communément le Trolox
(Moore et Yu, 2008).

- | = L= B}

l % BN

et e coodlooratieon et

Figure9: Structurede’ABTS (Mooreet Yu, 2008).

Mode opératoire
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La solution du radical de ’ABTS ™ est préparée par la réaction entre une solution
d’ABTS 7 mM et une solution de persulfate de potassium K2S0g 2,45 mM incubées a 23 °C
pendant 12 a 16 heures, a I’obscurité. La solution d’ABTS ™ est diluée avec 1’éthanol (80%)
jusqu’a I’obtention d’une absorbance égale a 0,700+0,020 a 734 nm (Cai et al., 2004). Un
volume de 3,9 ml de cette solution est mélangé avec 0,1 ml de 1’échantillon testé, préparé a
différentes concentrations (10, 25, 50, 75, 100, 200, 400, 800 pg/ml). Le mélange est agité
vigoureusement. Aprés un repos de 6 min a 23 °C, I’absorbance est mesurée a 734 nm. La
courbe d’étalonnage est obtenue en utilisant une solution éthanolique de Trolox (acide
carboxylique 6-hydroxy-2,5,7,8-tetraméthylchroman) a différentes concentrations (0 a 500
KM). Les résultats sont exprimeés en UM équivalent de Trolox ET/g de poids sec de matériel
végétal.

[1.11.1.3. Testede FRAP

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) est déterminé dans |es différents extraits, selon la
méthode de Benzie et Strain (1996) avec de légéres modifications (Jaitak et al., 2010). Le
principe de cette méthode est basé sur la réduction de 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine
ferrique (TPTZ- Fe*") au 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine ferreux (TPTZ- Fe**), une forme
colorée obtenue en présence d’un agent antioxydant (Fig. 9). Le réactif FRAP est prépar¢ a
partir du tampon acétate (0,3 M, pH 3,6), du TPTZ 10 mM en solution dans de ’'HC1 40 mM €&t
d’une solution de FeCl3 (20 mM) en proportion de 10:1 :1 (v/v) respectivement. Une quantité de
1 mg de chague extrait sec est dissout dans 5 ml d’éthanol aqueux (70%) puis cette solution est
diluée pour obtenir différentes concentrations (10, 25, 50, 75, 100, 200, 400, 800 pug/ml). Un
volume de 50 pl de chague solution est gouté a 1,5 ml de réactif FRAP. Apres 4 min,
I’absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 593 nm par rapport au témoin constitué¢ de
I’éthanol aqueux a70% (Jaitak et al., 2010). Le Trolox est utilise comme standard (0 2800 puM)
et les résultats sont exprimés en uM équivalent de Trol ox.
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Fe-TPTZ + reducing antioxidant Fe-“TPTZ (intense blue st 595 nn)

Figurel10: Structure2,4,6-Tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazineferrique et ferrux
(Prior et al., 2005).

[1.11.2. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne des extraits de jujube a maturation précoce a été évaluée par
la méthode de diffusion en gélose. Le milieu Mller Hinton utilisé dans notre étude a été
décongel € dans un bain-marie a 95°C et versé dans des boites de Petri de 90 mm de diamétre a
raison de 15 ml par boite.
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Préparation des extraits : Nous avons utilisé des extraits non dilués (solutions méres
pour garantir I'efficacité des extraits précoces pour les souches utilisées) et les dilutions pour
chague échantillon éaient de 1/5, 1/10 et 1/15.

Préparation del'inoculum : Deux atrois colonies pures bien isolées de la souche atester
ont été prélevées sur les juvéniles cultivés sur gélose nutritive pendant 24 h et placées dans 5
ml de solution saline stérile. L'inocul ation a été réalisée par inondation pour recouvrir lasurface
de la gélose. Les boites inoculées ont été séchées a 35°C pendant 15 min (Daas amiour et al.
2014).

Dépdt des disques : Des disques de papier Waltman de diametre de 6 mm chacun, sont
préparés au niveau du laboratoire pédagogique, avant leur utilisation ils ont été stérilisés a 180
°C pendant 10 minutes. Avant deles placer sur lagélose, ils sont imbibés dansles extraitstestés
puis déposés alasurface de gélose al'aide d'une pince stérile. Les boites de pétri sont incubées
a 37 °C pendant 24 heures.

Les zones d’inhibition sont mesurées en mm, diamétre du disgue compris, al'aide d’un
pied a coulisse. Un extrait est considéré actif si le diamétre de la zone d'inhibition est supérieur
a6 mm (Daas amiour et al., 2014)

[1.11.3. Activités anti-inflammatoire

Piégeage du NO laméthode d'essai est fondée sur I'idée que | e nitroprussiate de sodium
produit spontanément de |'oxyde nitrique dans une solution aqueuse a un pH physiol ogique, qui
réagit avec |'oxygene pour former desions nitrite qui peuvent ére mesurés al'aide du réactif de
Griess. Les capteurs d'oxyde nitrigue entrent en compétition avec I'oxygene, ce qui entraine une
formation moindre d'ions nitrite. Pour |'essai, différentes doses de chague fraction dEGAE
dissoute dans du méthanol ont éé combinées avec du nitroprussiate de sodium (10 mM) dans
une solution saline tamponnée au phosphate, et incubées a température ambiante pendant 150
min. Comme témoin, le méme mélange réactionnel a été utilisé, mais avec laméme quantité de
méthanol ala place de chague fraction dEGAE. Un volume de 0,5 ml du réactif de Griess [1
pour cent de sulfanilamide, 2 pour cent de H3PO4 et 0,1 pour cent de dichlorhydrate de N-(1-
naphtyl)éthylénediaming] a été gjouté aprés la période dincubation. A 546 nm, |'absorbance du
chromophore a éé mesurée [49]. L'acide gallique et la rutine ont été utilisés comme témoins
positifs. Une courbe d'étal onnage basée sur des solutions de nitrite de sodium de concentrations
connues a été utilisée pour quantifier la quantité de nitrite produite en présence ou en absence
de l'extrait végétal (Sregjatan et Rao, 1997).

