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Avant-Propos

Cette thése vise a mieux comprendre la bioactiviteé des molécules antioxydantes
extraites des dattes (Phoenix dactylifera L.) et le potentiel hypocholestérolémiant qu’elles
possédent, et constitue la suite de travaux sur ces mémes molécules entrepris dans le cadre de
notre mémoire de magistére. Ce document rassemble 1‘ensemble des résultats obtenus au cours

de ce projet de recherche s‘échelonnant sur cinq années.

Le but général du projet de recherche faisant 1°objet de cette thése était de suivre la
maturation phénolique et d‘évaluer l‘activit¢ biologique des composés phénoliques que
contiennent trois variétés de dattes algérienne (Phoenix dactylifera L.), et ce, grace a des
modeles in vitro et cliniques. Plus spécifiqguement, ce projet visait a déterminer, aprés
caractérisation au cours des différents stades de maturation, le pouvoir hypocholestérolémiant

et antioxydant des constituants polyphénoliques de la baie de datte.



RESUME

Les fruits du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) sont connus comme une riche source de
nutriments, de fibres et de molécules bioactives. La datte et lors de sa formation, passe par des
stades de maturation qui influencent directement la nature et la teneur en composés accumulés
dans le fruit mdr. Le but de cette étude était le suivi de la maturation phénolique et
I’exploration du potentiel antihyperlipidémique de trois variétés de dattes algériennes
(Phoenix dactylifera L.) chez le rat et I'amélioration du stress oxydatif sur des cellules du
carcinome hépatocellulaire humain (HepG2). Le profil phénolique des extraits de dattes a été
déterminé par HPLC-DAD et le pouvoir antioxydant a été étudié en utilisant les tests DPPH,
FRAP et TBARS. Une correélation positive entre le TPT et ’AOA a été remarquee (p<0,05).
Toutes les variétés se sont averées contenir de I'acide férulique, de I'acide gallique et de la
quercétine. La présence d'acides isoféruliques, p-coumariques, cinnamiques et
hydroxycinnamiques a été fortement suggérée. Nos résultats ont mis en évidence pour ces
échantillons un potentiel antioxydant considérable qui a été confirmé sur les cellules HepG2
en réduisant le niveau de TBARS (DB : -70%, DN : -86%, GH : -80%) avec une génération
significative de NO- (0,32 pg/ulL protéine pour la variété DB) dans le milieu cellulaire. Le
profilage des lipides sanguins, établi sur 21 jours de traitement, avait montré que les extraits
phénoliques de dattes possaidaient un effet hypolipémiant significatif chez le rat en diminuant
les taux du Ch.T (DB: -51%, GH: -31% et DN : -30%), TG (DN : -61%, DB : -54%
et GH : -32%) et LDL-cholestérol tout en augmentant le taux de HDL-cholestérol par rapport

au témoin.

Mots clés : dattes; composeés phénoliques; stades de maturation ; activité antioxydante ;

peroxydation lipidique ; hypercholestérolémie.



SUMMARY

Dates and during its formation, goes through stages of maturity which directly influence the
nature and the content of compounds accumulated in the ripe fruit. The palm date fruits
(Phoenix dactylifera L.) are known as a rich source of nutrients, fibers and bioactive
molecules. The aim of this study was to monitor phenolic maturation and explore the
antihyperlipidemic potential of three varieties of algerian date palm fruit (Phoenix dactylifera
L.) in rats and the improvement of oxidative stress on human hepatocellular carcinoma cells
(HepG2). Phenolic profile of methanolic date extracts has been determined by HPLC-DAD
and antioxidant power was investigated by using DPPH, FRAP and TBARS assays. Positive
correlation between TPC and antioxidant activity was noticed (p<0,05). All varieties were
found to contain ferulic acid, gallic acid and quercetin. Presence of isoferulic, p-coumaric,
cinnamic and hydroxycinnamic acids was strongly suggested. Our results highlighted for
these samples a considerable antioxidant potential that was confirmed on HepG2 cells by
reducing TBARS level (-70% for DB, -86% for DN, -80% for GH) and a significant
generation of NO- in cell medium. Blood lipid profiling, drawn on 21 days of treatment, had
shown that date polyphenolic extracts produced significant hypolipidemic effect in rats by
decreasing TC (-51% for DB, -31% for GH and -30% for DN), TG (-61% for DN, -54% for
DB and -32% for GH) and LDL-Cholesterol, while increasing HDL-Cholesterol level

compared to control, indicating strong cardioprotective properties of date fruit.

Keywords: date palm fruit; phenolic compounds, ripening stages; antioxidant activity; lipid

peroxidation; hypercholesterolemia.
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INTRODUCTION

Dans un certain nombre de versets coraniques, I'humble datte est honorée comme l'un
des bienfaits du paradis (Coran Sourate Al-Rahman, 55 : 68). Lorsqu'on examine ce fruit, on
note qu'il présente un grand nombre de caractéristiques trés importantes. L'une des espéces de
plantes les plus anciennes, la datte, est aujourd'hui un aliment de choix, pas seulement pour sa
délicieuse saveur mais aussi pour ses propriétés nutritionnelles. Chaque jour, de nouveaux
bienfaits de la datte sont decouverts et elle est maintenant utilisée a la fois comme

médicament et comme aliment pour maintenir un bon état de santé.

On sous-entend par cancer, diabéte, maladies cardiovasculaires et autres, les maladies
devenant les tueurs du siecle. Au fait, il a été démontré que toute cette panoplie pathologique
résulte d’une seule cause majeure, un déséquilibre sévére entre la balance agressive et celle
auto-protectrice [1]. Le stress oxydant étant le seul synonyme de ce déséquilibre, devient
I’ennemi principal de I’homme. Et afin de le combattre, plusieurs investigations ont eu lieu
pour mettre en €vidence le lien entre cet état oxydatif, 1’alimentation des populations et le

développement de maladie chronique [2].

Au cours de ces derniéres années, nous avons assisté a un regain d’intérét des
consommateurs pour les produits naturels, un intérét qui croit de jour en jour, tout en doublant
a chaque fois que les recherches scientifiques démasquent plus d’effets bénéfiques de ces
produits. Le régime alimentaire a toujours été associé un bon état de santé. Actuellement, la
recommandation standard des organismes de santé dans beaucoup de pays développés stipule
la consommation d’au moins cinq fruits et Iégumes par jours [3]. Cette recommandation a été
élaborée par de professionnels de santé et découle des conclusions obtenues grace a un grand
nombre de recherches et études épidémiologiques ayant suggéré que la teneur élevée des
fruits et légumes en micronutriment ainsi que sa pauvreté en matiéres grasse (surtout en

graisses saturées) améliorent significativement la santé des populations [4].

Les fruits et Iégumes ou globalement les végétaux ont tous un dénominateur commun ;

ils contiennent des polyphénols. Les polyphénols sont parmi les composes naturels dont on



parle le plus aujourd’hui, raison pour laquelle un grand nombre de recherche est réalisé pour
I’exploration des leurs différentes activités biologiques. Ces molécules font I’objet d’une
littérature massive qui détaille leurs bienfaits sur la santé et surtout leur pouvoir qui favorise

la prévention des maladies chroniques [4 ;5].

Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits par les végétaux. Ces
molécules bioactives constituent le principal systeme de défense des plantes, impliquées
également dans plusieurs mécanismes physiologiques. Ils ont une particularité qui réside dans
leur grande diversité [6]. Structurellement, ils sont rassemblés sous trois grandes familles : les
composés phénoliques simples (acides phénoliques), les flavonoides et les tanins. Ces
molécules sont principalement réputées par leur pouvoir antioxydant ; c¢’est un systéme de
défense a part entiére qui protege les végétaux des stress biologiques, abiotiques et des
agressions extérieures. Autre que leur pouvoir bioactif, les polyphénols conférent a certains
végétaux leurs couleurs (canneberges, fraises, myrtilles), des saveurs pour d’autres

(’astringence de certains baies) [6].

Entre I’activité antioxydante globalement définie, et les activités biologiques qui en
découlent, nous nous sommes intéressés a 1’activité des polyphénols contre la peroxydation

lipidique, mécanisme par lequel beaucoup d’aspect de vieillissements cellulaires sont induits.

Il était treés simple de voir d’un angle étroit ces composés, et de dire que tout végétal
peut en contenir. L’essentiel réside dans le fait de bien les isoler et les garder intactes afin de
mieux les caractériser et bénéficier de leur pouvoir protecteur naturel. Enfin, le but de la
présente étude était de mieux connaitre les biomolécules antioxydantes que la science a

permis d'identifier, et qu’on peut qualifier de « molécules miracles ».

Cette recherche vise a apprécier et mettre en évidence 1’effet protecteur des polyphénols des
dattes algériennes visant un marqueur biologique bien définis et qui est la peroxydation
lipidique, acteur principal du déséquilibre cardiovasculaire, mais il reste aussi indispensable
de réaliser des études de biodisponibilité. La proportion « bio-disponible » d’un composé actif
désigne la quantité de ce composé qui est disponible pour exercer une action benéfique dans
I’organisme. Le terme « biodisponibilit¢ » recouvre donc les étapes d’absorption, de
métabolisation et de stockage de ce compose, la finalité étant la détermination de la quantité
finale disponible sous forme active dans I’organisme et par la suite fixer les bonnes doses

préventives et thérapeutiques. Notre choix s’est donc porté sur les dattes car ; trés abondant en



Algérie, il est massivement consommé par la population et il constitue 1’aliment modéle des

zones arides et semi-arides du pays.

De ce fait, nous avons jugé indispensable 1’étude de la maturation phénoliques des dattes et ce
pour avoir une vue détaillée sur le mécanisme de production, maturation et métabolisation des
composés phénoliques, et aussi de vérifier I’effet des maturations physiologique et phénolique
I’'une sur 'autre. Une étude détaillée de la maturation phénolique au cours des différents
stades de maturation de trois variétés de dattes (molle semi molle et séche) sera donc réalisée
avec une caractérisation qualitative et quantitative des composés phénoliques de ces variétés.
Cela nous permettra d’avoir une vue d’ensemble sur la teneur, la nature et le pouvoir de ces

molécules chimiquement testees.

L’étude de la biodisponibilité des polyphénols de la datte via une reproduction in vitro du
schéma digestif de ces molécules nous permettra a la fois de suivre le devenir de ces
molécules dans le tractus digestif donc leur biodisponibilité juste apres leur digestion ainsi
que I’étude de leur pouvoir antioxydant donc leur action sur les cellules hépatique lors de leur
métabolisation au niveau du fois. Finalement, une étude de la biodisponibilité des polyphénols
de la datte in vitro sera menée pour la détermination de leur effet santé, le pouvoir

hypocholestérolémiant des polyphénols de la datte sera donc brievement exploré.

Les études in vivo et in vitro, nous permettront donc de confirmer la théorie de notre
recherche. L hypothése du départ pour notre travail se vérifiera ainsi en évaluant la capacité
de notre organisme a absorber puis métaboliser les composés phénoliques ce qui traduit leur
biodisponibilité. Cette accessibilité des composés phénoliques permet aux cellules de
bénéficier de tous les pouvoirs bioactifs de ces derniers. Il serait alors intéressant d’aller loin
dans ce domaine naturellement vaste et d’investiguer sur ces deux aspects qui sont qualifiés
tres importants sur le plan nutritionnel et curatif, et méme voir si, en état d’excés, ces

molécules risquent de devenir pro-oxydantes.



12

CHAPITRE I

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

PREMIERE PARTIE

La datte (Phoenix dactylifera L.), une baie a grande valeur ajoutée dans

I’industrie agroalimentaire

Le palmier dattier

Palmier dattier (Phoenix Dactylifera L.), est I’un des plus anciens arbres cultivés pour
ses fruits « les dattes ». C’est ’espéce par excellence des zones arides et sahariennes [7],
elle est connue depuis 1’antiquité et son origine est située dans I’Inde et le Golfe Persique.
Répandu dans les zones chaudes, on le trouve dans I’ Afrique du nord, le moyen orient et

en Amérique du nord [8].

Le palmier dattier est considéré comme une espéce a grande importance
socioéconomique et ornementale [8]. La production mondiale de dattes a été établie entre
7 et 8 millions de tonnes (7,4 millions de tonnes en 2014) [9]. En Algérie, le palmier
dattier possede une superficie supérieure a 2 millions de Km? [7] avec une production

annuelle atteignant (ou dépassant parfois) le 1 million de tonnes [9].
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Figure 1.1 : Evolution de la production de dattes en Algérie entre 2016 et 2017, par
type de datte (en milliers de quintaux). [10]

C’est une espece des zones sahariennes par excellence grace a sa grande résistance et
sa trés bonne adaptation aux conditions climatiques séveres. La palmeraie algérienne
comprend plus de 11 millions de palmiers. Ces derniers sont principalement répartis sur
I’ensemble de 9 wilayas du Sahara Algérien avec une présence marginale dans quelques

wilayas situées dans les zones de transition entre la steppe et le Sahara [11].

La répartition géographique du palmier dattier ainsi que les variations des conditions
climatiques ont joué un réle principal dans la diversification de la composition variétale
des especes locales du fruit du palmier dattier [12]. La variété Deglet Nour prédomine
dans les zones sud-est (Région des Zibans et Oued Souf), c’est la principale variété a
haute valeur marchande et qui représente la majeure part des exportations nationales vers
I’étranger. Outre cette variété, on trouve aussi les variétés Mech Degla, Degla Baida et

Ghars qui rentrent principalement dans la consommation locale [7].
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La datte : Formation et maturation

2.

2.1. Description

La datte est le fruit du palmier dattier, c’est une baie a noyau unique, est de forme

allongée ou parfois arrondie pour certaines variétés. Le noyau est dur, et est entouré
de la partie charnue que constituent ces trois tissus [13]:
L’enveloppe cellulosique : elle est fine et translucide, appelée épicarpe ;

Le mésocarpe : la partie charnue de la datte, riche en fibres qui définissent sa

consistance (selon les variétés), de couleur plus ou moins soutenue a 1’extérieur et
plus claire au niveau de la zone interne (de texture fibreuse) ;

L’endocarpe : représente la fine membrane enveloppant le noyau.

Graine ou noyau

Mésocarpe

Dy
—3

Endocarpe
Périanthe

Coupe d’'une
datte

Sillon Tégument
Albumen

Embryon
Sillon
Coupe du
noyau

Noyau de profil
etdudos
Fruit et graine du dattier

Périanthe
Pédicelle

=

Disposition des dattes
surle pédicelle

Figure 1.2. Morphologie de la baie de datte et de son noyau [14]

2.2. Formation et maturation de la datte
Le palmier dattier est une espece dioique nécessitant la présence de deux plants

male et femelle pour se reproduire. La fécondation se situe au printemps et varie
dans le temps selon la précocité des différentes variétés ainsi que le climat durant la

saison [14].
Le fruit provient du développement d’un des trois carpelles apres fécondation de

I’ovule donnant naissance a une petite baie qui se développe au cours de plusieurs
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stades de maturation. Cing principaux stades de maturation ont été observés et

décrits [14, 15, 16, 17], et chaque stade de maturation correspond a une appellation

particuliére provenant d’une terminologie irakienne bien adoptée aux Etats-Unis (la

seule terminologie préférée a celles des autres pays producteurs de dattes) [18].

Booij et al. (1992) [19] ont décrit les stades de maturation de la datte comme suit :

Stade HABABAOUK : premier stade apres la fécondation, la petite baie est de
forme sphérique couleur créme. Elle présente une pointe en apex. Son poids est

inférieur au gramme.

Stade KIMRI : dans un premier temps, le volume et le poids augmentent tres
vite ainsi que la quantité de sucres réducteurs et de sucres totaux. La datte
possede une tres forte acidité et une humidité élevée. Au cours d'une deuxieme
étape, la prise du poids et du volume est moins rapide, le taux de sucres
réducteurs baisse, la formation de sucres totaux ralentit, mais le taux d'humidité

reste toujours élevé. A ce stade, la datte possede une teinte vert pomme.

Stade KHALAL : ce stade est marqué par un changement de couleur de la peau
(du vert au jaune, puis au chrome et enfin au jaune tacheté de rouge), pour
prendre finalement une couleur variant entre le rose et le rouge écarlate. La prise
de poids est de plus en plus lente et la datte atteint son poids maximal allant de 5
a 12 g. L'accumulation des sucres réducteurs est faible, la proportion de
saccharose, de sucres totaux et de matiére séche augmentent rapidement. C'est a

ce stade que le taux de saccharose est a son maximum.

Stade ROUTAB : a ce stade, la datte devient plus ou moins translucide et molle.
Au cours de ce stade et grace a I'amollissement de la datte, tout ce qui reste des
tanins précipite sous la peau, le fruit perd alors toute I'astringence qu'il avait au
stade Khalal.

Stade TAMR : c'est le dernier stade de la maturation, la datte perd beaucoup
d'eau et devient concentrée en sucres. Elle varie en taille selon les variétes et les
conditions agro-climatiques [20]. Le fruit est de forme cylindrique ou long (3 a
11 cm) et la couleur varie entre le jaune, le rouge le marron et noir. La

consistance de la datte difféere a ce stade en fonction de la variété et le type
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(molle, semi-molle ou dure). La composition en glucides de la datte molle est
dominée par les sucres invertis (fructose et glucose) et ne contient que peu ou
pas de saccharose tandis que les variétés seches peuvent contenir des proportions

relativement élevées en saccharose.

Rutab
Khalal (26-28 semaines) tamr
(19-25 semaines) brune (29 semaines)

1 = S Kimiri g
Hababouk Kimiri Kimiri jaune-rouge verte

Qa ) & s) (9 semaines) (}7 semaines)
blanche onctueuse verte Jjaune- rouge

'

Figure 1.3. Formation et maturation des dattes [17]

Composition et valeur nutritionnelle

La datte est un fruit trés riche en éléments nutritifs essentiels. Composée de 70 % de
sucres, elle est donc une excellente source d'énergie. Elle peut fournir jusqu’a 314 kcal
par 100 g de chair de datte consommée [21]. Elle est également une trés bonne source de
fibres et des sels minéraux. La datte contient peu de protéines mais quelques acides
aminés essentiels [22, 23]. Elle contient également des lipides en traces et des métabolites

secondaires ayant des activités biologiques diverses.