[1.12. Caractérisation par HPLC
[1.12.1. Principe

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) repose sur le principe de la
séparation des composants d'un mélange en solution, en utilisant une colonne de
chromatographie remplie de particules stationnaires hautement poreuses, comme la silice ou

I'octadécylsilyl. Les composants se séparent en fonction de leur affinité relative pour la phase
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mobile et |a phase stationnaire, ce qui entraine des différences de temps de rétention et de
distribution des composants dans la colonne (Anderson et al., 2015). Le processus de
séparation est réalisé par I'écoulement continu de la phase mobile a travers la colonne, qui
entraine les composants du mélange atraverslaphase stationnaire. L es composants se séparent
en fonction deleur affinité relative pour laphase mobile et |a phase stationnaire, ce qui entraine
des différences de temps de rétention et de distribution des composants dans la colonne. Les
composants émergent de la colonne a des instants différents et sont détectés par un détecteur

approprié (Meyer, 2010). L'échantillon est dissous dans la phase mobile et injecté dans la

colonne de chromatographie. La phase mobile peut étre composée d'un solvant simple ou d'un
mélange de solvants qui est spécifiqguement choisi en fonction de la nature du composé a
séparer. Des parametres tels que le pH, la concentration en sel et la température peuvent
également étre gjustés pour optimiser la séparation (Meyer, 2010). Le détecteur utilisé pour
I'HPLC peut étre un détecteur UV, un détecteur a fluorescence ou un détecteur de masse, en
fonction delanature des composés recherchés et delasensibilité nécessaire pour leur détection
(Anderson et al., 2015).
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Figurel1l: Lesorganesd’une chaine HPLC 16 (Dgraeve et Berthou, 1986).

[1.12.2. Appareillage

La constitution de 1’appareillage d’un réservoir qui contient la phase mobile, un
systeme de pompage, un injecteur, une colonne chromatographique, un détecteur et un systeme

d’acquisition des données (Dgraeve et Berthou, 1986).
11.12.2.1. Lesdispositifsde pompage

La partie du chromatographe permettant de prélever 1’¢luant c’est le systéme de

pompage, et aussi de réguler le débit et de maintenir lapression de’ensemble. Sur une chaine
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HPLC classique, le systéme de pompage peut refouler jusgu'a atteindre une pression de 400
bars, en exécution, on générale la pression de travail est comprise entre 100 et 250 bars
(Nicaise, 2013). On utilise deux types de pompes mécaniques : une pompe alternative et une

seringue commandée.

Codonne

Moteur
"— /\\
|
'

Prston alternatf

Figurel2: Selvam Pompe alternative
pour HPLC (Skoong et al,
2006)

11.12.2.2. Lesdispositifsd’injection del’échantillon

L'introduction de I'échantillon dans le systeme chromatographique se fait généralement
par injection a l'aide d'une seringue, a travers un septum en élastomere. Cependant, cette
méthode n'est pastrés rentable et son utilisation reste limitée aux pressionsinférieures aenviron
100 bars. Une autre technique consiste en l'injection a écoulement bloqué. Dans ce cas, on
interrompt temporairement le flux de solvant, on ouvre un orifice situé au-dessus de la colonne,
et on y injecte directement |'échantillon a l'aide d'une seringue. Ces dispositifs d'injection font
désormais partie intégrante des appareils modernes de chromatographie liquide haute
performance (HPLC). Ils sont équipés de boucles interchangeables permettant de sélectionner

des volumes d'échantillon compris entre 5 et 500 microlitres (Skoog et al., 2006).

Il existe deux principales méthodes pour injecter |'échantillon a analyser dans le systéme

chromatographique :

L'injection manuelle : L'appareil est équipé d'une vanne multipistes installée sur le
parcours de la phase mobile, juste avant la colonne. L'échantillon est introduit & I'aide d'une
microseringue dans un petit volume tubulaire appelé anneau d'injection. Il est ainsi injecté
directement dans le flux de phase mobile.

L'injection automatique : Un injecteur automatique muni d'une vanne a boucle
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d'injection de volume fixe permet d'introduire I'échantillon sans modifier lapression al'intérieur
de la colonne chromatographique (Thierry, B. 2001). Cette méthode automatisée garantit une

meilleure reproductibilité des injections.

[1.12.2.3. Les colonnes

L'élément central d'un systéme de chromatographie liquide haute performance (HPLC)
est la colonne chromatographique. Le choix d'une colonne HPLC appropriée dépend des

parametres suivants :

— Letype de phase stationnaire constituant |e remplissage de la colonne

Lalongueur de la colonne

— Ledébit auquel la phase mobile est acheminée

Le diamétre des particules (dp) composant |e remplissage

Le choix judicieux de ces différents parameétres est crucial pour obtenir une séparation efficace

des composeés lors de I'anayse (Thierry, 2001).

En chromatographie liquide haute performance (HPLC), les colonnes sont généralement
constituées d'acier inoxydable. Cependant, dans le cas de basses pressions, il est possible
d'utiliser des colonnes en verre a paroi épaisse. Les dimensions courantes sont une longueur de
10 230 cm, et un diamétre intérieur de 4 a 10 mm. Le remplissage particulaire a typiquement
unetaille de 5 a 10 micrométres (Skoog et al., 2006).

Pour la HPLC en phase inversée, ou la phase mobile est |égerement polaire et la phase
stationnaire apolaire, la qualité du gel de silice constituant la phase stationnaire influence
grandement I'efficacité de la séparation. Les colonnes de type C18, comprenant des chaines
akyles a 18 atomes de carbone greffées sur un support de silice, sont couramment utilisées,
notamment pour I'analyse de produits pharmaceutiques. La haute qualité et I'nomogénéité du

greffage sont essentielles pour obtenir des performances optimales.

La phase stationnaire apolaire, est constituée d’un gel de silice dans lequel on a greffé
des fonctions chimiques le plus souvent de chaines akyles a 18 atomes de carbone

hydrophobes. Il existe deux types de phase stationnaire :

1) La phase stationnaire normale : Dite la phase normale est constituée de gel de silice,
un matériau trés polaire. Avec ce type de phase, il est nécessaire d'utiliser une phase mobile
apolaire (éluant apolaire) afin d'obtenir une séparation efficace des composes (Coursimault, A.
1998).
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La phase stationnaire : inversée Généralement la phase inverse est constituée de silice greffée
avec des chaines alkyles linéaires a 8 ou 18 atomes de carbone, lui conférant un caractére
apolaire. Ce type de phase nécessite l'utilisation d'une phase mobile polaire comme
I'acétonitrile, le méthanol ou I'eau. Avec cette configuration, les composés les plus polaires sont
élués en premier. Contrairement a la phase normale, la phase inverse ne subit pas d'évolution
dans le temps, ce qui permet de maintenir une qualité de séparation constante (Coursimault, A.
1998).

- Mode opératoire

1) L'analyse des composes phénoliques a été réalisée par chromatographie liquide haute performance
(HPLC). Une colonne C18 a été utilisée et maintenue a 35°C. L'édution sest déroulée en mode
isocratique, avec un débit constant de 1 ml/min et une phase mobile constituée d'un mélange acide
acétique (solvant A) / acétonitrile (solvant B). La détection des composés a été assurée par un détecteur
réfractométrique. Des standards de compose phénolique (acide gallique, catéchine, quercétine et rutin)
dissous dans|'eau ultrapure ont été utilisés pour I'identification des composes phénoliques présents dans
I'extrait. Cette identification a été réalisée par comparaison des temps de rétention des pics observés
dansI'extrait avec ceux des standards.
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Chapitrelll Résultats et Discussions

[11.1. Rendement d’extraction

L’extraction des métabolites secondaires des dattes prématurées par macération dans
un mélange méthanol/eau (80:20, v/v) a permis d’obtenir un rendement d’extraction de
19,12%. Ce rendement est considéré comme élevé, ce qui refléte I’efficacité du solvant utilisé
ainsi que la richesse de la pulpe de datte en composes extractibles. Comparativement, une
€tude antérieure rapporté un rendement de 12,39% (Telli et al., 2010). Cette différence peut
étre attribuée a plusieurs facteurs tels que : La variété de dattes utilisee, la maturité
physiologique au moment de la récolte, le rapport solvant/matiére végétale, le temps de
macération et les conditions expérimentales Ce rendement supérieur suggere que les dattes
prématurées utilisées dans cette étude constituent une matiere premiére intéressante pour
I'extraction de composeés bioactifs, en particulier dans le cadre d'une val orisation cosmétique.

[11.2. Teneur en matiére séeche

L'objectif de la détermination de la teneur en matiére seche MS est de permettre la
mesure de la teneur en polyphenols totaux (PPr) et en flavonoides totaux (Ft) de dattes en
fonction de I'unité du poids sec defruit (Telli et al., 2010).

L’analyse menée a révélé que la pulpe des dattes prématurées étudiées présentait une
teneur en matiere seche de 46,73 %. Cela signifie qu’environ la moiti¢ du poids total de
I’échantillon est constituée de substances solides, traduisant ainsi un taux d’humidité

relativement élevé — caractéristique typigue des dattes en phase précoce de maturation.

A titre de comparaison, une étude antérieure a rapporté une teneur en matiére séche de
70,21 % (Telli et a., 2010), soit unevaleur nettement plus élevée. Cette différence significative
peut s’expliquer principalement par le stade de maturité des dattes : plus le fruit est avancé
dans son développement, plus sa teneur en eau diminue naturellement. D’autres facteurs
peuvent également intervenir, tels que les conditions de séchage ou de stockage avant

I’analyse, ainsi que le type de datte ou son origine géographique.

Dans notre éude, la faible teneur en matiére seche observée refléte la nature immature
des dattes analysées. Bien que cette faible concentration puisse théoriquement réduire le
rendement en composés bioactifs, nos résultats ont mis en évidence un rendement d’extraction
élevé. Celatémoigne non seulement de I’efficacité de laméthode d’extraction employée, mais
aussi de la richesse de la matrice végétale en substances solubles, notamment en composés
bioactifs.

40



Chapitrelll Résultats et Discussions

[11.3. Criblage phytochimique

L'analyse phytochimique effectuée sur |'extrait aqueux de dattes prematures (variété
Bent Kbala, stade Khalal) a permis de détecte Le tableau 12 présente les résultats des tests
phytochimiques. D'aprés ce tableau, on note la présence de certains composé chez I'extrait
aqueux de dattes prematures (phenols, flavonoides, tanins, saponines et Coumarines) et absence
des (Anthocyanes, Alcal oides, Stéroides, quinoneslibres, Composés réducteurs, Terpénoides).
On connait bien ces composés pour leurs vertus antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes. Plus particulierement, les tanins produisent des effets astringents et
antimicrobiens en précipitant |es protéines microbiennes (Kaur et al., 2009).