3.1. Composition biochimique de la partie comestible de la datte « la pulpe »

La pulpe de la datte représente une proportion de 80% a 95% du poids total du
fruit, selon la variéteé et les conditions pédoclimatiques. Elle se distingue par son taux

d’humidité et sa forte teneur en sucre. [24]
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Figure 1.4: Composition de la datte [25].

Le tableau suivant démontre la composition biochimique approximative de la datte :

Tableau 1.1 : Composition de la datte en nutriment essentiels [21].

Composition Minimum Maximum

Eau (g/100 g) 7,2 50,4
Matiére grasse (g/100 Q) 0,1 1,4
Amidon (g/100 g) 1,0 1,9
Protéines (g/100 g) 1,1 2,6
Fibres (9/100 g) 3,57 10,9
Glucides (g/100 g) 52,6 88,6

Minéraux (mg/100 g) 417,37 1913,2

Vitamines (ug/100 g) 2254,61 20023,2
Polyphénols (mg/100 g) 3,91 661

3.1.1. L’ecau

La teneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du
climat. Elle varie entre 8 et 30 % du poids de la chair fraiche avec une moyenne

d’environ 19 % [26].



Tableau 1.2 : Teneur en eau de quelques variétes de dattes de la région
Fliache (Biskra), en % [26].

Variétés Consistance Teneur en eau (%)
Deglet-Nour Demi-molle 22,60
Mech-Degla Séche 13,70

Ghars Molle 25,40

3.1.2. Les sucres
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Les sucres sont les constituants majeurs de la datte. L’analyse des sucres de la

datte a revéle essentiellement la présence de trois types de sucres : le saccharose,

le glucose et le fructose [21]. Ceci n’exclut pas la présence d’autres sucres en

faible proportion tels que : le galactose, le xylose et le sorbitol [27; 28].

La persistance du saccharose est manifestement liée au durcissement de la datte

[29]. Les dattes molles sont a sucre inverti (fructose, glucose) alors que les dattes

seches sont a saccharose, les dattes demi-molles occupent une position

intermédiaire.

La teneur en sucres totaux est trés variable, elle dépend de la variété et du

climat. Elle varie entre 60 et 80 % du poids de la pulpe fraiche [28].

Tableau 1.3 : Teneur moyenne de la datte en sucres [21].

Sucres (g/1009) Minimum Maximum
Glucose 17,6 41,4
Fructose 13,6 36,8

Saccharose 0,5 33,9
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3.1.3. Les acides aminés

Parmi les constituants intéressants de la datte, on peut mentionner encore les protéines.
Néanmoins, la pulpe de la datte n’en renferme qu’une faible quantité. Le taux différe selon les
variétés et surtout selon le stade de maturité, il est en général de I’ordre de 1,75% du poids de

la pulpe [29].

Tableau 1.4 : Composition moyenne de la datte en acides aminés (mg/100 g). [21]

Acides aminés Minimum Maximum
Alanine 30 133
Arginine 34 148

Acide aspartique 59 309
Cystéine 13 67
Acide glutamique 100 382
Glycine 42 268
Histidine 0,1 46
Isoleucine 4 55
Leucine 41 242
Lysine 42 154
Methionine 4 62
Phenylalanine 25 67
Proline 36 148
Serine 29 128
Tryptophan 7 92
Tyrosine 15 156

3.1.4. Les acides gras

La datte renferme une faible quantité de lipides. Leur taux varie entre 0,43 et 1,9 % du
poids frais [30]. Cette teneur est en fonction de la variété et du stade de maturation.

Selon Al-Shahib et al. [22], la teneur en lipides passe de 1,25 % au stade Hababouk a
6,33 % au stade Kimiri (tableau 3.1). Cette teneur diminue progressivement au stade Routab

pour atteindre une valeur de 1.97 % de matiére séche au stade Tamar.
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Tableau 1.5 : Composition en acides gras de la datte Deglet-Nour, en % de matiere grasse.

[22]

Acides gras

Teneur en % de matiére grasse

Acide linolénique (C18 : 3)
Acide linoléique (C18: 2)
Acide oléique (C18: 1)
Acide stéarique (C18 : 0)
Acide palmitique (C16 : 0)
Acide myristique (C14 : 0)

12,30
11,47
10,74
10,47
7,89
8,66

3.1.5. Les éléments minéraux

L’étude de 58 variétés de dattes cultivées dans la région des Zibans [31], montre que le

taux de cendres est compris entre 1,10 et 3,69 % du poids sec. La datte est I'un des fruits les

plus riches en éléments minéraux essentiellement le potassium, le magnésium, le phosphore et

le calcium.

Le tableau ci-dessous, donne la teneur en éléments minéraux de la datte selon Al Farsi et Lee

(2008) : [21]

Tableau 1.6 : Composition minérale la datte en mg/100 g. [21]

Eléments minéraux

Magnésium (Mg)
Sodium (Na)
Calcium (Ca)
Phosphore (P)
Potassium (K)

Manganese (Mn)

Fer (Fe)
Zinc (Zn)
Cuivre (Cu)

Teneur (mg/100 g)
Minimum Maximum
31,0 150
1,00 261
5,00 206
35,0 74
345,0 1287
0,01 0,4
0,10 1,5
0,02 0,6
0,01 0,8
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3.1.6. Les vitamines

En général, la datte ne constitue pas une source importante de vitamines. La fraction
vitaminique de la datte se caractérise par des teneurs appréciables des vitamines du groupe B.
Ce sont des précurseurs immédiats des coenzymes indispensables a presque toutes les cellules

vivantes et jouent un role primordial [32].

Tableau 1.7 : Composition vitaminique moyenne de la datte séche [21].

Vitamines Teneur moyenne pour 100g
Vitamine C 2,00 mg
Thiamine (B1) 0,06 mg
Riboflavine (B2) 0,10 mg
Niacine (B3) 1,70 mg
Acide pantothénique (B5) 0,80 mg
Vitamine (B6) 0,15 mg
Folates (B9) 28,00 mg

3.1.7. Les fibres

La datte est riche en fibres, elle en apporte 8,1 a 12,7 % du poids sec [33]. Selon Ben
Chabane [34], les constituants pariétaux de la datte sont : la pectine, la cellulose,

I’hémicellulose et la lignine.

Tableau 1.8 : Teneur de la datte en fibres [21].

Fibres (g/100 g) Minimum Maximum
Solubles 0,4 13
Insolubles 3,03 7,4

Du fait de leur pouvoir hydrophile, les fibres facilitent le transit intestinal et exercent
un role préventif des cancers colorectaux, des appendicites, de la diverticulose, des varices et

des hémorroides. Elles ont également un effet hypocholestérolémiant [35; 36].



3.1.8. Les composés phénoliques
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Les analyses physico-chimiques des dattes ont révélé la présence de substances

dites phénoliques [17 ; 24].

L’étude menée par Mansouri et al. [37] sur sept variétés de dattes algériennes,

a révélé une teneur phénolique variant de 2,49 a 8,3 mg/100g du poids frais.

Tableau 1.9 : Teneur en composes phénoliques de quelques variétés de dattes

algériennes [37].

Variétés Teneur en mg/100g du poids frais
Tazizaout 2,49

Ougherouss 2,84

Akerbouche 3,55
Tazarzait 3,91

Tafiziouine 4,59

Deglet-Nour 6,73

Tantbouchte 8,36

Au sein de cette méme <¢tude, 1’analyse qualitative de ces composés

phénoliques a montré la présence d’acides cinnamiques, féruliques, cinapiques et

coumariques, et dont cette teneur importante en acides cinnamiques libres n’est

pas fréquente dans les autres fruits, ainsi que la présence de certains flavonoides :

les flavones, flavonols et flavanones glucosides dont I’identification était difficile

et la teneur s’est révélée tres faible.

Selon Henk et al., [38], les polyphénols jouent un réle important dans le corps :

ils ont des effets anti-inflammatoires, antioxydants, abaissant la tension artérielle

et renforgant le systéme immunitaire.
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3.2. Composition biochimique de la partie non comestible de la datte « le noyau »

Le noyau présente 7 a 30 % du poids de la datte. Il est composé d’un albumen blanc,
dur et corné protégé par une enveloppe cellulosique [13]. Le tableau suivant montre la

composition biochimique moyenne des noyaux de dattes Irakiennes. [14]

Tableau 1.10 : Composition biochimique des noyaux de dattes Irakiennes [14].

Constituants Teneur en %
Eau 6,46
Glucides 62,51
Protides 5,22
Lipides 8,49
Cellulose 16,20
Cendres 1,12

D’autres données analytiques sur la composition chimique du noyau de datte montrent
qu’il renferme plusieurs acides gras avec une proportion plus importante d’acide oléique et

laurique [39].

Tableau 1.11 : Composition en acides gras des noyaux de datte .[39]

Acides gras Teneur en mg/100g d’acides gras totaux
Acide caprique 0,3
Acide laurique 21,8
Acide myristique 10,9
Acide palmitique 9,6
Acide stéarique 15
Acide oléique 42,3

Acide linoléique 13,7
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Bienfaits de la datte

Les bienfaits liés a la consommation des différents produits issus du palmier dattier
principalement le fruit ont ét¢ connus depuis I’antiquité [17]. Ainsi, dans certaines
régions, la consommation des différentes parties du palmier rentrait dans les pratiques
médicinales traditionnelles. Le fruit de la datte a été principalement utilisé pour traiter
I’hypertension et le diabéte [40]. En Inde, le fruit séché est considéré comme antitussif,

expectorant, laxatif et diurétique. [41]

Une recherche menée par Tahraoui et al. [40] a montré que les dattes ont été
traditionnellement utilisées pour soigner I’hypertension et le diabete. Il a été prouvé aussi
que la consommation de la datte fortifie le corps, prévient la chute précoce des cheveux,

I’apparition des rides et donne a la peau un aspect reluisant. [40]
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Figure 1.5 : Schéma illustrant les bienfaits de la datte [42].
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Utilisations de la datte dans les industries agroalimentaires

La datte est un fruit qui possede beaucoup de vertus et effets bénéfiques pour la
santé ; il est également un fruit & grande valeur ajoutée dans le soutien de I’économie de
ses pays producteurs [43]. De nombreux produits peuvent étre préparés a partir des
dattes, telles les saumures, confiture, gelée, dattes en sirop, beurre de dattes, bars de

dattes, bonbons et confiserie [44].

Les saumures de dattes sont principalement préparées a partir de dattes au stade
Kimri et khalal [45]. Au stade Rutab, les dattes ont une teneur plus haute en sucre et un
contenu phénolique moindre, et peuvent donc étre utilisées en tant qu’édulcorant
naturel. Et au stade Tamr, les dattes sont transformées en confiture, bars de dattes, pate de
datte ou sirop de datte [46 ; 47]

Dans l'industrie de la boulangerie ainsi qu’en tant qu’ingrédient dans la fabrication de
produits céréaliers et diverses confiseries I’emploi de la pate de dattes comme farce est

fréquent, dont le taux d’humidité est de 20-23% et 1’activité de l'eau est <0,6.

En outre, la pate de dattes est utilisée en substitution du saccharose dans les produits
précédents et cela améliore leur qualité nutritionnelle en augmentant les niveaux de

minéraux, de vitamines et d'antioxydants phénoliques.

En Algérie, le sirop de datte est largement répondu dans les zones du sud. Il est utilisé
comme confiture, édulcorant pour certaines recettes traditionnelles locales et méme

comme remede pour certaines ulcérations et infections.

La fabrication de confitures et de beurre de datte utilise les dattes avec une haute

teneur en sucre (avec 65% de sucre, 1% de pectine et un pH entre 3.0-3.2).

Certaines communautés rurales utilisent le noyau de datte torréefié et en poudre comme
substitut de café, tel en Arabie Saoudite et Emirats arabes unies, ol des préparations café-
like a partir de dattes sont disponibles. Ghnimi et al. [43] ont réalisé une préparation café-
like a base de noyau de datte torréfié et 'ont comparé au café traditionnel arabe. Le
résultat est une boisson décaféinée avec une quantité en phénols inférieure a celle du café
arabe. Une évaluation de I’effet oestrogénique est requise avant d’autoriser la

consommation humaine des noyaux de datte torréfiés.
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DEUXIEME PARTIE

Stress oxydant et peroxydation des lipides

Radicaux libres, especes réactives d’oxygene (ERO), stress oxydant et antioxydants
deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et méme
pour le grand public. Ces notions ne sont toutes fois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que
dans le milieu des années 50, R. Gerschman puis D. Hartman évoquaient déja la toxicité de
I’oxygéne et la théorie dite « Free radical theory » pour expliquer le processus du
vieillissement. En 1969, les Américains Mc. Cord et Fridovich isolent a partir des globules
rouges humains un systeme enzymatique antioxydant de la SOD, démontrant ainsi pour la
premiére fois que notre organisme produit bel et bien des ERO dont il doit se protéger. Cette
découverte sera le point de départ d’une immense recherche scientifique dans le monde entier

sur le stress oxydant et les antioxydants [48].

1. Le stress oxydatif

Naturellement, le corps humain et lors de ses activités cellulaires physiologiques,
génere un grand nombre de molécules hautement oxydantes, il s’agit de molécules
instables appelés « radicaux libres ». Un radical libre est une molécule trés réactive
contenant un ou plusieurs électrons non paires dans ses orbitales. Il retrouvera sa stabilité
en participant & des réactions chimiques dont la conséquence est I'oxydation des lipides
membranaires, I'oxydation des acides aminés composant les protéines et I'oxydation des

glucides composant les acides nucléiques [49].

Le stress oxydatif se définit donc comme étant un désequilibre de la balance oxydants-
antioxydants en faveur des oxydants [50]. Il se développe lorsque les radicaux libres sont

produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étre neutraliseés par I'organisme.

Bien que les radicaux libres aient la capacité d'infliger des dommages irréversibles aux
macromolecules, ils ont un réle essentiel a jouer dans certaines fonctions biologiques
telles la phagocytose, la régulation de la croissance cellulaire et des signaux
intercellulaires et la synthése d'importants composés organiques. Toutefois,
en concentrations élevées, ils deviennent hautement cytotoxiques en engendrant de

sérieuses altérations aux cellules pouvant mener a la mort cellulaire [51].
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Les radicaux libres impliquant un ou des atomes d'oxygéne se nomment especes
réactives de l'oxygéne (ERO). L'anion superoxyde (O2") est la forme primaire des ERO et
est formee par I'addition d'un électron a I'oxygéne moléculaire (O2). L'anion superoxyde
peut ensuite étre converti en ERO secondaires telles que le radical hydroxyle (OH), le
radical peroxyle (ROO-) ou le peroxyde d'’hydrogene (H20z2), ce dernier n’étant toutefois
pas un radical libre puisqu'il ne contient pas d’électrons non pairés. Les radicaux libres
impliquant plutot un atome d'azote se nomment espéces réactives de 1’azote, le monoxyde
d'azote (NO) et le péroxynitrite (ONOO) étant deux especes bien connues [49]. Alors que
les especes réactives de I'oxygene induisent un stress oxydatif, les espéces réactives de

I'azote induisent pour leur part un stress azote.

1.1. Le stress oxydatif comme facteur de risque des maladies chroniques

La génération d'especes réactives de 'oxygene et d’autres radicaux libres au cours
du métabolisme cellulaire est un processus normal et nécessaire qui est idéalement
compensé par un systeme antioxydant endogene élaboré. Toutefois, en raison de
differentes situations environnementales et pathologiques ainsi que certaines
habitudes de vie, un excés de radicaux libres peut s‘accumuler, résultant a un stress
oxydatif [52].

La conséquence majeure de ce dernier est le dommage qu'il cause aux bases des
acides nucléiques, aux lipides et aux protéines, lequel peut severement compromettre
la santé et la viabilité d'une cellule ou induire une variété de réponses cellulaires par
la génération d'espéces réactives secondaires et ultimement, mener a la mort

cellulaire par nécrose ou par apoptose.

Un dommage oxydatif a une seule de ces biomolécules peut, théoriqguement,
contribuer au développement d'une maladie [53]. Une quantité croissante d'évidences
scientifiques suggére que le stress oxydatif soit relié aux meécanismes
pathophysiologiques primaires ou secondaires d'une multitude de maladies
chroniques et aigues. Cette relation est appuyée par des expérimentations qui ont
démontré, in vitro, qu'il était possible de créer un processus dégénératif par le stress
oxydatif [52]

Les ERO ont également été identifiées comme étant I'agent causal de la perte

neuronale dans la maladie d'Alzheimer, I'épilepsie, I'ischémie cérébrale, la
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commotion cérébrale, la maladie de Parkinson, la sclérose amyotrophique latérale et
dans le processus de vieillissement du cerveau en soi [54]. Bien que certaines
maladies puissent étre causées par des dommages oxydatifs aux protéines, a I'ADN
ou aux lipides, le stress oxydatif peut parfois étre une conséquence et non la cause du
processus primaire du développement de la maladie. Toutefois, en tant qu'évenement
secondaire, le stress oxydatif joue un réle important dans la progression de nombreux
problemes de santé [52]. Il a été reconnu que plus d'une centaine de maladies sont
associées aux radicaux libres, ces derniers' contribuant au vieillissement cellulaire, a
la mutagenése, a la carcinogenese, aux maladies coronariennes et autres pathologies
cardio-vasculaires, au diabéte type | et Il, a la dystrophie musculaire et a la

neurodégénérescence [51].