Tableau 5 : Analyse phytochimique

Flavonoide +
Phenol et tanin +
Saponosides +
Coumarines +
Anthocyanes =
Alcaloides -
Terpéenoides =
Composésréducteurs -

quinoneslibres =

Stéroides -

Les flavonoides, bien représentés dans notre extrait, sont largement reconnus pour leur
capacité aneutraliser les radicaux libres, ainhiber les enzymes pro-oxydantes et a moduler les
processus inflammatoires, comme 1’ont souligné Panche et al. (2016). La présence de
saponosides, également détectée, renforce le potentiel bioactif de I’extrait. Ces comp0SEs
amphiphiles sont souvent associés a des propriétés antifongiques, anti-inflammatoires,
hémolytiques, ainsi qu’a une stimulation du systeme immunitaire. Leur capacité ainteragir avec
les membranes cellulaires peut conférer une activité biologique notable (Sparg et al., 2004). Par
ailleurs, la détection de coumarines, bien que non précisée quant au mode d’extraction ou aleur
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concentration exacte, suggére un potentiel pharmacologique intéressant. Selon Venugopala et
al. (2013), ces composes aromatiques lactoniques sont connus pour |eurs effets anticoagul ants,
leur capacité a absorber les rayons UV et leur action inhibitrice sur certaines enzymes
bactériennes. Cependant, plusieurs classes de métabolites secondaires majeurs n’ont pas été
mises en évidence dans I’extrait aqueux, notamment les alcaloides, les terpénoides, les
stéroides, les quinones libres, les anthocyanes et les composeés réducteurs. Cette absence peut
étre attribuée a la polarité élevée du solvant utilisé (I’eau), qui est moins efficace pour
I’extraction de composés faiblement polaires. En effet, commele souligne Harborne (1998), les
alcaloides et les stéroides sont généralement mieux extraits a 1’aide de solvants organiques a
polarité modérée, tels que le méthanol ou le chloroforme. De méme, les terpenes, en raison de
leur nature lipophile, sont difficilement solubles dans 1’eau.

Par conséquent, la composition phytochimique de I'extrait, principalement dominée par les
composes phénoligues (comme les flavonoides et |estanins), semble correspondre aux résultats
biologiques observés dans différents aspects de I'étude, particuliérement en termes d'activité
antioxydante (tests DPPH, FRAP, ABTYS) et d'action antimicrobienne. Cela indique que ces
COMPOSES pourraient avoir une importance centrale dans les activités biol ogiques observées.

[11.4. Teneur de polyphénolstotaux

La quantification des polyphénols totaux a été effectuée en suivant la technique de
colorimétrie de Folin-Ciocalteu proposée par Singleton et Ross en 1965. Les résultats sont
présentés en mg d'équivalent d'acide gallique par gramme de poids sec .( Figure 14)

La teneur en polyphénols totaux dans I’extrait de dattes prématurées a été évaluée a
546,98 mg EAG/g PS, ce qui traduit une concentration notable en composés phénoliques
bioactifs.

Ce taux éleve refléte la richesse des dattes prématurées en substances antioxydantes
naturelles. Toutefois, cette valeur est |égérement inférieure a celle rapportée dans une étude
précédente 633,46 mg EAG/g PS (Telli et a, 2010). Cette variation peut s’expliquer par
plusieurs facteurs, notamment |e stade de maturité des fruits, la variété étudiée, les conditions
agroclimatiques et les parametres d’extraction (Balasundram et al., 2006).

Malgré une légére différence, la quantité obtenue reste trés significative. Les
polyphénols sont bien connus pour leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires (Pandey et Rizvi, 2009 ; Scalbert et Saltmarsh, 2005). Ainsi, cette concentration
justifiel'intérét de cet extrait dans des formulations cosmétiques a visée antioxydante, en raison
de sa capacité aneutraliser lesradicaux libres et a protéger les cellules cutanées contre | e stress
oxydatif (Daglia, 2012).

[11.5. Teneur desflavonoidestotaux
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La quantification des flavonoides totaux a été effectuée en suivant la méthode de Kim
et al. (2003) a été utilisée pour déterminer la concentration en flavonoides. Les résultats sont
présentés en équivalents de mg de rutine (ER) par gramme de poids sec (PS). (Figure 14)

Lateneur en flavonoides totaux est de 182,87 mg EQ/g PS, révélant une bonne richesse
en composes flavonoidiques.

Cette concentration est |égerement inférieure a celle observée dans la littérature 212,57
mg EQ/g PS (Telli et a 2010), ce qui peut étre attribué aux variations dans les conditions

d’extraction, la nature du solvant, ou encore la variété de dattes utilisée (Amira et al., 2012 ;
Hong et al., 2006).

Les flavonoides sont des antioxydants puissants qui contribuent a la neutralisation des
radicaux libres et ala protection contre les processus oxydatifs. Leur présence importante dans

I’extrait renforce son potentiel d’utilisation dans des produits de soins cutanés antioxydants
(Pietta, 2000 ; Kumar et Pandey, 2013).

[11.6. Teneur destanins

Concentration en tanins Approche employée de Laméthode de vanilline-HCI de Sun et
al. (1998) a été utilisée pour déterminer |a concentration en tanins condensés. Les résultats sont
présentés en équivalence de milligrammes de catéchine (EC) par gramme de poids sec (PS).
(Figure 15)

La concentration en tanins est évaluée a 32,92 mg EC/g PS, une valeur sensiblement
inférieure a celle rapportée dans la littérature pour d'autres variétés 268,29 + 3,91 mg EC/g PS
(Bensasi et d., 2019).

Cette différence importante pourrait ére due a la nature des tanins présents
(hydrolysables vs. condensés), aux conditions agroécologiques, ou encore au procédé
d’extraction utilisé (Barreira et al., 2009 ; Makkar et al., 1995).