1.2. Principaux dommages oxydatifs dans I’organisme

1.2.1. Dommages oxydatifs a I'’ADN

Les especes réactives de l'oxygéne constituent la plus importante source
endogene de dommages a I'ADN. Elles peuvent lui induire de nombreuses
modifications covalentes telles des lésions aux bases nucléotidiques (purines et
pyrimidines), des cassures de brins, des pontages (cross-links) inter et intra brin

et des pontages protéine-ADN [55].

1.2.2. Dommages oxydatifs aux protéines

Lorsque des radicaux libres réagissent avec des protéines saines, plus
précisément avec le groupement radical (chaine latérale) des acides aminés, il en
résulte la formation de groupement carbonyles. Le dosage plasmatique des
protéines carbonylées est actuellement le marqueur d’oxydation avancée des
protéines le plus utilisé, aussi bien in vivo que in vitro, pour mesurer les
dommages oxydatifs effectués aux protéines [53; 56]. La grande stabilité
chimique des protéines carbonylées en fait une cible intéressante pour les
mesures en laboratoire. La quantification des protéines carbonylées est aussi un
test sensible et spécifique [57]. Parmi les marqueurs plasmatiques, on retrouve

également la sulfoxydation de la méthionine et les produits de la tyrosine [58].
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1.2.3. Dommages oxydatifs aux lipides

1.2.4.

Alors que l'oxydation des lipides représente [l'utilisation du substrat
énergétique, la peroxydation des lipides est la dégradation des acides gras
membranaires. Elle constitue par conséquent un indice de dommages oxydatifs
effectués aux lipides. La peroxydation lipidique génere une variété de produits
de décomposition relativement stables, principalement des aldéhydes a, -
insaturés tels le malondialdéhyde, le 4-hydroxy-2- nonénal, le 2-propénal et les
isoprostanes qui peuvent étre mesurés dans le plasma et l'urine comme
marqueurs indirects de stress oxydatif. Le dosage des F2-isoprostanes est
actuellement considéré comme l'approche la plus rigoureuse pour évaluer les
niveaux de peroxydation lipidique causée par les radicaux libres in vivo. Les
données disponibles indiquent que la quantification des F2-isoprostanes dans le
plasma ou dans l'urine donne un indice de stress oxydatif hautement précis et

approprié [53].

Dommages oxydatifs aux lipoprotéines

« Les lipoprotéines sont de grands complexes de protéines et de lipides,
hydrosolubles, qui transportent massivement les lipides dans tout 1’organisme ».
La coque externe est une mono couche de phospholipides contenant du
cholestérol et une ou plusieurs molécules proteiques appelées apolipoprotéines
(Apo-A, Apo-B, etc.) ; la partie centrale contient des triglycérides, des esters de
cholestérol et de petites quantités d'autres substances hydrophobes, comme des
vitamines liposolubles. Les lipoprotéines de basse densité (ou LDL pour Low
density-lipoprotein) sont un groupe de lipoprotéines de types et de tailles
variables (18 a 25 nm de diametre), qui transportent le cholestérol, libre ou
estérifié, dans le sang et a travers le corps pour les apporter aux cellules. Les
LDL sont produites par le foie a partir des lipoprotéines de tres basse densité (ou
VLDL). Elles portent des apolipoprotéines B-100 et des vitamines antioxydantes

(vitamine E et caroténoides) [59].

La mesure de I'oxydation des LDL peut s'effectuer de deux facons, soit par la
mesure  directe  du nombre de  molécules LDL  oxydées,

soit par la mesure de la susceptibilité des LDL a l'oxydation. Cette derniére est



30

réalisée in vitro dans des conditions oxydantes dans le but de déterminer un
temps de latence qui représente le temps nécessaire pour que toutes les LDL
présentes soient oxydees. Au cours de la derniére décennie, de nombreuses
méthodes ayant recours a un anticorps monoclonal ont été élaborées pour la

mesure directe du nombre de LDL oxydées [59].

2. La peroxydation lipidigue et ses mécanismes

La peroxydation lipidique est 'une des conséquences du stress oxydatif et aussi un
relais pour sa propagation. C’est un phénomeéne qui conduit a la libération dans la cellule
des composés réactifs, qui peuvent en particulier endommager I’ADN et présenter donc

un risque génotoxique.

Lors de la peroxydation lipidique, deux familles de composés formés réagissent avec
I’ADN. 11 s’agit des hydro-peroxydes lipidiques intermédiaires et des aldéhydes issus de

leur décomposition.

Les hydro-peroxydes forment des radicaux peroxyles par action de métaux de
transition [60]. Ces radicaux peuvent degrader bon nombre de biomolécules [61]. Ils
peuvent former des dommages oxydatifs de I’ADN par un mécanisme d’oxydation des
bases a un électron [62]. Cependant, les hydro-peroxydes sont peu stables dans les
conditions physiologiques ; leur diffusion dans le noyau, pour aller réagir avec I’ADN,

est ainsi limitée [62].

Les aldéhydes issus de la peroxydation lipidique représentent une source de
dommages de I’ADN bien plus importante. Eux, sont suffisamment stables pour pouvoir
diffuser dans le noyau et réagir avec I’ADN [63; 64; 65; 66].

3. Moyens de défense contre le stress oxydatif

En guise de protection contre les ERO, qui sont tres dommageables pour les cellules,
ces dernieres possédent des mécanismes de défense endogénes enzymatiques et non-
enzymatiques qui, de maniere générale, suffisent a renverser le stress oxydant résultant
du métabolisme aérobie et que I’on appelle antioxydants [67]. Les antioxydants peuvent

étre divisés en deux groupes selon leur mode d’action.
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La syperoxydedesmutase SOD est I’une des plus importantes enzymes cellulaires qui
possede une fonction antioxydante. En fait, elle est I’enzyme antioxydante contre les

O: la plus importante dans toutes les cellules vasculaires [68].

L’absence de cette enzyme est 1étale et une trop grande quantité, durant un stress
oxydatif, entraine une production d’H>0: excessive qui devient rapidement toxique
pour la cellule. La quantité de SOD produite est contrélée par des genes spécifiques

sensibles aux réactions d’oxydo-réduction [68].

Le glutathion (GSH) est un antioxydant non enzymatique synthétisé a partir de la

cystéine, du glutamate et de la glycine et nécessite de I’ATP [63].

Les glutathions péroxydases sont présentes dans le cytoplasme ou elles jouent un
role majeur dans la régulation de I’état d’oxydoréduction intracellulaire dans les
cellules vasculaires [68]. On peut retrouver le glutathion sous deux formes, soit la
forme thiol-réduite (GSH) ou bien sous la forme oxydée ou une molécule de GSH
peut se fixer a un thiol d’une autre molécule (R-SSG) ou d’un autre GSH (GSSG).
Cette derniéere forme oxydée se retrouve sous forme disulfure suite a la réduction du
H202 et d’autres peroxydes en eau (ROOH ou H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG) et

ce, aux niveaux cytosolique et mitochondrial [69; 70; 71].

La catalase est une enzyme intracellulaire de I’héme qui catalyse la réaction de

détoxification du H202 (généralement produit par les SOD) [68].

Elle se retrouve normalement dans les peroxysomes, mais pour les cellules ne
possédant pas cette organelle (ex : les érythrocytes) 1’enzyme se situe dans le
cytoplasme. La catalase et la glutathion péroxydase ont des rdles protecteurs
similaires et leur contribution relative est assez variable. La catalase est surtout
active lorsque le niveau de stress oxydatif est élevé ou que la quantité de glutathion
peroxydase est limitée et elle joue un role significatif dans le développement d’une

tolérance au stress oxydatif dans la réponse adaptative des cellules [68].
Les antioxydants non enzymatiques :

Sont des molécules qui proviennent généralement de 1’alimentation

et/ ou médicaments. Les plus connus et abordées par la littérature sont les suivants :
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3.4.1. Lavitamine C

C’est un antioxydant hydrosoluble qui réduit les superoxydes (Oz¢ ), les radicaux
hydroxyles (*OH) et les peroxyles (ROO¢). Elle devient donc oxydée a son tour et est
ensuite réduite par le systeme du glutathion. Elle se retrouve en grande concentration
dans le foie, le cerveau, la rate, le pancréas et les glandes hypophysaires et surrénales
[72].

3.4.2. Lavitamine E

Un puissant antioxydant liposoluble. Bien qu’elle existe sous diverses formes
dans les aliments (o-, B-, y-, 6-tocophérols et -tocotriénols), c’est la forme a-
tocopherol qui est la plus répandue in vivo puisque la protéine de transfert du
tocophérol (a-TTP) hépatique, permettant de véhiculer le tocophérol vers le plasma, a
plus d’affinité avec 1’a-tocophérol qu’avec les autres formes de vitamine E [73].
Cette vitamine réduit les radicaux peroxyles et hydroxyles en leur livrant un électron,
ce qui permet d’empécher et d’arréter le processus de peroxydation des lipides et
d’autres molécules. La vitamine E devient donc oxydée et sera réduite a I’aide de la
vitamine C afin de retrouver son pouvoir antioxydant. Elle se retrouve dans les

lipoprotéines, les membranes cellulaires et les fluides extracorporels [72].

3.4.3. Les caroténes

Sont la seule forme de vitamine A possédant un pouvoir antioxydant et d’origine
végétale seulement. Ils sont liposolubles et se retrouvent dans les membranes
cellulaires des tissus et des lipoprotéines [74]. La forme la plus connue est le B-
caroténe, sans parler des autres de plus en plus étudiées : lycopéne, lutéine et
zéaxanthine. Le B- caroténe réagit davantage avec I’oxygéne singulet (AO, : oxygene

excite), un autre type de ERO, ainsi que les radicaux pyroxyles [74].

En outre, une grande famille de métabolites secondaires fait de nos jours 1’objet d’un
nombre tres importants de recherche grace a son pouvoir antioxydant hautement apprécié : les

polyphénols.
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TROISIEME PARTIE

Les polyphénols

Les plantes produisent un grand nombre de composés a faible poids moléculaire dont
la structure n’a été identifiée que récemment, malgré la large utilisation des plantes, depuis

’antiquité, en médecine traditionnelle et en phytothérapie [75].

Dans le passé, la plupart de ces composés ont été classes comme des métabolites
secondaires parce qu'ils n‘ont pas semblé avoir une fonction claire dans les organismes qui les
produisent. De nos jours, il a été reconnu que méme si ces molécules ne sont pas
indispensables pour la croissance et la reproduction des plantes, elles jouent un rdle trés
important dans plusieurs fonctions biologiques. Beaucoup de composés secondaires sont
maintenant connus non seulement en raison de leur réle protecteur contre les effets nocifs de
la lumiére UV ou d'autres facteurs abiotiques, mais également en tant que défenseurs contre
les herbivores et les microbes pathogenes. De plus, ils sont reconnus pour aider au processus
de pollinisation, ou méme a titre de molécules clés dans beaucoup de processus
physiologiques d'importance pour les plantes. Par ailleurs, beaucoup de meétabolites
secondaires permettent d'augmenter les perspectives de la survie des plantes en interaction

avec l'environnement [76].

Un des groupes largement distribués de ces métabolites secondaires : les composés
phénoliques. Il s'agit d'un groupe trés répandu et est représenté par divers types de composes
définis comme des composés aromatiques portants plus qu'une fonction hydroxyle sur un

noyau benzénique.

1. Caractéristiques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués et connus par leurs nombreuses propriétés
bénéfiques, notamment antioxydantes et anti-inflammatoires. Synthétisées par les
végétaux, ces molécules possédant plusieurs groupements phénoliques, avec d’autres
fonctions [77], allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tel que
les acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés comme les tanins. lls font

partie intégrante de I’alimentation humaine et animale [78].
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Une des particularités des polyphénols réside dans leur incroyable diversité, puisque
I'on dénombre a I'heure actuelle plus de 8000 composés phénoliques, dont 5000 pour la

sous classe des flavonoides [79].

En fonction de leur structure chimique, les polyphénols sont classés en plusieurs
familles et principalement en 6 grandes classes largement connues sous le nom des
flavonoides, qui regroupe : les anthocyanines, les flavones, les flavan-3-ols, les
flavonoles, les flavanones et les isoflavones [80]. Les acides phénoliques sont représentés
par deux classes principales : les acides benzoiques et les dérivés de 1’acide cinnamique.
En dernier, la classe des tanins qui sont des composés polyphénoliques, solubles dans
I'eau, dont les masses molaires se situent entre 500 et 3000. En plus de présenter les
réactions caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de précipiter les

alcaloides, la gélatine et les autres protéines [81] (annexe I).

2. Biosynthése des polyphénols

Les polyphénols sont synthétises au sein des cellules végétales. Cette biosynthése
s’effectue de maniére tissu- dépendante, a partir de la dégradation des carbohydrates

produits par le cycle de Calvin [82].

Ces carbohydrates peuvent étre mobilisés pour produire des polyphénols par la voie de
la glycolyse ou celle des pentoses phosphates qui produit le glycéraldéhyde 3-phophate
(le précurseur initial de la glycolyse). A la fin de la glycolyse, Le pyruvate obtenu entre
dans le cycle de I’acétate/malonate et forme le malonyl-CoA, le précurseur des stilbénes,
flavonoides et aussi les curcuminoides et autres. Le phosphoénolpyruvate (précurseur
intermédiaire de la glycolyse) et I’érythrose-4- phosphate (de la voie oxydative des
pentoses phosphates) peuvent entrer dans la voie des shikimates, produisant ainsi 1’acide
shikimique, qui est le précurseur des acides aminés aromatiques des tanins, des lignanes
et des acides phénoliques (en rentrant dans la voie des précurseurs phénylpropanoide :
comme le malonyl-CoA) [82 ; 83 ; 84].
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3. Meétabolisme et Biodisponibilité des polyphénols:

Comme tout nutriment, les composés phénoliques empruntent différentes voies au
niveau de D’intestin. La structure chimique de chaque molécule ainsi que son poids
moléculaire influent en grande partie le schéma d’absorption et de métabolisation
de cette derniére. Les polyphénols de faible poids moléculaire sont les mieux absorbés au
niveau du petit intestin tandis que les molécules a structures complexes (oligomériques et
polymériques) y seront faiblement absorbées et sont intactes durant le transit et

atteindront le colon de fagon intacte [85].

Au niveau de l’intestin, environ 5 a 10% des polyphénols y sont principalement
absorbés [86]. Le reste sera hydrolysé une fois arrivé a la partie distale de I’intestin par la

flore intestinale.
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Figure 1.6 : Métabolisme des Polyphénols [85].

La biodisponibilité d’une molécule se défit généralement par la quantité ou la fraction

ingérée et qui est absorbée via la barriére intestinale.

La biodisponibilité des polyphénols varie tres largement d’une molécule a I’autre. Apres
avoir été absorbés a travers la barriére intestinale et se retrouvant dans le sang, leur
concentration plasmatique est maximale environ 2 heures apreés leur consommation. Cette
concentration diminue ensuite pour atteindre une valeur nulle 6 a 9 heures plus tard. Elle
ne peut étre maintenue élevée que par une consommation renouvelée au cours de la

journée [87].
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Les polyphénols ingérés pénetrent dans les tissus et organes, en particulier auniveau
des sites de métabolisation tel que l'intestin et le foie. En effet, des études menées avec
des  polyphénols marqués (quercétine, épigallocatéchine, quercétine  4’-
glucosideresvératrol, cyanidine 3-glucoside) ont montré que, 1 a 6 heures apres
I’ingestion, la radioactivité était principalement détectée dans le sang et les organes du
systeme digestif. Toutefois, les polyphénols ont également été détectés dans des organes

tels que le cerveau, le cceur, les reins, le thymus, le pancréas et la prostate [88, 89].

A la fin, les polyphénols sont éliminés par voies biliaire et urinaire [90], cela dépond
principalement de la structure des molécules. Les taux urinaires représentent 1 a 25 % des
doses ingérées en fonction de la nature des polyphénols [90]. La voie biliaire est
particuliérement impliquée dans 1’élimination de polyphénols hautement conjugués. Ces
composés excrétés dans les acides biliaires peuvent étre hydrolysés a nouveau par la flore

intestinale et réabsorbés par la voie de recyclage entéro-hépatique [85].

La quantité de métabolites excrétés dans les urines est corrélée a la concentration
plasmatique maximale des polyphénols. L’excrétion urinaire varie d’une molécule a
Iautre et peut aller de 0,3 a 43 % de la dose ingérée (pour 50 mg d’aglycone). Cette
excrétion est faible pour les anthocyanes, les flavanols et les flavonols et particulierement

élevée pour les acides phénoliques et les isoflavones [88, 91].

4. Role et bienfaits des polyphénols

Les polyphénols végétaux ont d’abord été étudiés pour leurs effets protecteurs contre
les pathogenes ou le rayonnement UV [92]. Souvent présents en grandes quantités dans
les plantes consommées par les herbivores, ils limitent leur appétence et digestibilite. Ils
ont donc été pendant longtemps considérés comme des facteurs antinutritionnels [93].
C’est un regard tout a fait différent qu’on leur porte aujourd’hui, aprés la reconnaissance
de leurs propriétés antioxydantes et de leurs effets présumés sur la santé. Les recherches
sur les effets santé des polyphénols ont cependant débuté beaucoup plus tardivement que

pour les autres antioxydants [92 ; 94].

En tant qu’antioxydants, tous les polyphénols sont capables de piéger les radicaux

libres générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a des agressions
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de notre environnement (cigarette, polluants, infections, etc.) [85]. Ingérés avec nos
aliments, ces composés renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants
tissulaires (lipides et autres macromolécules) contre le stress oxydant et préviendraient
ainsi les diverses maladies chroniques associées, telles que cancers, maladies cardio-

vasculaires ou ostéoporose.

Ils ont aussi des propriétés spécifiques (affinité pour des récepteurs cellulaires comme
les récepteurs des estrogénes, impact sur la signalisation cellulaire) qui induisent des
réponses cellulaires trés diverses. La somme de ces effets se traduit par des effets santé
que I’on commence tout juste a comprendre a travers les expérimentations animales et

cliniques.