[11.7. Teneur desacides phénoliques

L'évaluation des acides phénoliques a éte eff ectuée en suivant |laméthode colorimétrique
d'Arnov (Szaufer-Hadjrych, 2004). La méthode se base sur la création d'un complexe coloré
entre les acides phénoliques et le réactif d'/Arnov. Les résultats sont exprimés en ug équivalent
acide caféique (EAC) par gramme de poids sec (g PS).( Figure 16)
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La teneur totale en acides phénoliques est de 209,36 ugEC/g PS. Bien que I'on ne
dispose pas de référence comparative directe pour cette variété de datte a ce stade de maturité,
cette valeur confirme la présence de composeés phénoliques libres, souvent associés a des effets
protecteurs vis-aVvis des réactions inflammatoires et oxydatives (Manach et a., 2004 ; Dai et
Mumper, 2010).

Les acides phénoliques comme |’acide férulique, caféique ou gallique sont largement
étudiés pour leurs bienfaits dermatol ogiques. Leur présence soutient 1’intérét de cet extrait pour
la formulation de soins réparateurs, apaisants et antioxydants (Balasundram et al., 2006 ;
Crozier et al., 2009).

[11.8. Activite biologiques
[11.8.1 Activité antioxydante

[11.8.1.1 Test DPPH

L'évaluation de I'activité antioxydante a été effectuée en utilisant le test de captage du
radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

L'examen a déterminé une concentration inhibitrice médiane (1Cso) de 721,47 ng/ml,
signalant une capacité antioxydante modérée de |'extrait méthanolique des dattes prématurées.

Comparativement a une étude précédente qui arapporté une I1Cso de 864,06 pg/ml(Telli
et a, 2010). le résultat obtenu dans cette étude indique une activité antioxydante plus marquée.
Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs, notamment : La richesse en composes
phénoliques, flavonoides et tanins dans1’échantillon étudié, qui sont reconnus pour leur pouvoir
antioxydant. Les conditions d'extraction (type de solvant, durée de macération) qui peuvent
améliorer la récupération des antioxydants naturels. La variété des dattes et leur stade de
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maturité, qui influencent fortement la composition biochimique.Cette efficacité est
probablement liée a la synergie entre flavonoides et acides phénoliques présents dans 1’extrait
(Brand-Williams et al., 1995 ; Wojdylo et a., 2007). L’extrait présente un pouvoir antioxydant
prometteur, pertinent dans des produits visant a protéger la peau contre les agressions
oxydatives quotidiennes (Kahkonen et al., 1999 ; Rice-Evans et a., 1997).

11.8.1.2. Test ABTS

L'évaluation du pouvoir de piégeage des radicaux libres a été réalisée a l'aide du test
ABTSe+, conformément au protocole de Cai et a. (2004). Les résultats sont présentés en
équivalent Trolox uM (ET) par gramme de poids sec. (Figure 18)

L'évaluation de I'activité antioxydante de I'extrait méthanolique des dattes prématurées
arévélé unevaleur de 661,97 uM ET/g.

Comparée a une étude antérieure ayant rapporté une activité de 71,07 + 0,6 uM ET/g
pour des dattes au stade Khalal(Bensasi et al, 2019). L’extrait é¢tudié dans cette recherche
montre une activité antioxydante prés de 9 fois plus élevée. Ce résultat indique une forte
capacité de neutralisation des radicaux ABTSe+, ce qui souligne la richesse de 1’extrait en
composes antioxydants hydrosolubles, notamment les polyphénols et flavonoides. Plusieurs
facteurs peuvent expliquer cette supériorité. D’abord, la variété locale « Bent Kbala », peu
étudiée jusqu’a présent, pourrait présenter un profil métabolique unique, caractérisé par une
teneur élevée en polyphénols réducteurs, comme cela a éé observé pour d'autres variétés
spécifiques de dattes (Al-Farsi et a., 2005). Ensuite, laméthode d'extraction utilisée dans cette
€tude — une macération dans un mélange méthanol/eau — est reconnue pour son efficacité a
extraire les composés phénoliques, en particulier ceux solubles dans des solvants polaires (Ignat
et a., 2011). Enfin, les conditions agro-climatiques propres alarégion de Ghardaia, notamment
I’ensoleillement intense et le stress hydrique fréquent, favorisent la biosynthése de métabolites
secondaires tel's que les polyphénols, qui sont souvent produits par les plantes en réponse aux
stress environnementaux (Ksouri et al., 2008).

Ainsi, ces observations confirment que I'extrait de dattes prématurées « Bent Kbala »
présente une forte capacité de réduction, ce qui renforce son potentiel en tant qu’antioxydant
naturel aintégrer dans des formul ations cosmétiques ou pharmaceuti ques destinées a combattre
le stress oxydatif.

[11.8.1.3. Test FRAP

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), basé sur la méthode de Benzie et
Strain (1996) et modifié par Jaitak et ses collaborateurs en 2010, a également été utilisé pour
evaluer I'activité antioxydante. Ce test est basé sur la transformation du complexe TPTZ-Fe3*
en TPTZ-Fe** par les antioxydants présents dans I'extrait, ce qui conduit a la création d'un
complexe bleu. Les résultats ont été quantifiés en termes d'équivalent Trolox en uM. (Figure
18)
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L'extrait méthanolique des dattes prématurées (variété Bent Kbala, stade Khalal) a
montré un pouvoir antioxydant réducteur de 875,98 uM équivalent Trolox.

L'essai FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) évalue la faculté des antioxydants
atransformer le complexe ferrique TPTZ-Fe3* en fer ferreux TPTZ-Fe2*, produisant une teinte
bleue quantifiée a 593 nm (Benzie & Strain, 1996). Cette technique repose sur le transfert
d'éectrons, al'opposé d'autres tests tels que DPPH qui font appel a des processus de transfert
d'hydrogéne. Le chiffre élevé enregistré indique que l'extrait est riche en composés
antioxydants a méme de diminuer les ions ferriques, notamment les polyphénols, flavonoides
et autres métabolites secondaires réputés pour leur forte capacité réductrice (Prior, Wu et
Schaich, 2005). Ces substances fonctionnent en capturant les radicaux libres et en bloquant les
mécanismes de peroxydation lipidique, favorisant de ce fait la stabilité des cellules.