Redox potential Folyphenol gut

{anticxidant activities interactions
@.g. inhibition of diatary
cholestersl oxidation in gut) «Other food components

«Bile acids
Digestive enzyme Inhibition

- Amylazes & lipases

*Mucosal cell cycle

Mucosal xenobiotic

Physiological effect on metabolism

mucosal cells -Intestinal genotoxicity

- Apoptosis

- Anti-inflarmmatory simmune responses

- Anti-genotoxic

- Anti-proliferative *Nutrient digestion and
- Induction of phasa || Enzymes i

= Mutrient absombion absurphun

Gut microbiota »Intestinal microbiota

'E:E‘L%T;;:':EELH -Fermentation and SCFA
~Prehinfic affect production

Figure 1.7 : Principaux effets des polyphénols végétaux sur I’intestin humain [96].

En effet, et autre que leurs propriétés antioxydantes, des propriétés bénéfiques des
polyphénols pour la santé humaine seraient nombreuses : effets protecteurs contre les
maladies cardio-vasculaires, effets anti-inflammatoires, ou encore antiviraux pour n'en
citer que quelques-uns [97]. lls peuvent également participer a la bonne conservation de
certains aliments transformés, comme I’huile d’olive, en limitant I’oxydation des lipides

qu’ils contiennent [98].
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODES

L'évolution de la composition physico-chimique des dattes lors des différents stades de
maturité a fait I'objet de plusieurs travaux. C’est au cours de la maturation que s’¢labore la
qualité physico-chimique et organoleptique (accumulation de sucres et d’acides,
production d’ardmes,..). La maturation phénolique représente donc un processus tres
important lors de la formation de la baie de datte. C’est grace a la maturation que les

composes phénoliques deviennent biodisponibles pour 1’organisme.

Cette partie présente 1’ensemble des réactifs, du matériel et des méthodes analytiques
utilisés au cours de chaque étape de notre etude. Dans le but de bien realiser notre
recherche, nous étions amenés a diviser ce travail en trois grandes parties. Le schéma

suivant explique en détail les principales étapes de notre travail :



‘ Schéma général de I’étude expérimentale

Partie | : étude qualitative et quantitative des polyphénols
de la datte Algérienne au cours des stades de maturation

Etude quantitative des polyphénols au cours des
stades de maturation

Etude du pouvoir antioxydant des extraits
phénoliques

Etude qualitative des polyphénols de la datte
Algérienne — Analyse HPLC-DAD

I

Partie Il : Etude in vitro du pouvoir antioxydant des extraits
phénoliques de la datte Algérienne contre la peroxydation
lipidique

Culture des cellules HepG2 et simulation de la
digestion gastro-intestinale in vitro

Mesure de la PL par la méthode TBARS

Mesure de la production du NO- dans le milieu
cellulaire

el

Partie I11: Etude in vivo du pouvoir hypocholestérolémiant
des extraits phénolique de la datte Algérienne

Essai de toxicité aigué des extraits
phénoliques

|

Etude du pouvoir hypocholestérolémiant sur
rats apres induction d’une dyslipidémie

Figure 2.1 : Démarche expérimentale.
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PREMIERE PARTIE

Caractérisation biochimique des antioxydants et étude de la maturation

phénolique de trois variétés de dattes algériennes (Phoenix dactylifera L.)

Apreés avoir réalisé une étude bibliographique étendue sur le présent theme, la matiére
premiére a eté collectée, et ce durant les différents stades de maturité : Kimri, Khalal,
Routab et Tamr. La récolte a été effectuée dans les palmeraies de la Wilaya de Biskra
(année 2013-2014), sous la direction de [D’institut technique du développement de
I’agronomie saharienne (ITDAS). La premiére partie du protocole expérimental a été
entamee au sein du laboratoire de la technologie alimentaire, Département de Technologie

alimentaire, Université El Hadj Lakhdar, Batna.

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Le matériel végetal utilisé pour la réalisation de la premiere partie de notre
recherche était essentiellement les trois principales variétés de dattes Algériennes :
Deglet Nour, Degla Baida et Ghars. Les variétés retenues pour la réalisation de
notre étude representent les trois principales classes (selon textures) du fruit du
palmier dattier : les dattes molles (GH), semi-molles (DN) et dures (DB). La
matiére premiére a été collectée durant les différents stades de maturité : Kimri,
Khalal, Routab et Tamr. La récolte des échantillons a été effectuée sous la
supervision de Dr. Malek BELGUEDIJ, directeur de Pinstitut technique du

développement de 1I’agronomie saharienne (ITDAS).
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1.2. Réactifs chimiques

Tous les produits chimiques et réactifs utilisés étaient de haute qualité
analytique avec faible taux d’impureté et/ou de grade HPLC. L'eau a été traitée
dans un systéme de purification d'eau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA) avant
utilisation. Acétonitrile, méthanol et acétone étaient de grade HPLC (Carlo Erba,
Milan, Italie). Les standards utilisés pour l'identification et quantification des
acides phénoliques et des flavonoides étaient I'acide gallique, I'acide vanillique,
acide chlorogénique, acide férulique et quercétine (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO).

2. Méthodes analytigues

2.1. Caractérisation guantitative et étude de la maturation phénolique des trois variétés

de dattes algériennes

2.1.1. Extraction des polyphénols

La pulpe de datte (100 + 1 g) a été homogénéisée a l'aide d'un Ultraturrax
(IKA, Germany) puis mélangée avec 300 mL de méthanol-eau (4 : 1, v / V)
[99]. L'extraction a été réalisée a température ambiante pendant 3 h a l'aide
d'un agitateur orbital. Les extraits ont été filtrés et centrifugés a 4000 g
pendant 10 min et le surnageant a été concentre sous pression réduite a 40 +
2° C en utilisant un évaporateur rotatif (IKA RV 10 digital, Germany).
L’extrait de datte brut est conservé dans des bouteilles en verre foncé et

conservé au congélateur jusqu’a utilisation.
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100 + 1 g de dattes coupées et broyées

300 ml d’un mélange MeOH-H,O _____
(4:1,VIV)
v

Agitation du broyat pendant 5h

v
Filtration aprés Centrifugation a 4000 tr/min pendant 10 min

Concentration sous vide a 40° + 1 °C.

Extrait méthanolique de datte
(conservé a 4° C)

Figure 2.2 : Protocole de préparation de 1’extrait méthanolique de datte [99].

2.1.2. Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux a

été réalisée par la méthode de Folin-Ciocalteu [37].

La concentration des composés phénoliques totaux a été mesurée comme
décrit par Singleton et Rossi [100]. En bref, 300 pL d'extrait méthanolique de
datte et une solution d'étalonnage d'acide gallique (0-0,17 mg/mL) ont été
ajoutes a 25 flacons volumeétriques. De I'eau bi-distillée a été utilisée comme
blanc. Environ 1500 uL de réactif phénolique de Folin-Ciocalteu dilué (1 :10)
ont été ajoutés au mélange et agités. Apres 5 min, 1200 pL de solution
aqueuse de Na2COgs (7,5 g/100 mL) ont été ajoutés tout en mélangeant. Apres
incubation a 1’obscurité pendant 90 min a 23° £ 1° C, les valeurs
d'absorbance ont été lues a 765 nm contre une courbe d’étalonnage préparée

simultanément (annexe 1) a 1’aide d’un spectrophotometre UV-Vis (Jasco V-
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530, Japan). La teneur phénolique totale a été exprimée en mg d'équivalents
d'acide gallique (GAE) / 100 g FW.

300 uL d'extrait brut de datte

1500 pL de réactif phénolique de Folin-

Ciocalteu dilué (1/10)
v

Agitation du mélange pendant 5 min

v

Ajout de 1200 pL de solution aqueuse de Na,CO5 (7,5 g/100 mL)

v
incubation pendant 90 mina 23°+ 1 °C

v
Lecture d'absorbance a 765 nm

Figure 2.3 : Protocole de dosage des polyphénols totaux [100].

2.1.3. Dosage des flavonoides

La méthode utilisée pour 1’estimation des taux de Flavonoides dans les
cing variétés de dattes est celle décrite par Bahourun et al. [101]. Une gamme
de 10 concentrations de quercétine allant de 0 a 40 pug / mL a été préparée a
partir d’une solution mére de 40 pg/ mL de concentration (annexe I1). 3 mL
des extraits méthanoliques des trois variétés de dattes et de la solution
d’étalonnage (quercétine) ont été ajoutés a 25 flacons volumétriques. De 1'eau

bi-distillée a été utilisée comme blanc.

Environ 1000 pL d’une solution méthanolique de chlorure d’ Aluminium a
2% ont été¢ ajoutés aux mélanges et agités. Aprés 10 min d’incubation,

I’absorbance est lue a 430 nm.
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3 mL des extraits bruts de datte

1000 pL d’une solution
méthanolique de chlorure —
d’Aluminium a 2%

v

Agitation du mélange pendant 10min

Lecture d'absorbance a 765 nm

Figure 2.4 : Protocole de dosage des flavonoides [101].

2.1.4. Dosages des caroténoides

La teneur en caroténoides totaux des extraits est déterminée selon la
méthode rapportée par Talcott et Howard [102] avec quelques modifications.
2 £ 0,02 g de pulpe de dattes ont été homogénéises puis, pour I’extraction des
caroténoides, sont traités avec 25 mL du mélange acétone/éthanol (1:1, v/v) et
200 mg/L butyle- hydroxy toluéne (BHT). La manipulation est réalisée a
I’abri de la lumiére car les caroténoides sont sensibles a cette derniére. Apres

extraction, I’échantillon est centrifuge a 1500g pendant 15 minutes a 4-5°C.

L’extraction est refaite pour le résidu plusieurs fois dans les mémes
conditions jusqu’a ce que le filtrat soit décoloré. A la fin, les surnageants sont
récupérés dans une fiole de 100 mL. L’absorbance est lue a 470 nm. La
concentration en caroténoides est estimée en mg/100g MS en se référant a
la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant le B- caroténe (gamme

d’étalonnage en annexe Il).
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2.1.5. Mesure du pouvoir antioxydant au cours des différents stades de maturité

L'évaluation de l'activité antioxydante des différents extraits a été réalisée

a l'aide de trois dosages différents. Pour chaque essai, un aliquote Trolox a été

utilisé pour établir une courbe d’étalonnage a des concentrations allant de 200

a 1000 pumol/L. Toutes les données ont ensuite été exprimées en équivalent
Trolox (mmol TE /100g FW) (annexe I1).

2.15.1.

2.15.2.

Pouvoir réducteur par l’indice FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant

Power

Le test FRAP a été réalisé selon la méthode décrite par Benzie et
Strain [103]. La methode de la réduction du fer est basée sur la
réduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants qui donnent
la couleur bleu [104]. Une solution de 10 mmol / L de TPTZ dans 40
mmol / L de HCI et de 12 mmol / L de chlorure ferrique a été diluée
dans 300 mmol / L de tampon acétate de sodium (pH 3,6) dans un
rapport de 1: 1: 10. Des aliquotes (20 puL) d'extrait brut des trois variétés
de dattes (aux différents stades de maturation) ont été ajoutées a 3 mL
de la solution FRAP et I'absorbance a été déterminée a 593 nm toutes

les 5 min jusqu'a I'état d'équilibre.

Test de piégeage des radicaux au DPPH ((2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,o-
diphenyl-a-picrylhydrazyle) fut l'un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier le lien entre la structure et I’activité antioxydante

des composés phénoliques.

Cette activité a été mesurée selon la méthode décrite par Brand-
Williams et al. [105]. Des aliquotes (25 pL) d'extrait brut des trois
variétés de dattes (aux différents stades de maturation) ont été ajoutées
pour compléter un volume de 3 mL de solution de DPPH (6 x 105 mol /
L) et I'absorbance a été déterminée a 515 nm toutes les 5 min jusqu'a

I'état d'équilibre.
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2.1.5.3. Test du blanchiment de la R-Caroténe

Ce test permet la mise en évidence du pouvoir antioxydant des
extraits végétaux. En effet, L’oxydation de 1’acide linoléique génere des
radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder la -

carotene entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge [106].

Bri¢vement, Une émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été
préparée par solubilisation de 5 mg de B-carotene dans 1 mL de
chloroforme, ensuite 25 uL. de I’acide linoléique et 200 mg de tween 40
sont additionnés. Le chloroforme est completement évaporé au rota-
vapeur et 100 mL d’eau oxygénée sont ajoutés en agitant. A 5 mL du

mélange précédent, 350 uL de chaque extrait ont été ajoutés.

Les tubes a essai ont été incubés en obscurité a la température
ambiante. Deux tubes contrdle ont éte aussi préparés avec la méme
procédure, I'un contenant un antioxydant de référence le BHA
(controle positif) et l'autre sans antioxydant (contrdle négatif) ou
I’échantillon est remplacé par 350 uL. de méthanol. L’absorbance est

déterminée a 490 nm.

5 mg de p-caroténe + 1 mL de chloroforme

25 pL de Iacide linoléique + 200 mg -

Evaporation compléte du
tween 40 — P b

chloroforme

Ajout 100 mL H,0, + Agitation du mélange pendant 10 min

l

5 mL du mélange ajoutés a 350 pL de chaque extrait

l

Agitation du mélange puis incubation pendant 10 min

|

Lecture d'absorbance a 490 nm

Figure 2.5 : Protocole du test du blanchiment de la 3-Caroténe [106].
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2.2. Caractérisation gqualitative des composés phénoligues des extraits de dattes a

maturité par HPLC-DAD

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Extraction des polyphénols

La pulpe de datte (100 + 1 g) a été homogénéisée a l'aide d'un Ultra-turrax
puis mélangée avec 300 mL de méthanol-eau (4: 1, v / v) [99]. L'extraction a
été réalisée a température ambiante pendant 3 h a l'aide d'un agitateur orbital.
Les extraits ont été filtrés et centrifugés a 4000 g pendant 10 min et le
surnageant a été concentré sous pression réduite a 30°+ 1° C en utilisant un

évaporateur rotatif.

Purification des extraits

Les extraits bruts ont été filtrés a travers une cartouche Sep-Pak C18,
préalablement activée avec du méthanol puis de I'eau (5 mL de chaque). Les
composés phénoliques ont été adsorbés sur la colonne, tandis que les sucres,
les acides et autres composés hydrosolubles ont été €lués avec 5 mL d'eau
[107]. Les composés phénoliques ont ensuite été récupérés avec 1 mL de
méthanol acidifié¢ et passés a travers un filtre a pores de 0,45 um, avant d'étre

analyses par HPLC pour identification et quantification.

Mesure du pouvoir antioxydant

Comme I’utilisation de plusieurs méthodes photométriques pour mesurer
I’activité antioxydante des extraits végétaux est fortement recommandée, et
en plus des méthodes décrites precédemment (les tests FRAP et DPPH), nous
avons choisis un autre test, qualifi¢ de sensible, pour évaluer I’activité

antioxydante des extraits purifiés des différentes variétés de dattes mares.

2.2.3.1. L’indice FRAP (voir section 2.1.5.1.)

2.2.3.2. Test de détection des radicaux au DPPH (voir section 2.1.5.2.)
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2.2.3.3. Essai ABTS.

Ce test est basé sur la capacité d’une molécule a réduire le radical
ABTSe<+, obtenu a partir de I’ABTS (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-

azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)).

Ce test a été réalisé selon le protocole décrit par Turoli et al. [108].
La solution de cation radicalaire ABTS (ABTS +) a été preparee par la
réaction de 7 mM d'ABTS et de 2,45 mM de persulfate de potassium,
apres incubation a 23° £+ 1° C dans Il'obscurité pendant 16 h. La solution
ABTS + obtenue a été diluée avec de I'éthanol a 80% pour obtenir une
absorbance de 0,700 + 0,005 & 734 nm. Un aliquote de la solution
ABTS + (3,9 mL; absorbance de 0,700 £ 0,005) a été ajoutée a 0,1 mL
de l'extrait purifié de chaque variété de datte puis mélangé
vigoureusement. Ce mélange réactionnel a été laissé au repos a 23 ° £
1° C pendant 6 min et I'absorbance a 734 nm a été immédiatement
enregistrée face a la gamme d’¢étalonnage Trolox préparée

simultanément (annexe I1).

2.2.4. Analyse par HPLC-DAD

L’¢tude de la composition phénolique des différentes variétés de dattes
utilisées a été réalisée par chromatographie liquide haute performance
(HPLC) couplée a un détecteur DAD (Diode Array Detector).

Les méthodes chromatographiques représentent un moyen tres fiable est
flexible pour [I’identification des composées phénoliques des extraits

veégétaux.
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Mise en place du systéme chromatographique pour [’analyse des

échantillons

L'établissement du profil phénolique de différents extraits a été
réalisé en utilisant un systtme LC-DAD (Thermo Electron Corporation,
San Jose, CA). Le protocole analytique a été réalise en suivant celui
adapté par Eid et al. [109]. Les extraits de dattes ont été séparés en
utilisant une colonne C18 NovaPak (250 mm x 4,6 mm, taille de
particule 5 pm), équipée d'un support de garde C18 NovaPak (Waters
Ltd., Elstree, UK). La phase mobile était constituée de (A) de l'acide
chlorhydrique 5 M (0,1%) dans du méthanol aqueux a 5% et (B) de
I'acide chlorhydrique 5 M (0,1%) dans de l'acétonitrile aqueux (1: 1) et
a été pompée a travers la colonne a un débit égale a 0,7 mL/min. Les
échantillons (50 pL) ont été injectés et séparés en utilisant le systéme de
gradient suivant (min /% B): 0/5, 5/5, 40/50, 55/100, 59,9 / 100 et 60/5
pour la détection de tous les composés. L'éluant a été contrdlé par
détection du réseau de photodiodes (DAD) a 254, 280 et 320.
L'identification des composés phénoliques a été réalisée en comparant
les spectres obtenus et les temps de rétention avec ceux obtenus pour

les standards.