Ce constat souligne une notable capacité antioxydante de I'extrait via un processus de
réduction, ce qui pourrait indiquer une protection potentielle contre | e stress oxydatif. Dans le
secteur cosmétique, cette activité revét une importance capitale, en particulier pour la création
de soins anti-age et de produits protecteurs pour la peau. Effectivement, les extraits abondants
en antioxydants naturel s sont tres prisés pour leur potentiel a maintenir I'intégrité de la peau, a
retarder |'apparition des signes devieillesse et a contrer |es effets nuisibles des espéces réactives
de I'oxygene (Kahkonen et a., 1999 ; Pandey et Rizvi, 2009).

[11.8.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de I’extrait brut des dattes prématurées a été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette méthode consiste a déposer différentes
concentrations de I’extrait sur des disques placés sur un milieu gél osé ensemencé par la souche

microbienne ciblée. Le témoin négatif utilise était le DMSO, qui n’a montré aucune zone
d’inhibition, confirmant que I’effet observé est d0 exclusivement a1’extrait. Le résultat obtenu

Tableau 5: Impact de I’extrait analysé sur les souches bactériennes

Candida albicans 10mm 9mm 8mm 0
Pseudomonase aeruginosa 17mm 14mm 9mm 0
Bacillus subtilis 10mm 8mm 7mm 0

L'extrait a démontré une action modérée contre C. albicans, avec une zone d'inhibition
maximale de 10 mm a la concentration initiale, qui Samenuise progressivement en fonction de
la dilution. La présence de composés phénoliques et flavonoidiques qui modifient la
perméabilité membranaire des levures est al'origine de cette activité antifongique (Nabavi et
a., 2015). Toutefois, la sensibilité modérée de cette souche pourrait étre liée a la structure
complexe de saparoi cellulaire.
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Pour |e Pseudomonas aeruginosa ; A la concentration maximale, une zone d'inhibition
de 10 mm aéténotée. P. aeruginosa est une bactérie Gram-négative particuliérement résistante
gréce a sa membrane externe et ses systemes d'efflux. Néanmoins, I'extrait a été capable de
freiner sa prolifération a des concentrations significatives, mettant en évidence une activité
antimicrobienne encourageante (Rauf et al., 2021).

B. subtilis qui a démontré I'activité la plus importante, avec une zone dinhibition
atteignant jusgu'a 17 mm alaconcentration maximale. Cette sensibilité accrue pourrait étre due
ala structure plus perméabl e des bactéries Gram-positives aux composeés phénoliques, qui ont
un effet perturbateur sur la synthése des protéines ou provoquent des ruptures membranaires
(Daglia, 2012).

Les effets constatés sont similaires a ceux rapportés dans d'autres recherches sur des
extraits phénoliques issus de la nature. Par exemple, Bouhlali et a. (2017) ont enregistré une
inhibition de Staphylococcus aureus et Escherichia coli due aux extraits de dattes, avec des
zonesvariant entre 10 et 18 mm. Cesrésultats corroborent I'hypothéese selon laquelle larichesse
en polyphénols, flavonoides et tanins contribue de fagon synergique al'effet antimicrobien.

[11.8.3. Activité anti-inflammatoire

L'extrait de dattes précoces a fait I'objet d'une évaluation de son activité anti-
inflammatoire a l'aide du test de capture de I'oxyde nitrique (NO), en se basant sur la méthode
décrite par Green et a. (1982), avec des agustements. Le nitroprussiate de sodium
(N&[FE(CN)sNQ]) produit naturellement du NO en solution aqueuse lorsque le pH est au
niveau physiologique. Cedernier entre en réaction avec I'oxygeéne pour produire desions nitrite
(NO,") qui sont quantifiésal'aide du réactif de Griess, qui est composé de sulfanilamide, d'acide
phosphorique (HsPO,) et de NED (N-(1-naphtyl)éthylénediamine dichlorhydrate). Lorsqu'un
antioxydant ou un inhibiteur est présent, la production de nitrites se réduit, ce qui dénote une

action anti-inflammatoire.L "absorbance a été évaluée a 546 nm, les résultats étant exprimés en
ICso, qui représente la concentration de |'extrait requise pour inhiber 50 % de la production de
nitrites. Résultat obtenu : L'analyse des dattes prématurées arévélé une ICs, de 81,83 pg/ml,
démontrant une forte capacité ainhiber le NO et par conséquent un potentiel anti-inflammatoire
notable.

L'activité observée pourrait ére due a |'abondance de composés phénoliques dans
I'extrait (polyphénols, flavonoides, tanins), qui sont reconnus pour leur aptitude a freiner les
meédiateurs pro-inflammatoires tels que I'oxyde nitrique (NO), les prostaglandines et les
cytokines (Kumar et a., 2014 ; Amira et a., 2012). L'extrait, en atténuant partiellement la
production de NO, démontre une activité comparable, quoique mesurée, par rapport a des
molécules de référence comme I'acide gallique ou la rutine. Ces conclusions mettent en
évidence le potentiel de cet extrait pour des applications thérapeutiques et cosmétiques,
notamment dans le traitement des inflammations cutanées ou des troubles oxydatifs liés a une
production excessive.
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[11.9. Analyse chromatographique
111.9.1. Conditions expérimentales

L’¢échantillon a été analys¢ par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
utilisant une colonne en phase inverse C18 et une détection UV a 254 nm. La phase mobile était
constituée d’un gradient d’acétonitrile et d’acide acétique a 1% dans 1’eau, optimisé pour la
séparation des composés polyphénoliques. Le volume d’injection était de 20 pL et le débit fixé
a 1,0 mL/min. La détection a 254 nm cible spécifiguement les structures aromatiques
conjuguées, typiques des phénols.
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111.9.2. Résumédesrésultats: Composés phénoliques détectés dans1’échantillon

Le profil chromatographique de 1’échantillon révele une composition polyphénolique
riche et variée. comme 1’acide gallique. Les pics moyens (17-27 min) incluent des flavanols
(catéchine), des flavonols (quercétine, kaempférol) et leurs dérivés glycosylés (rutine).

Le composé majoritaire est laquercétine (25,4 min ; 16,37%), flavonol bien connu pour
ses propriétés antioxydantes, suivie du kaempférol (26,0 min ; 11,76%). Ces composés sont
réputés pour leur activité biologique, notamment leurs effets anti-inflammatoires, antioxydants
et protecteurs contre les rayons UV, ce qui les rend intéressants pour les formulations
cosmétiques.

Les picstardifs (>30 min) indiquent la présence de composeés plus volumineux et moins
polaires, tels que les ellagitannins et les tanins condensés, responsables d’une activité
antioxydante durable et d’une certaine astringence.

La détection a 254 nm confirme la nature aromatique de la majorité des composés
détectés, lestransitions =—n* étant caractéristiques des structures phénoliques. Ce profil est en
parfaite cohérence avec les données rapportées dans lalittérature sur les dattes.
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111.10. Analyses statistiques

111.10.1. Profil phytochimique et antioxydant

Résultats et Discussons

Tableau 6: Résultats de I’analyse HPLC : identification et quantification des
composés phénoliques dans I’extrait aqueux de pulpe de dattes

Tempsderétention
(min)
2.255

17.317
17.734
20.852

21.395
23.202
23.955

24.635
25.057
25.400
26.005
27.723

28.891
33.019

36.448

Pourcentage
de surface
0,18%

0,98%
0,68%
0,55%

0,26%
1,94%
3,19%

4,08%
2,47%
16,37%
11,76%
0,47%
0,90%
8,27%

3,33%

Identification probable
Acide galique

Catéchine/ Epicatéchine
Epi catéchine (probable)
Acidevanillique/ p-
Coumarique
Acide syringique
Acideférulique
Acide dlagique

Rutine

Myricétine/ Quercétine-
glucoside
Quercétine
Kaempférol
Lutéoline
Apigénine
Ellagitannins

Procyanidines

Classe chimique

Acide phénolique
simple
Flavanol
Flavanol
Acide phénolique

Acide phénolique
Acide phénolique
Tanin
hydrolysable
Favonol
glycoside
Favonol
glycoside
Flavonol
Favonol
Favone
Flavone
Tanins
hydrolysables
Tanins condensés

Polyphénols totaux : tres éevés (565 mg/100g) avec une faible variation — excellent potentiel
antioxydant et stabilité pour les soins cosmétiques.

Flavonoides : 183 mg/100g — propriétés apaisantes, anti-inflammatoires, idéales pour les
déodorants naturels.

Tanins: 33 mg/100g — effet astringent, utile pour réduire la transpiration.

Acides phénoliques : 209 mg/100g — rdle antimicrobien et antioxydant.

[11.10.2. Activitésbiologiques

Activité antioxydante

DPPH, FRAP, ABTS — tous les tests confirment une forte capacité de neutralisation des
radicaux libres, donc une protection cellulaire importante.

Activité anti-inflammatoire
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Inhibition moyenne : 81,85 % — trés bon effet apaisant pour peaux sensibles ou irritées.

[11.10.3. Corrélations entre composés et activités

Comélatons esire les peramdtres phytochimiques #1 Dicacfs
»w
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Corréationstresfortes:

Cela montre une cohérence biologique et
Polyphénols < Flavonoides (r=0.94) cosmétique forte, indiquant que les
mé MPOSE r f
Polyphénols <> ABTS (r=1.00) e.mes co poses. assurent des effets
antioxydants et apai sants.

FRAP <> ABTS (r=0.99)

FRAP « Activité anti-inflammatoire (r=0.99)

Corréationsnégatives:

Acides phénoliques «» DPPH (r=-0.76) — indique une interaction spécifique dans les
mécani smes antioxydants.

Polyphénols <> Acides phénoliques (r=-0.72) — suggere un équilibre entre sous-classes de
COMpPOSES.

[11.10.4. Activité antimicr obienne
Trois micro-organismes testés :

Activitétres marquée, dose-

szl sl s Eleir) Tres sensible (p<0.001) dépendante.
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Modérément Effet présent

Candidaalbicans surtout a concentration
(fongique) sensible (p=0.036) brute.
Pseudomonas aer uginosa Effet non significatif.
(Gram-) Résistant (p=0.125) Requiert d’autres agents

Les tests statistiques (ANOVA + test de Levene) montrent que les données sont normal ement
distribuées, avec des variances homogenes — résultats fiables.

Test post-hoc de Tukey : confirme que plus I’extrait est dilué, moinsil est efficace.

Effet des concentrations d'extrait de datte sur I'activite antimicrobienne
Tests ANOVA + Tukey sur toutes les données

Bacillus_subdlilis Candida_albicans Pseudomonas_aenuginosa

Concentration
s B ey
— =
b B 10
$ il B 13

Diamétre dinhibition (mm)
. k

——ln —_——

Cﬂn:ent.r-alwor'l {dl\ull.z;n de J'Eﬂ‘ra;{‘)
111.10.5. Applications cosmétiques envisagées

Déodorants naturels : gréce a leffet anti-transpirant des tanins e au pouvoir
antioxydant/apai sant.