Etablissement des sgammes d’étalonnages des polyphénols de référence

Cing polyphénols de références ont été utilisés pour 1’établissement
de la gamme étalon : acide galic, quercetine, acide chlorogenique, acide
ferulique et acide vanilique. Les gammes étalons ont été utilisées pour
la réalisation des chromatogrammes de référence, et ce dans des
concentrations comprise entre 0 et 1 mg/mL a partir de trois solutions

meéres différentes pour chaque compose.

Les chromatogrammes ci-dessus représentant les pics obtenus pour

chaque standard sont illustrés dans I’annexe II.
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DEUXIEME PARTIE

Etude du pouvoir antioxydant des trois variétés de dattes algériennes sur

la peroxydation lipidique — Etude in vitro sur cultures cellulaires HepG2

Cette partie de notre recherche a été¢ réalisée dans le cadre d’une collaboration
d’apprentissage et de formation entre le centre national de recherche en biotechnologie de

Constantine et 'université de Naples Federico II.

Le travail a été réalisé entre le département de Pharmacie sous la supervision du
Dr. Gian Carlo Tenore et Pr. Ettore Novellino (analyses HPLC et simulation de la
digestion gastro-intestinale in vitro), et I’institut de Médecine de 'université de Naples.
Les cultures cellulaires et 1’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits ont été
réalisées au sein des laboratoires du département de Biochimie, Biophysique et Pathologie

Geénérale sous la supervision du Pr. Paola Stiuso

1. Matériel végétal

Lors de cette deuxieme partie de notre recherche, nous avons utilisé les mémes
variétés de dattes (Deglet Nour, Degla Baida et Ghars) a maturité. A titre comparatif,

la variété Adjwa d’Arabie Saoudite a été également utilisée.

2. Matériel biologigue

Les cellules HepG2 sont une lignée cellulaire qui provient d’un tissu hépatique
humain présentant un carcinome hépatocellulaire (CHC). Cette lignée est souvent

utilisée pour les études sur le métabolisme et la toxicité des médicaments.

La lignée utilisée pour la reéalisation de notre recherche provient de la collection
« American type collection (HepG2, HB-8065 ATCC) ».
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Réactifs chimigues et enzymes de digestion

Les produits chimiques et les réactifs utilisés pour simuler la digestion gastro-
intestinale étaient les chlorure de potassium (KCI), thiocyanate de potassium (KSCN),
phosphate monosodique (NaH2PO4), sulfate de sodium (Na2S0s), chlorure de sodium
(NaCl), bicarbonate de sodium (NaHCOs), urée, a-amylase, acide chlorhydrique

(HCI), pepsine, pancréatine, les sels biliaires (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).

Méthodes analytiques

4.1. Simulation de la digestion gastro-intestinale in vitro

Afin de pouvoir évaluer la biodisponibilité des composés phénoliques et leur
pouvoir antioxydant sur les cellules HepG2, une simulation de la digestion gastro-

intestinale est requise [110].

Les modeéles biochimiques de digestion consistent a mimer les conditions physico-
chimiques digestives. Ils reproduisent donc les deux principales étapes de la digestion

se déroulant dans I’estomac et I’intestin gréle.

Afin de pouvoir parfaire le schéma de la digestion in vitro, nous avons reproduit les
étapes de digestion sur trois principales étapes: digestion salivaire, gastrique et

intestinale.

e L adigestion salivaire

Les échantillons de dattes (20 + 0,2 g ) ont été mélanges a 6 mL de salive
artificielle composée de KCI (89,6 g/L), KSCN (20 g/L), NaH2PO4 (88,8 g/L),
Na2SOs4 (57,0 g/L), NaCl (175,3 g/L), NaHCOs (84,7g/L), urée (25,0 g/L) et
290 mg de a-amylase. Le pH de la solution a été ajusté a 6,8. Le mélange a éte
introduit dans un sac en plastique contenant 40 mL d'eau et homogénéisé dans

un Stomacher 80 pendant 3 min.
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e Ladigestion gastrique

Immediatement, 0,5 g de pepsine (14.800 U) (enzyme digestive lyophilisee)
dissous dans 10 mL de HCI 0,1 N ont été ajouté, le pH a été ajusté a 2,0 avec
du HCI 6 N, et le mélange était incubé a 37 ° + 1° C dans un agitateur orbital
Polymax 1040 (250 tr / min) pendant 2h.

e Ladigestion intestinale

La digestion pancréatique était simulée comme suit: le pH a été augmenté a
6,5 avec NaHCO3 0,5 N et 5 mL d'un mélange de pancréatine (8,0 mg/mL) et
de sels biliaires (50,0 mg/mL) (1: 1; v / v), dissous dans 20 mL d'eau, ont été
ajoutes et incubés a 37 ° C dans un agitateur orbital (250 tr /min) pendant 2h.
Les surnageants (fractions gastro-intestinales: FGI) ont été lyophilisés et
conservés a -20° + 1° C. Les composés phénoliques de chaque FGI ont été
caractérisés (qualitativement et quantitativement) par les méthodes décrites

précédemment.

Le diagramme ci-dessous résume les étapes de la digestion gastro-intestinale

in vitro :



20 + 2 g de pulpe de
datte

A

6mL de salive artificielle + 40 mL d’eau
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l

Compartiment buccal

3 min a 37°+1°C dans un Stomacher

I

Addition de 0,5 g de pepsine (14,800 U)
dans HCI 0,1 N

pH 6,8 -HCI 0,1 N

l

2h a 37°+1°C dans un agitateur
orbital

Compartiment gastrique

|

5mL (1 :1, V/V) de pancréatine (8mg/mL) —
sels biliaires (50mg/mL)

pH 2 —HCI6 N

2h a 37°+1°C dans un agitateur orbital

Compartiment intestinal

A

4

Centrifugation a 4000 rpm pendant 1h a 4°+1°C

l

Extraction et détermination du pouvoir antioxydant sur

cellules

HepG2

pH 6,5 —-NaHCO;0,5 N

Figure 2.6 : Représentation schématique du modeéle digestif in vitro [110].
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4.2. Laculture cellulaire

4.2.1. Mise en culture des cellules hépatiques HepG2

Des cellules de carcinome hépatocellulaire humain (HepG2, HB-8065) ont
¢été obtenues a partir d’une sélection de culture cellulaire de type américain.
Pour lancer la premiere mise en culture, les cellules sont décongelées trés
rapidement a partir de cultures conservées a -80°+1°C (Flash freezer) dans un
milieu de culture spécifique (20% DMSO). Apres décongélation, les cellules
sont centrifugées pendant 5 min & 1200 tpm. Le surnageant a été ensuite
éliminée (contenant le milieu de culture et le DMSO qui devient toxique pour
les cellules & température ambiante) et le culot était repris dans un nouveau
milieu de culture. Des monocouches de cellules ont été cultivées dans des
flacons T75 et maintenu en RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
medium) complété avec 10% (v / v) de sérum bovin feetal (FBS), 100 U/mL
pénicilline, 100 pg/mL streptomycine, et 1% de L-glutamine. Le tout a été
incubé a 37° £ 1° C dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO: dans l'air
[111].

Comptage des cellules :

Le comptage des cellules en culture cellulaire est une étape obligatoire qui
permet d’avoir une information qualitative, et surtout quantitative sur la
culture cellulaire effectuée a un temps T. Aussi, elle nous permet la
surveillance de 1’état des cellules et le taux de prolifération pour la bonne

reproductibilité et précision expérimentales.

Les cellules déja cultivées dans des flacons T75 (ou parfois dans des boites
de Pétri) ont été récupérées. Le milieu de culture a tout d’abord été éliminé et
les cellules ont été lavées avec 3 mL du PBS stérile, qui a été éliminé par la
suite également. Cette étape de lavage permet 1’élimination des débris
cellulaires. 1 mL d’une solution de trypsine a ét¢ ensuite ajouté aux cellules et
le tout est incubé a 37° £ 1 °C pendant 15 min. une fois les cellules décollées,
la culture a été centrifugée a 1200 tpm pendant 5 min, le culot (les cellules

sédimentées) a été récupéré dans 2 mL du milieu de culture a 37°C.
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Figure 2.7 : Schéma de la premiere mise en culture avec comptage sous

microscope des cellules hépatiques HepG2

A T’aide d’une pipette pasteur, 1’échantillon a été placé dans une chambre
de comptage des cellules. Seules les cellules avec un contour illuminé sont

comptabilisées. La technique de comptage sera détaillée dans I’annexe I1.

Les analyses effectuées sur les cellules ont été réalisées sur des
microplaques de 96 puits a raison de 10 000 cellules et 500 000 cellules/puits.
A 80% de confluence, les cellules sont traitées en triplicata pendant des

durées d’exposition souhaitées.

Avant traitement des cellules, les FGI des différentes variétés de datte ont
été reconstituées comme suit : 10 mg du lyophilisat ont été dilués dans 1 mL
d’eau (stérile). Aprés homogénéisation, des dilutions ont été réalisées a partir
des solutions meéres de chaque fraction GI afin d’obtenir deux concentrations

finales de 1 mg et 0,5 mg respectivement.

4.2.2. Etude de la sensibilité de la culture cellulaire HepG2 aux FGI

Nous avons évalue la viabilité des cellules HepG2 aprés traitement avec
les fractions Gl en utilisant le test MTT [112], un test colorimétrique sur
microplaque qui mesure la capacité des cellules viables a transformer un sel
de tétrazolium soluble [bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium) (MTT)] en un précipité de formazan violet insoluble. Les

cellules ont été plaquées a la densité appropriée (2 mL — 1,000,000 cellules )
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dans des plagues de micro-titration a 96 puits. Aprés 24 heures, les cellules
ont été traitées avec des fractions Gl a deux concentrations : 0,5 — 1 mg/mL
pendant 24 h. Le lendemain, 50 pL de MTT (1 mg/mL) et 200 pL de milieu
ont été ajoutés aux cellules de chaque puit. Apres 4 h d'incubation a 37 °+ 1°
C, le milieu a été éliminé et les cristaux de formazan ont été solubilisés en
ajoutant 100 pL de diméthylsulfoxyde (DMSO) puis homogénéisés dans un
agitateur orbital pendant 20 minutes. L’absorbance était mesurée a 570 nm en
utilisant un lecteur de plaque. Les expériences ont été réalisées en triple. Pour
le témoin (contrdle négatif), 0,5% de DMSO a été ajouté aux cellules non

traitées.

Figure 2.8 : Manipulation des cultures cellulaires sous hotte.

Mesure de ’activité antioxydante des fractions Gl sur les lignées cellulaires

HepG2

Les cellules ont été étalées sur une plaque a 12 puits dans 2 mL de milieu
de culture & une densité de 1,0 x 105 cellules / mL. Les dosages ont été
réalisés en incubant la culture avec 0,5 et 1 mg / mL de fraction Gl pendant
24h. La lyse cellulaire a été réalisée en utilisant un tampon de lyse glacé (50
mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% Triton) supplémenté avec un
melange de protéase inhibiteur pendant 30 min. Le mélange a été centrifugé a
13 000 tr / min a 4° £ 1°C pendant 5 min. Le surnageant a été récupéré dans
des tubes Eppendorf et conservé a -20° C pour la quantification des protéines
et le dosage TBARs, tandis que le milieu des cellules HepG2, récupéré apres
traitement avec des fractions Gl, a été utilisé pour le test NO®. La teneur en
protéines des échantillons a été évaluée par la méthode Biorad®, basée sur la

méthode de Bradford qui implique I'ajout d'un colorant acide a la solution des
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protéine, puis mesure spectrophotométrique a 595 nm. Les résultats obtenus

ont été comparés a une courbe d’étalonnage de BSA (Albumine de Sérum

Bovin) afin d’obtenir une mesure relative de la concentration en protéines.

4231

4.2.3.2

Mesure de la peroxydation lipidigue par la méthode TBARs (TBARS

vient de : Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

Le test TBARs est une méthode d’analyse quantitative largement
utilisée pour quantifier la peroxydation lipidique. Elle est considérée
comme 1’une des premiers test de 1’étude du stress oxydatif réalisée par
Gutteridge & Halliwell [113]. L’abréviation TBARS vient de:
Thiobarbituric Acid Reactive Substances.

Le principe de cette méthode se base sur le traitement par la chaleur
d’un échantillon dans des conditions acide en le faisant réagir avec
I’acide 2-thiobarbiturique [114]. L’obtention d’une solution rose en fin

de la réaction signifie que le résultat est positif.

Les cellules HepG2 traitées avec les FGI ont été incubées avec 2 mL
de la solution TBA-acide trichloroacétique (TCA) (15% TCA, 0,37%
TBA dans 0,12 N HCI) a 100 ° +1° C pendant 30 min. La réaction a été
stoppée en refroidissant I'échantillon dans de I'eau froide,
et apres une centrifugation a 7000 tpm pendant 8 min les surnageants ont
été quantifiés par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 532 nm.

La quantité de TBARS a été exprimée en mM / mg de proteine.

Production de 1’oxyde nitrique NOe

La mesure du NO* a été effectuée selon la méthode basée sur la
réaction de Griess.100 pL d'échantillon ont ét¢ mélangés avec 400 pL
d'eau MilliQ® et 500 pL de réactif Griess (0,5% de sulfanilamide, 2,5%
de H3PO4 et 0,05% de naphtyl-éthylene diamine dans H20) et incubés
pendant 10 min a température ambiante. L'absorbance a été mesurée a
550 nm et par rapport a une courbe d’étalonnage obtenue a partir d’une
solution de nitrite de sodium. Les résultats obtenus ont été exprimés en
nM / mg de protéine [115].
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TROISIEME PARTIE :

Etude du pouvoir hypocholestérolémiant des extrait de trois variétés de

dattes algériennes - Etude in vivo

1. Matériel végétal

Seuls les extraits des variétés algériennes de dattes ont été utilisés pour la réalisation de
I’étude in vivo. L’étude a été réalisée sous la supervision du personnel habilité a ces

pratiques chez Saidal Antbiotical -Médéa, Algérie.
2. Animaux

Des rats Wistar males ages de trois semaines (pesant 190-220 g) de la station
d'élevage d'antibiotiques de Saidal (Centre de recherche et développement Saidal,
kouba, Algérie) ont été utilisés. Ils ont été mis en cage dans des conditions standard de
laboratoire (T° 23 £ 1 °C, éclairage 08-16 h), nourris de granulés (batonnets de soja et
de mais) et de I'eau ad libitum. La pesée a été effectuée quotidiennement (avec un
contréle strict du poids) et les expériences ont été effectuées durant la journée (08:00 -
16:00h). Les expériences rapportées dans cette étude ont été menées dans le respect de
I'éthique des réglementations et directives locales pour le soin et l'utilisation des
animaux de laboratoire de I’Institut Pasteur, Algérie. Le protocole expérimental a été
approuvé par les deux comités locaux du département R&D, Saidal-Antibiotical
(Algérie) et I'équipe du Département de Contrdle des Vaccins de I'Institut Pasteur,
(Algérie).

3. Expérimentation in vivo

Pour éviter tout risque de toxicité, seul 1’extrait éthanolique a été retenu pour le test
in vivo. Le protocole d’extraction a été réalisé dans des conditions contrdlées et les
extraits ont été filtrés en atmosphére stérile pour éviter tout risque de contamination.
Les filtrats ont été conserves dans des fioles scellées a 4° + 1° C. L’extraction était
renouvelée chaque trois jours dans les mémes conditions. Aprés chague extraction, la

teneur en polyphénols totaux a été mesurée.
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Essai de toxicité aigie

Ce test a été approuvé par le laboratoire de toxicologie de Saidal-Antibiotical

pour les doses toxiques de médicaments.

Quinze souris saines (pesant 12 a 18 g) ont été soumises au test. Les souris ont
été divisées en trois lots (5 souris par lot) et recevaient a JO, des injections intra

péritonéales des trois extraits (en fonction de leur poids) [116].

Aprés traitement, les sujets étaient observés une fois par jour (du J2 a J5) pour
la mortalité, les schémas physiques et comportementaux, et pour tout signe de

toxicité pendant une période de cing jours.

Test de I’activité hypocholestérolémiante des extraits (Rats)

Afin d’induire une hyper-cholestérolémie chez les sujets, une administration
d’une source de radicaux libres est requise. Pour faire, une huile végétale a usage
alimentaire a été oxydée au niveau du laboratoire a 80° + 1°C et a plusieurs

reprises pendant 24 h.

3.2.1. Traitement des rats

Les rats ont été divisés en six (6) groupes [de quatre (4) rats chacun]. lls
avaient libre acceés a 1’cau et a la nourriture. Les rats sont maintenus a une
température ambiante (30° + 1° C) et photopériode de 8h/16h. Ils ont éte
traités conformément au principe et directive énoncés dans le manuel sur le
soin et I'utilisation des animaux d’expérimentation. Pour différencier les

sujets d’un méme lot, la méthode du « piercing » a été utilisée (figure 2.9).
Les rats des six groupes ont été traités comme suit [116, 117] :
e Groupe I- témoin sain : les sujets recevaient quotidiennement par
gavage gastrique 2 mL d’eau distillée.

e Groupe II- témoin intoxiqué : les sujets recevaient chaque jour par
gavage gastrique 2 mL d’huile oxydée + une injection intra-

péritonéale 0.5 mL d’eau physiologique (placebo).
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e Groupe I1l- Degla Baida : les rats recevaient chaque jour par gavage
gastrique 2 mL d’huile oxydée + une injection intra-péritonéale 0.5
mL de I’extrait purifié¢ de DB ;

e Groupe IV- Delet Nour : les rats recevaient chaque jour par gavage
gastrique 2 mL d’huile oxydée + une injection intra-péritonéale 0.5

mL de I’extrait purifi¢ de DN ;

e Groupe V- Ghars: les rats recevaient chaque jour par gavage
gastrique 2mL d’huile oxydée + une injection intra-péritonéale 0.5

mL de I’extrait purifi¢ de GH ;

e Groupe VI- témoin traité avec un polyphénol référence
(Quercétine) : les sujets recevaient chaque jour par gavage gastrique
2 mL d’huile oxydée + une injection intra-péritonéale 0.5 mL d’une

solution de Quercétine.