Soins purifiants : forte action contre les bactéries Gram+ (comme B. subtilis).

Soins antifongigques doux : actifs a concentration élevée contre Candida.

Limite : inefficacité sur Pseudomonas seule — besoin de synergie avec d’autres extraits.
Conclusion globale:
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Chapitrelll Résultats et Discussions

L’analyse statistique menée sur 1’extrait des dattes prématurés du cultivar Bent Kbala
met en évidence une richesse phytochimique remarquable, caractérisée par des teneurs élevées
et relativement stables en polyphénols totaux, flavonoides, tanins et acides phénoliques. Ces
Ccomposes sont étroitement liés a une activité antioxydante significative, confirmée par les tests
DPPH, FRAP et ABTS, ainsi qu’a un effet anti-inflammatoire prononcé, avec un taux moyen
d’inhibition de 81,85 %.

Les anayses de corrélation révélent des associations statistiques fortes entre les
polyphénols et |es activités antioxydantes et anti-inflammatoires, ce qui souligne la cohérence
biochimique de I’extrait et renforce son potentiel d’application cosmétique. Sur le plan
microbiologique, 1’extrait présent une activité margquée contre Bacillus subtilis (Gram positif),
une efficacité modérée contre Candida albicans, mais reste peu actif contre Pseudomonas
aeruginosa (Gram négatif), suggérant la nécessité d’une synergie avec d’autres agents naturels
pour une efficacité élargie. L’ensemble des anal yses statistiques, incluant lestests de normalité,
d’homogénéité des variances, I’ANOVA et le test post-hoc de Tukey, attestent de la fiabilité
des données obtenues. Ces résultats confirment le potentiel prometteur des dattes prematures
Bent Kbaladanslaformulation de produits cosmétiques naturel s a visée antioxydante, apai sante
et antiseptique.
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Conclusion



Conclugon

Dans le cadre de cette étude, nous avons entrepris une valorisation biochimique et
biologique des polyphénols extraits des dattes prématurées de la variété Bent Kbala (stade
Khalal), récoltées dans larégion de Ghardaia.

Lesrésultats obtenus ont montré que ces dattes constituent une source riche en composés
phénoliques, notamment en flavonoides, tanins et acides phénoliques. Ces métabolites
secondaires ont présenté une activité antioxydante marquée, évaluée atravers les tests DPPH,
ABTS et FRAP. Par ailleurs, les extraits ont demontré une activité antimicrobienne notable vis-
avis de certaines souches bactériennes, ainsi qu’un potentiel anti-inflammatoire intéressant.

L’analyse par HPLC a permis d’identifier plusieurs composés phénoliques majeurs,
confirmant la richesse qualitative de DI’extrait. L’ensemble de ces résultats suggére une
application potentielle de ces extraits dans le domaine cosmétique naturel, notamment pour la
formulation de produits a visée antioxydante et apai sante.

En conclusion, les dattes prématurées, souvent sous-exploitées, pourraient représenter
une matiére premiéere de grande valeur pour des applications dermocosmeétiques, contribuant
ains a une meilleure valorisation des ressources locales. Des études complémentaires,
notamment cliniques et de formulation, sont toutefois nécessaires pour consolider ces résultats.
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Résumeé:

Ce travail sinscrit dans le cadre de la valorisation des dattes prématurées variété Bent Kbala, récoltées au stade
Khalal dans la région de Ghardaia (Algérie). L ’objectif principal de cette étude était d’extraire, caractériser et évaluer
les propriétés biologiques des composés phénoliques présents dans ces dattes, en vue d’une éventuelle application
cosmétique. L’extraction a été réalisée par macération dans des solvants hydro-alcooliques. Les analyses
biochimiques ont permis de quantifier les polyphénols totaux, flavonoides, tanins et acides phénoliques. L’activité
antioxydante a été évaluée a I’aide des tests DPPH, FRAP et ABTS, tandis que les propriétés anti microbiennes ont
€té testées contre différentes souches bactériennes. L’activité anti-inflammatoire a été également mesurée in vitro.
Enfin, la caractérisation par HPLC a permis d’identifier plusieurs composés phénoliques majeurs. Les résultats
obtenus ont révélé une teneur élevée en composés phénoliques ainsi qu’une activité biologique significative, en
particulier une forte activité antioxydante, activité antimicrobienne et anti-inflammatoire. Ces résultats suggérent un
potentiel intéressant pour 1’utilisation cosmétique des extraits obtenus a partir des dattes prématurées. Ces travaux
ouvrent la voie a une valorisation innovante et durable des ressources locaes, notamment dans le domaine des
produits dermocosmétiques naturels.

Motscles: valorisation, dattes prématurées, composés phénoliques, activité biologique, Ghardaia

Summary

This work aims to valorize premature dates (Phoenix dactylifera L.), specifically the Bent Kbala variety
harvested at the Khala stage in the Ghardaia region (Algeria). The main objective was to extract and
characterize phenolic compounds and eval uate their biological propertiesfor potential cosmetic applications.
Extraction was performed using hydroal coholic maceration. Biochemical analyses included quantification
of total polyphenols, flavonoids, tannins, and phenolic acids. Antioxidant activity was assessed using DPPH,
FRAP, and ABTS tests. Antimicrobial activity was tested against various bacteria strains, and anti-
inflammatory activity was evaluated in vitro. HPLC characterization identified the main phenolic
constituents. The results revealed a high content of phenolic compounds and significant biologica activity,
particularly antioxidant , antimicrobia activity and anti-inflammatory effects. These findings suggest a
promising potential for the cosmetic use of premature date extracts. This study opens perspectives for the
innovative and sustainable valorization of local natura resources, especiadly in the field of natural
dermocosmetic products.
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