4 )
3 1
4 2
\ /
Figure 2.9 : Schéma du mode de différenciation des souris et rat
(piercing)

3.2.2 Prélévement sanguin et mesure du poids

Le préléevement sanguin a été effectué du sinus retro-orbital sous
anesthésie (figure 2.10) [118]. Le premier préléevement est effectué sur les rats
une journée avant le début de I’expérimentation (JO), les autres prélévements
sont effectués chaque fin de semaine de traitement (J7, J14 et J21).
Les echantillons (placés dans des tubes Eppendorf) ont été centrifuges a 4000
tours/minute pendant 10 minutes, le sérum est récupéré et utilisé pour les

dosages biochimiques du cholestérol total, les TG, le HDL et le LDL
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cholestérol. La mesure pondérale a été effectuée régulierement avant les

prélévements sanguins.

Figure 2.10 : Prélévement sanguin au niveau de 1’ceil par ponction dans le

sinus retro-orbital.

3.2.2.1. Dosage du cholestérol total (TC)

Le cholestérol a été dosé par une méthode enzymatique (réaction de
Trinder) par un auto-analyseur de type (ARCHITECT c-Systems) en
utilisant le Kit de réactif du cholestérol [119]. L’enzyme utilisée est la
cholestérol-estérase, elle hydrolyse les esters de cholestérol en
cholestérol et acides gras libres. Les molécules de cholestérol libre (déja
existant dans le milieu cellulaire) et celles issues de 1’hydrolyse
s’oxydent par le cholestérol oxydase pour former du cholesténe-4-one-3
et du peroxyde d’hydrogéne, qui se combine avec de I’acide hydroxy
benzoique (HBA) et de la 4-aminoantipyrine pour former un
chromophore (quinone imine) quantifi¢ a 500 nm. L’intensité de la
coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm, est directement
proportionnelle & la quantité de cholestérol présent dans 1’échantillon du

sérum.
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3.2.2.2. Dosage des triglycérides (TAG)

Le dosage des triglycérides a été réalisé par la méthode
colorimétrique enzymatique des triglycérides (Glycérol phosphate

oxydase) en utilisant le Kit de réactif des glycerides. [120 ;121]

La technique repose sur le dosage enzymatique, apres action de la
lipase, du glycérol libre. Les triglycérides sont hydrolysés par la lipase
afin de libérer les acides gras et le glycérol. Le glycérol est phosphorylé
par I’adénosine triphosphate (ATP) et le glycérol Kinase (GK) pour
produire du Glycérol-3- phosphate et de 1’adénosine diphosphate
(ADP). Le Glycérol-3-phosphate est oxydé en Dihydroxyacétone
phosphate (DAP) par le glycérol phosphate oxydase (GPO) en
produisant du peroxyde d’hydrogéne (H202). Lors d’une réaction
colorée catalysée par la peroxydase, le H20: réagit avec le 4-
aminoantipyrine (4-AAP) et le 4-chlorophénol (4-CP) pour produire un
colorant rouge. L’intensité de la coloration de la quinine imine mesurée
a 500 nm est directement proportionnelle a la quantité des triglycérides

dans I’échantillon du sérum.

3.2.2.3. Dosage du HDL-c

La méthode de Roeschlau et al. [119] éteé appliquée en utilisant des
Kits de dosage (Laboratoires Randox Ltd, UK) pour la détermination
des lipoprotéines. Le dosage des lipoprotéines de haute et basse densité
s’effectue aprés précipitation quantitative grdce au  réactif
phosphotungustique associé au chlorure de magnésium. Apres
centrifugation, les concentrations du cholestérol (des HDL et LDL)
contenues dans le surnageant sont alors dosées par colorimétrie a 540
nm [117].

3.2.2.4. Dosage du LDL-c

Le méme principe du dosage des HDL cholestérol a été utilisé pour
réaliser le dosages des LDL cholestérol. Il s’effectue aprés précipitation

grace au réactif phosphotungustique associé au chlorure de magnésium qui
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consiste a précipiter le LDL cholestérol, qui est alors dosé par colorimétrie
(@ 540 nm) dans le surnageant résultant de la centrifugation du précipité

par la méme technique enzymatique que le cholestérol total [117 ; 119].

Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type (n=3).
Une évaluation statistique a été réalisée en utilisant I'analyse de variance (ANOVA) suivie
du test HSD (Honest Significant Difference) de Tukey pour separer les moyennes
statistiguement différentes. Le niveau de signification a été fixé a P <0,05. La version 10
du logiciel STATISTICA (Version 13.2, 2016) a été utilisée pour effectuer ces analyses.
Les coefficients de corrélation (R) ont été calculés a l'aide de I'application Microsoft Office

Excel.
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CHAPITRE 111

RESULTATS ET DISCUSSION

PREMIERE PARTIE

Caractérisation biochimique des antioxydants et étude de la maturation

phénolique de trois variétés de dattes algériennes (Phoenix dactylifera L.)

I. Caractérisation quantitative et étude de la maturation phénoligue des trois variétés de

dattes algériennes

1. Parameétres biochimiques

1.1. Teneur en Eau
Le tableau 3.1 présente les taux moyens d’humidité au cours du processus de la
maturation des trois variétés de datte.

Tableau 3.1 : Teneur en eau des trois variétés de dattes au cours des stades de

maturité
attHe.

Stade de maturité DB DN GH
Kimri 77,6% * 4,397 82 % + 2,49% 78,2% + 2.36™
Khalal 52,5% + 1,11° 78,4% + 0,84° 67,1% + 1,66°
Routab 21,9% + 1,54" 51,7% + 1,16° 38,7% + 1,23°
Tamr 13,3% +1,23" 22,5% + 0,59° 25,8% * 0,42°

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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I1 est a noter que les teneurs en eau peuvent franchement varier d’une région a une
autre, selon le stade de maturité et aussi selon la variété, car ce paramétre est

étroitement lié a I’humidité du milieu extérieur.

Au stade kimri, les trois variétés de dates présentent des teneurs élevées en eau, la
variété Deglet Nour (DN), étant de texture semi-molle, elle présente le taux le plus
élevé avec 82% d’eau (tableau 3.1), suivie par la variété Ghars (GH) avec 78,2% et en
dernier la variété Degla Baida (DB) avec 77,6%. Pour I’ensemble des trois variétés de
dattes étudiées, la teneur en eau dégraisse significativement d’un stade a I’autre

jusqu’a maturation.

Au stade khalal, la perte d’cau est faible pour la variété DN : 78,4% (soit - 4,4% de sa
teneur initiale), et modérée pour la variété GH : 67,1% (soit -14,2% de sa teneur
initiale). La variété DB quant a elle, sa perte d’eau est importante (- 32,35 % de sa
teneur initiale).

90%

80%

70%

60%

50%

40%

Teneur en eau %

30%

20%

10%

0%

kimri Khalal Routab Tamr

EDN mGH mDB

Figure 3.1 : Evolution de la teneur en eau des trois variétés de dattes au cours des
différents stades de maturation.
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Ces résultats obtenus et I’évolution du taux d’humidité des dattes correspondent a
la description du stade Khalal par la littérature [7 ;14 ;17 ;122 ;123 ;124 ;125]; ce
stade est caractérisé principalement par une évolution morphologique et biochimique

trés lente.

Au stade Routab, une baisse significative a été enregistrée pour I’ensemble des
cultivars (figure 3.1). La teneur en eau de la variété DN était de 51,7% (soit — 36,95%
de sa teneur initiale), suivie par la variété GH avec une teneur de 38,7% (soit — 50,5%
de sa teneur initiale), puis la variété DB qui a enregistré un taux égale a 21,9% d’eau
(soit -71,7% de sa teneur initiale). Cette perte importante d’eau pour 1’ensemble des
variétés est due a I’augmentation rapide du taux de sucres et des matiéres solides, aussi

la teneur en fibre a ce stade est importante par rapport aux stades précédents [15].

Au stade Tamr, marqué par la maturation compléte du fruit, les valeurs observées
pour les varietés GH et DN sont égales a 25,8% et 22,5%, tandis que la variété DB
arrive a maturité avec un taux d’humidité plus bas qui est égale a 13,3%. La faible
teneur en eau de la variété DN peut s’expliquer par un non-respect des conditions de
stockage occasionnant ainsi une perte supplémentaire et asséechement de la datte. Des
travaux similaires sur un panels plus large de cultivars on rapportés des teneurs
proches aux résultats obtenus [126 ; 127 ; 128].

La teneur en eau est une variable trés importante qui a été utilisée comme critére
principal de classification des dattes selon leur texture : des dattes molles (taux
d’humidité > 30% dont la variété GH), semi-molles (teneur en eau comprise entre
10% et 30% dont la variété DN) et séches (teneur en eau < 10 % dont la variété DB)
[129].

Les résultats obtenus ont montré que la teneur en eau des trois variétés de dattes
évolue en fonction de leur maturation : ’humidité décroit des stades verts aux stades
mars (tableau 3.1). Les résultats obtenus sont en accord avec ceux trouvés par Munier
etal. [14] ; Booij et al. [130]; Hulme [131] et Reuveni [132].
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1.2. Teneur en matiere seche (MS)

La détermination de la matiére séche permet d’exprimer les résultats obtenus en
fonction de I’unité du poids sec du fruit. Les teneurs en matiére séche des différentes

variétés de dattes étudiées sont représentées par la figure 3.2.
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Figure 3.2 : Evolution de la teneur en matiére séche des trois variétés de dattes au

cours des différents stades de maturation.

Au stade Kimri, les teneurs en matiére seche (MS) varient en moyenne entre
17,91% et 22,42% ; le groupe est donc homogene sans différences significatives
(P<0,05). Au stade Khalal, une augmentation lente de la MS a été enregistrée, la
variété DB enregistre le taux le plus élevé (47,77%). Au stade Routab, une
augmentation rapide de la teneur en MS de I’ensemble des variétés de dattes a été
observée ; cette augmentation correspond a la baisse significative de la teneur en eau.
A ce stade, la variété DN contient moins de MS que les variétés GH et DB (48,30%).

Au stade de maturation (stade Tamr), la teneur en MS est a son summum pour
I’ensemble des variétés. Les variétés DN et GH contiennent 77,45% et 74,14% de MS
respectivement. La variété DB quant a elle, et a ce stade de maturation, elle atteint un
taux trés bas de teneur en eau : 13,3% (86,70% de MS). Ces résultats correspondent
aux données décrites par la littérature [133 ; 134 ; 135]. Cette évolution de la teneur en

MS de la datte au cours des différents stades de maturation est le résultat d’une
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accumulation progressive des sucres, et ce suite a une perte progressive d’eau [34 ;
136 ; 137].

L’ensemble des principaux parametres biochimiques (sucres totaux, sucres

réducteurs, protéines et minéraux, .. etc.) seront exposés en annexe Ill.

1.3. Teneur en composés phénoligues totaux

La figure 3.1 représente 1’évolution de la teneur en composés phénoliques
des différents extraits des trois variétés de dattes étudiées, et ce durant les quatre
stades de maturation. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide
gallique/ 100 g MS :

1000 -

800 -
<& ——DB
23
232 600 - & GH
wn O
23 e DN
C ~
22 400 |
_&m
g

200 -

0 T T r
Kimri Khalal Rutab Tamr
Stades de maturation

Figure 3.3 : Evolution de la teneur en composés phénoliques totaux (mg EAG /

100g MS) des différentes variétes au cours des différents stades de maturation.

la teneur totale en polyphénols a été quantifiée a I'aide du réactif de Folin. La
figure 3.3 démontre que les trois variétés de dattes étudiées sont une bonne source
de polyphénols. Cependant, la quantité totale variait significativement entre les
variétés au cours les stades de maturation et a maturité. Le dosage des composés
phénoliques a montré que durant le stade kimri, les teneurs en polyphénols totaux
enregistrées sont significativement plus élevees que celles des autres stades de

maturation pour les variétés DN et GH, ces résultats sont en parfaite concordance
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avec les résultats publiés par Eid et al. [109]. Pour la variété DB, la teneur en
polyphénols augmente en passant du stade Kimri au stade Khalal, puis elle décline
au cours des stades Routab et Tamr; Tandis qu’une graduelle diminution est

observée pour les variétés DN et GH des les premiers stades de maturation.

Au stade Kimri, la teneur en polyphénols est a son summum, elle varie entre
504,54 et 877,24 mg eq AG/ 100 g MS, alors qu’au stade Tamr elle atteint des
valeurs moyennement comprises entre 158 et 322 mg- eq AG/100 g MS.

La variété DN est la plus riche en polyphénols, elle marque la plus forte teneur
au stade Kimri (877,24 mg eq AG/ 100 g MS). Puis au stade Khalal, on remarque
une nette régression du taux de polyphénols atteignant 297,52 mg eq AG/ 100 g
MS. Cette baisse peut étre due a I’enti¢re précipitation des tanins solubles sous
forme insolubles, ce qui les rend inaccessibles [138]. Tandis que pour le variété
GH, la cinetique est plutét en baisse continue sans fluctuations. La variété GH est
la moins riche en polyphénols et ce durant les trois derniers stades de maturation
(157,5 mg eq AG / 100 g MS). Quant a la variété DB, elle montre la plus faible
teneur au stade Kimri avec 588,8 mg eq AG / 100 g MS, puis au stade Khalal, on
enregistre un pic maximal atteignant 856,2 mg eq AG / 100 g MS suivi par une
chute au stade Routab jusqu’a maturation ou elle enregistre 320 mg eq AG/ 100 g
MS.

Ces valeurs sont supérieures a celles trouvées par Awad et al. [139] qui avaient
obtenus des valeurs variant de 30 mg a 180 mg/ 100g MS durant la maturation de
la variété Medjool, et inférieures a celles de Shahdadi et al. [140] qui donnent des
valeurs comprises entre 800 mg et 1100 mg eq AG/ 100 g MS pour deux variétés

de dattes iraniennes au cours de la maturation.

L’influence du stade de maturité se traduit par la diminution progressive de la
teneur en polyphénols ; ce phénoméne est expliqué par la synthése active des
polyphénols qui a lieu aprés la fécondation durant la phase de division cellulaire,
puis elle diminue a partir de la phase de croissance cellulaire [141]; alors que la
diminution de la teneur en polyphénols pendant la maturation peut étre due a
I’action des enzymes: les polyphénol oxydases (PPO) et les peroxydases (POD)
[142].
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Plusieurs études ont reporté qu’il y a une corrélation entre les taux des
polyphénols et I’activité enzymatique des PPO durant la maturation ; Gooding et
al. [143] ont montré que I’activité enzymatique des PPO dans les fruits de
bananier diminue en fonction du stade de maturité. En plus, Ayaz et al. [144] ont
montré qu’il y a une diminution de la teneur en polyphénols ainsi que I’activité

enzymatique des PPO au cours de trois stades de maturation des néfles.

Les différences de teneurs en polyphénols résultent de I'effet d'un certain

nombre de facteurs dont les principaux sont:

e Les facteurs climatiques et environnementaux : la lumiére, les

précipitations, la topographie, la saison et le type des sols [145].

e Le patrimoine génétique : la concentration des polyphénols est tres variable
d'une espéce a une autre et d'une variété a autre et diminue réguliérement
durant la maturation ainsi que la période de récolte et le stockage par

différentes voies du brunissement (notamment enzymatique) [146].
e [améthode d’extraction et la méthode de quantification [147].

Toutefois, il faut prendre en considération le fait que la méthode Folin-
Ciocalteu est une méthode fiable et largement recommandée possédant également
des limites. Ciocco et al. [148] et Ciocco et Lattanzio [149] ont été les premiers a
décrire I’interférence de 1’alcool dans le mélange Folin-Ciocalteu. Ciocco et
Lattanzio [149] ont déterminé que lorsque la concentration d'alcool dépasse 4 %,
le degré de saturation du soluté dans les mélanges réactionnels diminue, ce qui
réduit la propriété diélectrique moyenne affectant le développement de la couleur,
qui par la suite affecte les lectures d’absorbance et les résultats finaux. Aussi, il a
été démontré que le réactif Folin-Ciocalteu peut réagir avec les acides aminés
(tyrosine, tryptophane), et les sucres réducteurs comme le glucose et le fructose
[150].
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1.4. Teneur en flavonoides

Le tableau ci-dessous représente les teneurs en flavonoides des différents
extraits des variétés de dattes au cours de la maturation. Les résultats sont

exprimes en mg équivalent Quercétine / 100g MS.

Tableau 3.2. Teneur en flavonoides (mg eq Q / 100g MS) de différentes variétes

de datte au cours de la maturation.

Stades de maturation DB DN GH
Kimri 118,67+1,824 138,27+1,168 78,64+2,14¢
Khalal 153,361,564 106,39+1,328 51,27+0,84¢
Routab 83,49+0,58% 43,25+0,428 28,11+0,31°
Tamr 62,45+0,12A 31,83+0,178 19,34+0,25¢

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures = SD. Les moyennes avec

différentes lettres pour le méme stade sont significativement différentes (P<0,05).

Les valeurs représentées dans le tableau 3.2 montrent une différence
significative entre les variétés étudiees (p<0,05). La teneur la plus élevée a été
enregistrée par la variété DB au stade Kimri (153,36 mg eq Q / 100g MS), tandis
que la teneur la plus faible a été enregistrée par la variété GH au stade Tamr
(19,34 mg eq Q / 100g MS).

les valeurs que nous avons enregistrées sont supérieures a celles trouvées par
Guizani et al. [151], qui sont de I’ordre de 34 a 66 mg eq Q / 100g MS pour
quelques variétés de dattes omanaises. Au stade Tamr, Ben meddour et al. [152],
ont trouvé des valeurs assez proches a nos résultats, a savoir 72,77 mg eq Q /
100g, 15,22 mg eq Q. / 100g et 45 mg eq Q / 100g MS pour les variétés Degla

Beida, Deglet Nour et Mech Degla respectivement).
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La cinétique démontre que la teneur en flavonoides diminue au cours du
processus de maturation, a 1’exception de la variété DB qui montre un pic
maximal enregistré au cours du passage Kimri - khalal, puis une diminution au
cours du reste des stades de maturation. Cette concentration des flavonoides peut
étre due a la forte accumulation des sucres a ce stade. Le squelette de base des
flavonoides peut présenter divers substituants pouvant présenter au moins trois
groupes hydroxyles phénoliques (OH) qui sont généralement combines avec des
sucres pour former des glycosides (avec le glucose comme sucre prédominant).
Dowsen et Atten [15] rapportent par ailleurs que la catégorie des dattes seches se
caractérise par une teneur en saccharose importante. Au stade Khalal, la teneur en
saccharose des dattes seches est plus importante que celle des dattes molles,

pouvant stimuler ainsi la biosynthése des flavonoides dans la cellule.

Teneur en caroténoides totaux

Les caroténoides totaux ont éte dosés par colorimétrie. La figure 3.4 illustre les
résultats de la teneur en caroténoides totaux des extraits des trois variétés de dattes

étudiées.

La teneur en caroténoides totaux (exprimée en mg/100g MS) des variétes
étudiées, oscille entre 1,416 - 1,765 au stade Kimri, et entre 0,556-1,462 au stade
Tamr; une diminution significative de la teneur en caroténoides totaux au cours de
la maturation est constatée. La variété GH a enregistré les teneurs les plus faibles
(a ’exception du stade Kimri). De méme, il a été observé une légere augmentation
de la teneur en caroténoides totaux, pour les deux variétés DN et GH en passant
du stade Routab au stade Tamr ; ceci n’est pas due a une nouvelle activité de
biosynthese mais plutdt a la diminution de la teneur en eau du le fruit a ce stade
[153].
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Figure 3.4 : Evolution de la teneur en caroténoides totaux pour les différentes

variétés au cours du développement et maturation.

Ces valeurs sont supérieures a celles trouvées par Boudries et al. [153] qui
s’étendent sur les fourchettes de 61.7 - 167, 32.6 - 672, et 37.3-773 pg / 100 g MF
pour les variétés Deglet Nour, Tantebouchte et Hamraya respectivement, et ce
durant les stades Khalal, Routab et Tamar, et inférieures a celles publiées par Al-
Farsi et al. [154], qui donnent des valeurs comprises entre 1,31 et 3,30 mg / 100 g
MF pour trois variétés de dattes omanaises (Fard, Khasab et Khalas).

Beaucoup de travaux de recherche ont démontré que, a coté de la p-le caroténe,
une grande diversité d'autres carotenes mineurs ont été trouvés dans les fruits du
palmier ; Les y- et les d-caroténes étaient généralement trouvés dans bon nombre
de ces fruits. Ces caroténoides s'accumulent préférentiellement dans le cerveau
humain [155], réduisent les dommages photo-oxydatifs et modulent I'expression

de I'inflammation associée a la dégénérescence maculaire [156].
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1.6. L’activité antioxydante des extraits phénoliques des différentes variétés de dattes

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable
traduisant la capacité antioxydante. En effet, pour juger de I’effet antioxydant
global d’un extrait d’une ressource végétale ou alimentaire, l’utilisation de

plusieurs tests d’activité antioxydante est nécessaire [157].

Beaucoup de tests standardisés évaluant I’activité antioxydante sont simples,
peu coliteux et rapides a mettre en ceuvre. Les tests DPPH, test de blanchissement
du B- carotene, et FRAP ont été retenus dans le cadre de cette étude. Des

modifications ont été, cependant, apportées afin de les optimiser et de les adapter

a notre étude.

1.6.1. Blanchissement du (- caroténe

Les résultats du test du blanchissement du B-caroténe évaluant 1’activité
antioxydante des extraits phénoliques des trois variétés de dattes étudiées sont

illustrés dans la figure 3.5.
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Figure 3.5 : Evolution de I’activité antioxydante par le test du
blanchissement du p-caroténe exprimée en pourcentage d’inhibition pour
les différentes variétés de datte au cours du développement et maturation.
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D’apres les résultats obtenus, on constate que tous les extraits testés, et le
BHA (utilisé en tant qu’antioxydant de référence) inhibent 1’oxydation
couplée de I’acide linoléique et du B-carotene. Au stade Kimri, I’activité
antioxydante (% d’inhibition) oscille entre 60,17 - 66,08 % ; ces valeurs sont
nettement supérieures au pourcentage marqué par le control positif BHT
(58,20 %).
On note par la suite une légére augmentation qui s’établit au stade Khalal, ou
la variété DN a enregistré le taux le plus élevé (69,14%), suivi par les
variétés DB (64,23%), et GH (49,38%). Au stade Routab, une forte
diminution de I’activité antioxydante a été constatée, la variété DN a marqué
le taux le plus éleveé (62,69%), alors que le taux le plus faible a été enregistré
par la variété GH (40,53%).

Au stade Tamr, les pourcentages d’inhibition sont proches de ceux trouvés
au cours du stade Routab pour 1’ensemble des variétés étudiées ; on note les
valeurs suivantes en ordre décroissant : DN (63,24%), DB (59,11%), BHT
(58,20%) et GH (41,87%).

Ben Abbes [158], réalisant le méme test sur I’extrait éthanoique de la
variété DN au stade Tamr, avait obtenu une inhibition inférieure a la nétre
(33.66%). Selon Haddadi [159], plusieurs facteurs semblent moduler les
résultats d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique, a savoir la nature

liposoluble ou hydrosoluble des antioxydants, ainsi que leurs concentrations.

De plus, Ferreria et al. [160] ont remarqué que le test d’inhibition de
I’oxydation de I’acide linoléique couplée a celui du B-caroténe, parait trés
utile comme un modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les

membranes biologiques.

Pour conclure, Liyana-Pathirana et Shahidi [161] considérent qu’un extrait
qui arréte, retarde ou inhibe le phénoméne du blanchissement du 3-caroténe
peut étre décrit comme un piégeur des radicaux libres donc un antioxydant

primaire.
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1.6.2. Piégeage du radical libre DPPH* (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Les résultats obtenus sur 1’évaluation de I’activité antioxydante par le
piégeage du radical libre DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), pour les
différentes variétés de datte étudiées sont illustrés dans la figure 3.6.

D’aprés la figure illustrant les courbes de I’activité antioxydante, il s’avere
que I’ensemble des extraits phénoliques des trois variétés de dattes présentent
une tres bonne activité antioxydante. Elle est a son maximum au cours du
premier stade de maturité, puis une régression est constatée au cours de la
maturation pour I’ensemble des variétés a I’exception de la DB, ou le pouvoir
radicalaire augmente pour atteindre 81,55% au stade khalal, puis il régresse

graduellement jusqu’a maturation.
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Figure 3.6 : Evolution de pouvoir radicalaire par le test au DPPH® pour les

différentes variétés au cours du développement et maturation.

Au stade Kimri, I’activité antioxydante varie entre 72,14% et 86,27%,
alors qu’au stade Tamr elle atteint des valeurs qui sont comprises entre
59,11% et 65,49%. la variéte DN marque le meilleur pourcentage d’inhibition
au stade Kimri (86,27%). La variété GH quant a elle, affiche une plus faible

activité antiradicalaire au stade Tamr avec une inhibition égale a 59,11%.
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Cette capacité antioxydante, telle que mesurée par piégeage des radicaux
DPPH®, a significativement diminué au cours des différents stades de

maturation (Kimri, Khalal, Routab et Tamr) (figure 3.6).

Ces valeurs sont proches de celles trouvées par Awad et al. [128], qui se
situent entre 56% et 88% pour la variété Helali (variété de datte d’Arabie
saoudite), et de celles de Guizani et al. [151], qui donnent des valeurs
comprises entre 62,5% et 72% pour trois variétés de dattes omanaises (Fardh,
Khasab et Khalas).

L'analyse de la corrélation entre la capacité du piégeage des radicaux
DPPH®* des différents extrais phénoliques des dattes étudiées et leur teneur en
composés phénoliques totaux montre une corrélation linéaire significative (p
< 0,05). Cette forte corrélation observée entre 1’évolution de la capacité
antioxydante et celle de la teneur en polyphénols totaux au cours de la
maturation, pour la plupart des cultivars suggere une forte contribution de ces

composeés dans la capacité antioxydante totale.

Plusieurs études ont rapporté des corrélations positives entre la capacité
antioxydante et la concentration totale en polyphénols des dattes [37, 162], et
des fruits [163, 164, 165]. Cependant, Yu et al. [166] n'ont trouvé aucune
corrélation significative entre la concentration totale des composés
phénoliques et la capacité de piégeage des radicaux libres (DPPH®) dans des
échantillons de céréales. Ceci s’explique probablement, par le fait que les
différents composes phénoliques ont des réponses différentes a la méthode de
Folin-Ciocalteu [167].

Pouvoir réducteur par ’indice FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le tableau ci-dessous (Tableau 3.3) représente le pouvoir réducteur de
différentes variétés de dattes au cours de la  maturation.  Les
résultats  sont  exprimés en mg eq AG / 100g MS. Les valeurs
représentent la moyenne de 3 mesures + ET. Les moyennes avec différentes

lettres pour le méme stade sont significativement différentes (P < 0,05).
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Tableau 3.3. Activité antioxydante (mg eq AG / 100g MS) des différentes

variétés de datte au cours de la maturation.

D.B D.N GH
Kimri 421,50+2,87~ 310,76+8,47° 306,55+5,138
Khalal 447,37+3,03*  289,70+7,718 253,7045,04¢
Routab 402,38+6,07A  213,53+7,95B 197,07+3,588
Tamr 389,22+6,524  252,50+8,94" 237,2545,938

Le pouvoir réducteur est I'un des mécanismes utilisés pour évaluer la
capacité antioxydante, il repose sur la capacité des extraits testés a réduire le
fer ferrique (Fe®*) présent dans le complexe Ks[Fe(CN)s] en fer ferreux
(Fe?*). Comparativement aux deux méthodes précédentes (test DPPH* et test
du blanchissement du R-carotene), la cinétique d’inhibition est similaire, le
pouvoir réducteur diminue graduellement au cours de la maturation, a
I’exception du pic enregistré au cours du passage du stade Kimri au stade
khalal pour la variété DB, qui est également suivie d’une baisse au cours du

reste des stades de maturation.

Le taux le plus élevé a été enregistré par la variété DB au stade Khalal
(447,37 mg eq AG / 100g MS), tandis que le taux le plus faible a été
enregistré par la variété GH au stade Routab (19,34 mg eq AG / 100g MS).
Au cours des différents stades de maturation, la variété DB a enregistré les

taux les plus élevés, suivie par la variété DN, et enfin la variété GH.

Benmeddour et al. [152] ont trouvé des valeurs assez proches de nos
résultats au stade Tamr. lls ont obtenus 420 mg eq AG / 100g MS, 376 mg eq
AG / 100g MS et 272 mg eq AG / 100g MS pour les variétés Degla Beida,

Deglet Nour et Mech Degla respectivement.
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En comparant les résultats de 1’étude de ’activité antioxydants obtenus par
les trois méthodes utilisées, nous avons constaté que les trois variétés de
dattes possede un important pouvoir radicalaire. Ce dernier est a son
summum au début de la maturation. L’évolution est donc caractérisée par une
baisse jusqu’a maturation. Les résultats obtenus indiquent que les composés
phénoliques totaux et les flavonoides sont fortement responsables de ce

pouvoir antiradicalaire.

I1. Caractérisation qualitative des composés phénoligues des extraits de dattes a maturité
par HPLC-DAD

1. Analyse du profil phénoligue des extraits de dattes par HPLC-DAD

Les variétés Deglet Nour (DN) Ghars (GH) et Degla Baida (DB) utilisées
pour la réalisation de cette partie de notre étude ont été récoltées a maturité
(stade Tamr). Les variétés de dattes contenaient respectivement 22,46%,
28,26%, 15,32% et 19,68% d'humidité. Les résultats de I’analyses de nos
extraits phénoliques des trois variétés de dattes étudiées sont illustrés dans le

tableau suivant :
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Tableau 3.4: Profils phénoliques des extraits phénoliques des trois variétés de dattes

analysées par HPLC-DAD.

Extraits Concentration des composés phénoliques (mg / ml)
(variétés de GA VA ch A EA Qu
dattes)
DN 0.825+0.09% n.d n.d 0.156+0.01% 1.39+0.042
GH 0.284+0.03? 4.65+0.19% n.d 0.06+0.004% 1.40+0.122
DB 0.11+0.0009% n.d n.d 0.015+0.01% 0.96+0.13?

2 Valeurs exprimées en moyenne = ET (n= 2). Les valeurs entre deux colonnes avec la

méme lettre ne sont pas significativement différentes (p<0.05) (Tukey HSD test). * et #

montrent une différence significative (P < 0.01 et P < 0.05, respectivement) (One-way
ANOVA). Abréviations: GA, gallic acid; VA, vanillic acid; ChA, Chlorogenic acid; FA,

ferulic acid; Qu, quercétine; n.d, non détérminé.

Le profil phénolique des extraits de datte a été évalué par analyse HPLC-

DAD. La figure 3.7 montre les chromatogrammes des différentes variétés de
dattes. Neuf pics importants sont apparus dans tous les chromatogrammes a
intensités variables. Selon les profils des spectres UV, obtenus dans les
conditions étudiées, l'acide gallique et la quercétine ont été trouvés comme
les antioxydants les plus abondants. Les trois variétés contiennent de I'acide

férulique et seule la variété GH a montré la présence d'acide vanillique.
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Figure 3.7 : Chromatogrammes des composés phénoliques des trois variétés de dattes.
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Les analyses qualitatives des composés phénoliques des trois variétés de
dattes ont révélé que les teneurs trouvées sont trés inférieures aux données
rapportées dans les travaux préceédents sur différentes variétés de dattes
venant de différentes régions [37; 168 ; 169]. La purification des extraits en
utilisant la colonne chromatographique C18 aurait fortement pu étre a
I’origine en entrainant une perte intensive de composés phénoliques (tableau
3.4).

En outre, la caractérisation quantitative des extraits de dattes a l'aide d'un
nombre limité d'étalons phénoliques ne peut pas donner une image claire de
la composition phénolique des extraits. De plus, le plus grand nombre de pics
détectés pour chaque extrait de datte était uniquement présent en traces,

rendant ainsi leur identification et leur quantification difficiles.

Dans ce contexte, nous avons appuyeé nos résultats par une large
comparaison de nos spectres d'absorption UV — Vis et temps de rétention
chromatographique avec ceux des composés de référence et des données
obtenues lors des études antérieures. Selon les données obtenues par
Mansouri et al. [37] et dans les mémes conditions analytiques adaptées par
Eid et al. [109] la présence d'acides isoféruliques, d'acides p-coumariques,
d'acides cinnamiques, les acides hydroxycinnamiques et les glycosides de

flavone peut étre fortement suggérée.

2. Teneur en polyphénols et pouvoir antioxydant des extraits phénoligues

Les composés phénoliques ont été extraits au méthanol aqueux, qui est le
plus recommandé pour extraire des composés phénoliques de datte [168 ;
170]. La teneur en polyphénols totaux a été évaluée par le test de Folin-

Ciocalteu.

La teneur en polyphénols des différentes variétés est comprise entre 207,86
et 300,29 mg eq AG / 100 g MF. La variété DB est la plus riche en
polyphénols (p <0,001), elle enregistre la teneur la plus élevée en composés
phénoliques solubles (tableau 3.5). Ces résultats sont proches des résultats

trouvés pour la variété saoudienne Adjwa, qui est trés connue par sa richesse
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en polyphénols [119]. Les variétés DN et GH contiennent 207.86 mg eq AG /
100 g MF et 286.06 mg eq AG / 100 g MF respectivement. Une différence
significative tres élevée a été trouvée entre la teneur en polyphénols totaux

des différentes variétés de dattes (p < 0,05).

Il est tres évident que la datte contient moins de composés phénoliques
solubles que les autres fruits connus comme source importante
d'antioxydants, comme la fraise, la pomme, les figues et la tomate [37 ; 1711,
cela peut étre d0 a l'importante teneur en fibre des dattes, qui affectent
I'accessibilité d'une partie importante des composés phénoliques et d’autres
métabolites secondaires [172]. Distinctement, il est important de noter que la
composition de la matrice alimentaire joue un réle important dans la stabilité

des polyphénols [173].

Tableau 3.5 : Activités antioxydantes et teneurs en polyphénols des trois variétés de
datte.

Activité antioxydante
Teneuren PT

Extrait

DPPH FRAP ABTS
s (mg eq AG
(variétés)
mMeqT/100g mMeqT/100g mMeqT/1009 /1009 MF)
MF MF MF
DN 2.52+0.013% 1.36+0.0162 1.54+0.06" 207.8626.46"
GH 1.11+0.002 0.859:+0.003" 2.55£0.31% 286.06+6.0012
DB 2.360.85% 1.94+0.106° 2.960.04% 300.29+12.28%

2 Valeurs exprimées en moyenne = ET (n= 3). Les valeurs entre deux colonnes avec la
méme lettre ne sont pas significativement différente (p<0.05). Mesurées par Tukey
HSD test, One-way ANOVA.
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Il est fortement recommandé d'utiliser différentes méthodes pour évaluer
I’activité antioxydante d’un extrait a fin d’établir 1'authenticité¢ [174]. Pour
cette raison, l'activité antioxydante de nos extraits phénoliques a été évaluée a
l'aide de différentes méthodes photométriques et exprimée en mM
d'équivalents Trolox (ET) pour 100 g de poids frais. Comme présenté dans le
tableau 3.6, les données montrent de fortes capacités antioxydantes pour
I’ensemble des extraits phénoliques des différentes variétés de dattes étudiées.
Les capacités antioxydantes les plus élevées ont été obtenues par le test
ABTS pour la plupart des variétés de dattes a I'exception de la variété DN,
qui est plus réactive au radical libre DPPH (2,52 + 0,013 mM ET / 100 g
FW).

Certaines variétés ont montré un fort potentiel de piégeage des radicaux

(DN, DB) tandis que la varieté GH a donné un pouvoir réducteur élevé.

Par conséquent, cette différence d'affinité aux radicaux peut étre attribuée a la
composition chimique des polyphénols, la différence de concentration de ces
composés et la texture des différentes variétés de dattes (teneur en eau et
période de maturité). Nos données ont révélé une bonne corrélation linéaire
(R) entre les activités antioxydantes déterminées par différents dosages, en
particulier ABTS (p <0,05), et la teneur en polyphénols totaux (R allant de
0,897 4 0,9627).
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DEUXIEME PARTIE

Etude du pouvoir antioxydant des trois variétés de dattes algériennes sur la

peroxydation lipidique — Etude in vitro sur cultures cellulaires HepG2

L'influence de la fraction gastro-intestinale (FGI) des différentes variétés de datte sur le
stress oxydatif cellulaire et la surexpression cellulaire d’oxyde nitrique a été étudiée sur des
cellules du carcinome hépatocellulaire humain (HepG2). En situation de stress oxydatif, les
lipides sont les premiéres cibles des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) [175; 176]. La
peroxydation lipidique (LP) génere une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les
protéines et 'ADN [177]. L'acide thiobarbiturique (TBARS) est I'un des produits formés et

considéré comme l'un des marqueurs importants de la peroxydation lipidique (PL).

1. Les biomarqueurs de la peroxydation lipidique

1.1. Viabilité des cellules (Test MTT)

Le test MTT est un test rapide qui nous a permis d’évaluer la viabilité des cellules
HepG2 aprés traitement avec nos FGI, il nous a permis également d’évaluer la
cytotoxicité de ces fractions sur les cellules. Aprés traitement (et au passage au
microscope et lecture d’absorbance), les résultats du test MTT nous avons enregistré

ce qui suit (figure 3.8) :
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Figure 3.8 : viabilité cellulaire et taux de prolifération cellulaire établis par I’essai
MTT.

Les cultures cellulaires traitées par les FGI montraient un taux de
prolifération significativement bas par rapport au témoin, ce taux de
prolifération est significativement proportionnel a la concentration des FGI. La
prolifération cellulaire se traduit par la multiplication abondante des cellulaire
carcinomateuses engendrant ainsi une invasion de la tumeur sur un organe. Nos
extraits ont montré une efficacité dépondant des concentrations des fractions.
Par exemple, la variété GH a la concentration 0,75 mg/ml enregistre un
pourcentage de multiplication cellulaire faible par rapport a celui enregistré

pour la méme variété a Img/mL.

En outre, un taux de mortalité cellulaire tres bas a été constaté (par
microscopie), ce qui fournit plus d’informations sur la cytotoxicité des FGI.
L’activité métabolique (métabolisme mitochondrial) des cellules a également

été significativement réduite.
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1.2. Taux de protéines des cellules HepG2

Lors de I’étude de la peroxydation lipidique au niveau cellulaire (foie, cceur, etc.),
le taux de protéines est systématiquement déterminé pour I’expression des résultats

des tests (comme le test TBARS).

La figure 3.9 illustre les teneurs en protéines des cellules HepG2 traitées par les
FGI des différentes variétés de dattes. En comparant les résultats obtenus pour les
FGI des trois variétés au témoin, seule la variété DN (a 0,5 mg/mL et 1 mg/mL)
donne un faible taux de protéines, avec 25,63 pg/pL et 25,02 pg/uL respectivement.
Les variétés DB et GH enregistrent des valeurs moyennement inferieures a celle
données par le témoin. La variété Adj est la seule a enregistrer les teneurs les plus

élevées comparée aux autres variétés (26,46 pug/uL et 26,84 pg/uL respectivement).
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Figure 3.9 : Teneur en protéines des cellules traitées avec les FGI des différentes
variétés de dattes. Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET de deux expériences

indépendantes (P < 0,001 par rapport au témoin).

Ces résultats nous renseignent sur ’effet de la FGI riche en polyphénols sur
le métabolisme des cellules carcinomateuses. En effet, le taux de protéines dans
le milieu cellulaire est une résultante d’une activité de division cellulaire donc
de prolifération de masse cellulaire et son développement. La réduction du taux

de protéines dans le milieux cellulaire est synonymes d’une inhibition de la division
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de ces dernieres. Nos résultats montrent que cette inhibition de production
de protéines est dose-dépendante. La variété DN semble avoir un excellent effet

inhibiteur par rapport aux autres variétés étudiées.

Les mesures TBARS pour 1’évaluation de la peroxydation lipidique

Les TBARS sont un marqueur de peroxydation lipidique, reflet d’une atteinte pro
oxydante. Les substances réagissant a I’acide thiobarbiturique sont considérées
comme premier indicateur de la PL [178]. Les résultats sont exprimés en micromoles
de MDA / microgramme de protéines. Les taux TBARS dans les cellules HepG2

apres traitement sont illustrés dans la figure 3.10.

Les taux des marqueurs TBARS ont été réduits positivement. Les variétés
algériennes montrent plus d'efficacité dans l'inhibition de la peroxydation lipidique
que la variété saoudienne. En comparant nos données avec celles rapportées pour
différents fruits, connus par des teneurs importantes en polyphénols, nous avons

conclu que la datte posséde un potentiel important contre la peroxydation lipidique.
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Figure 3.10 : Effet des polyphénols de la FGI des différentes variétés de dattes sur le
stress oxydatif cellulaires (HepG2). Les valeurs sont exprimées en moyenne + ET de
deux expériences indépendantes (P<0,001 par rapport au témoin). * TBARS:

substances réactives a l'acide thiobarbiturique.
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L’inhibition efficace de la peroxydation lipidique cellulaire par les antioxydants
présents dans les FGIs a la concentration de 0,5 mg/mL comparée a celle donnée par
la concentration de 1 mg/mL peut étre expliquée par le fait que la réaction a chaud
dans des conditions acides avec la présence d’une dose double en antioxydants ont
conduit a la surproduction des molécules MDA, et ce suite a une auto-oxydation des
lipides. Ceci confirme, que dans certaines conditions, I’excés en antioxydants peut
génerer un statut pro-oxydant conduisant a des réactions inverses favorisant ainsi un

statut de stress oxydatif dans la cellule.

Production du monoxyde d’azote NO*

La figure 3.11 illustre les résultats de la production du monoxyde d’azote par les
cellules HepG2 traitees avec les FGIs riches en polyphénols. Des niveaux
intéressants d'oxyde nitrique dans le milieu cellulaire ont été révélés apres le
traitement, en particulier par la variété DB qui donne une valeur significativement
élevée (0,32 nmol/mg) a la concentration de 1mg/mL par rapport au témoin (0,042

nmol/mg).
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Figure 3.11 : Effet des polyphénols de la FGI lyophilisée (FGI) de différentes
variétés de dattes sur le taux du monoxyde d’azote dans le milieu cellulaire. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + ET de deux expériences indépendantes

(P <0,001 par rapport au témoin).
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Cette augmentation de la libération du NO® dans le milieu cellulaire a été

considérée comme ayant des effets bénéfiques sur les fonctions cardiaques [179].

Le monoxyde d’Azote (NO®) est un messager biologique important, il est
considéré comme la défense ultime du corps associé a la fonction cytotoxique des
macrophages. Il a un rdle majeur dans la neurotransmission, la vasodilatation et la
protection contre le développement des tumeurs [180]. De nos jours, il se révéle
également étre une valeur thérapeutique inestimable; le défaut de fonctionnement des
processus physiologiques peuvent souvent étre traités en augmentant ou en
diminuant la production du NO" dans les cellules. Fait intéressant, ces resultats
confirmeraient que les dattes pourraient étre une source importante d'agents qui
préviennent le stress oxydatif dans les cellules en stimulant leur systeme de défense
antioxydante. La datte peut également jouer un rdle important dans la protection du
systeme NO- cellulaire; en vieillissant, ce systeme devient moins efficace en raison
des dommages causeés par les radicaux libres, qui exposent I'organisme a des lésions
neuronales, cardiaques et artérielles. Ce potentiel important peut étre associee a une

réduction de la sensibilité des cellules aux lésions induites par les ROS.
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TROISIEME PARTIE

Etude du pouvoir hypocholestérolémiant des extraits phénoliques de trois

variétés de dattes algériennes - Etude in vivo

Cette partie a été consacrée a 1’étude du pouvoir des extraits phénoliques des trois variétés
de dattes algériennes sur I’hypercholestérolémie induite chez le rat. L’étude in vivo a été
réalisée sous la supervision du personnel habilité a ces pratiques chez Saidal Antbiotical -

Médéa, Algérie.

Lors de cette étude, le modéle animal utilisé a été représenté par des rats wistar de sexe
male (pour assurer ’homogénéité face aux interférences hormonales). Les extraits des trois
variétés de dattes : Deglet nour (DN), Degla baida (DB) et Ghars (GH) ont été utilises. Issus
uniquement des extractions a 1’éthanol, et renouvelés périodiquement (chaque 3 jours), les

extraits purifiés et stérilisés ont été initialement testés sur des souris pour verifier leur toxicité.

1. Test toxicologigue

Les résultats du test de toxicité ont montrés que les animaux utilisés pour I'étude de
toxicité n’avaient présenté aucun symptome; aucun signe clinique n'a été détecté et un
taux de mortalité négatif tout au long des jours de traitement a été confirmé.
L'observation physique des souris traitées n'avait montré aucun érytheme local ou général
ni choc anaphylactique, aucune hyperactivité, aucun régime alimentaire déséquilibré, pas

de diarrhée ni de vomissements.

Ces constatations ont permis de qualifier les extraits de non-toxiques, leur usage pour

la prochaine étape du test de 1’activité hypocholestérolémiante est donc sans risque.
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2. Etude de ’activité hypocholestérolémiante des extraits

2.1.

2.2.

L’indice de peroxyde de I’huile oxydée dans I’induction de I’hypercholestérolémie

L’indice de peroxyde s'intéresse au nombre d'oxygene actif dans les chaines
organique des corps gras. Il permet d'évaluer le degré d'oxydation des acides gras
insaturés présents dans notre huile végétale (huile de tournesol). La consommation
réguliere met le consommateur sous stress oxydatif en continu d’ou I’importance de

mesurer I’indice de peroxyde.

La valeur obtenue pour cet indice (qui est égale a 12.35+ 0.2) indique que notre
huile de tournesol est oxydée car plus I’indice de peroxyde est élevé, plus la maticre

grasse est oxydee.

Tests in vivo

L'effet de différents extraits de dattes sur le métabolisme des lipides a été examiné

en déterminant les taux de lipoprotéines dans le sérum sanguin.

Pour évaluer I'effet anti-hyperlipidémique des polyphénols de datte, les rats
recevaient (par gavage) de I'huile comestible oxydée pendant trois semaines; date a
laguelle les extraits phénoliques ont été administrés par voie intra péritonéale par
dose unique (300 mg / kg) et la quercétine (2,5 mg / kg) a été fournie a titre de
comparaison. Au jour 0 et avant le début du traitement, tous les groupes d'animaux
sont considérés comme des sujets référence pour les futurs prélévements sanguins
(figure 3.12). A ce stade, tous les lots différent par de petits pics de triglycérides et de
cholestérol total. Le lot huile oxydée se distingue des autres lots par son taux de
Cholestérol total qui est égale a 0,88 g/L. En moyenne, le taux du HDL (bon
cholestérol) est de 0,6 g/L pour I’ensemble des lots.

Selon la figure 3.12, le profil lipidique semble étre physiologiquement équilibré et
le bilan est plutdét normal comparé aux normes biologiques. Les petites fluctuations
enregistrées peuvent étre dues au comportement alimentaire des rats (quantités de

granulées ingérées).
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Figure 3.12 : Bilan lipidique du prélevement sanguin a JO en g/L.

Au cours de la premiére semaine de traitement suivant le régime défini pour
chaque lot, de légéres modifications du profil lipidique ont été notées (figure 3.13);
les valeurs sont toujours dans les normes par rapport au témoin (Ctr). Apres la
premiére semaine, les données ont révélé une augmentation significative (P <0,001)
du cholestérol total sérique, des triglycérides et du LDL-cholestérol chez les lots
ayant une hypercholestérolémie induite et traités par des extraits de dattes, avec un
niveau positif maintenu de HDL-cholestérol (P <0,05) par rapport aux rats témoins et

valeurs enregistrées avant de commencer le traitement.
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Figure 3.13 : Bilan lipidique du prélevement sanguin a J7 en g/L.

Au cours de la deuxieme semaine (Figure 3.14), le traitement des rats ayant une

hyperlipidémie par des extraits de polyphénols de datte a induit une diminution
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significative du cholestérol sérique (-51% pour le DB, -31% pour la GH et -30%
pour le DN) et du triacylglycérol (-61% pour le DN, -54% pour DB et -32% pour GH
et). La variété DB a montré la meilleure diminution significative du taux de LDL-
cholestérol (-53%) par rapport aux extraits des autres variétés. Pendant ce temps, le

controle positif traité par la quercétine a maintenu un profil lipidique stable.

J-14

Plasma lipid Concentration (g/1

Figure 3.14 : Bilan lipidigue du prélevement sanguin a J14 en g/L.

Sur la période de trois semaines, les résultats sont plutdt peu concluants puisque
les profils lipidiques des rats traités montrent une perturbation dans la premiére
semaine de traitement mais, aprées la deuxieme et pendant la troisiéme semaine de
traitement (Fig. 3.15), on observe une stabilité a la baisse des constantes biologiques,
notant que seul le groupe des huiles oxydées a montré une augmentation continue de

son cholestérol total, HDL-cholestérol, LDL-cholestérol et triacylglycérol.

Le mécanisme d'action possible par lequel I'activité des extraits phénoliques a été
lige a l'effet hypolipidémiant chez les rats avec hyperlipidémie induite peut étre
expliqué par [interférence de ces métabolites secondaires avec l'absorption
intestinale du cholestérol diététigue ou sa modulation [181]. De méme, les
interactions entre les métabolites secondaires et le cholestérol peuvent favoriser son
excretion fecale [182]. Le mécanisme d'action est intéressant, mais il y a encore un

grand manque de preuves de I'efficacité de la réduction du cholestérol chez I'homme.
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Figure 3.15 : Bilan lipidique du prélévement sanguin a J21 en g/L.

Ces résultats semblent correspondre aux données des essais sur les cellules HepG2
et qui sont cohérents avec les études précédentes [116]. La variété DB a montré une
augmentation significative du taux de HDL-cholestérol chez le rat et un niveau
important du NO" dans le milieu cellulaire (HepG2); ces résultats peuvent étre
corroborés par la teneur importante en fibres solubles de cette variété de datte par
rapport aux autres variétés utilisées. De nombreuses études avaient démontré que les
aliments riches en antioxydants associés a un apport en fibres alimentaires
préviennent les maladies cardiovasculaires [183; 184] en modulant les taux

plasmatiques et hépatiques des lipides [185].



CONCLUSION

Les travaux présentés dans cette thése démontrent les effets bénéfiques de la datte sur
le métabolisme lipidigue et son r6le important dans la prévention des maladies et le maintien
d’une bonne santé. Cette étude a donc permis de valider ’ensemble de nos hypothéses.
Il résulte des travaux de nature fondamentale visant le suivi de la maturation phénolique de la
datte, une image éclairée sur le mécanisme de formation et métabolisation des métabolites
secondaires tout au long du cycle de formation du fruit. Ce suivi nous a permis de comprendre
globalement le devenir des composés phénoliques au sein de la cellule dés la fécondation
jusqu’a maturité. Pendant la période de maturation, les composes phénoliques varient
significativement d’un stade a I’autre, et d’une variété a 1’autre. De la véraison a la maturité,
la teneur en polyphénols baisse et la baie de datte s’en appauvrit pour 1’ensemble des variétés

étudiées. Néanmoins, et a maturité, la datte reste une bonne source de ces molécules.

En revanche, nous avons prouvé que I’activité antioxydante des polyphénols de la date évolue
significativement tout au long de la maturation. Le profil phénolique de la datte obtenu par
HPLC-DAD n’a pas été a la hauteur de nos attentes, la présence abondante des sucres et de

fibres peuvent étre a 1’origine d’une difficulté de libération des composés phénoliques.

De plus, notre étude a démontré que la peroxydation des lipides était significativement
réduite et que le niveau d'antioxydants endogeénes était significativement augmenté (libération
de NO-). Conformément aux observations des différents groupes de 1’étude in vivo, il ressort

clairement que I'administration de nos extraits de dattes aux rats ; chez lesquels on a induit



une hypercholestérolémie, avait amélioré leur profil lipidique, et ce durant trois semaines de
traitement. Le profil phénolique des trois variétés de dattes algériennes étudiées ainsi que son
association a d’autres métabolites potentiellement bioactives peut étre responsable de ce
pouvoir hautement significatif contre le stress oxydatif cellulaire, a la fois physiologique ou
induit par les peroxydes. Le pouvoir antioxydant et antihyperlipidémiant des différents
extraits de dattes étaient des résultats attendus. Cependant, la datte est considérée comme 1’un
des aliments anti-hypercholestérolémiants prometteurs qui pourraient prévenir les maladies

cardio-vasculaires.

L’intérét de cette étude consistait surtout en I’apport de nouvelle hypothése sur les
effets physiologiques des composeés de la baie de datte. Notre projet se démarque des autres
recherches réalisées a ce jour, par ’amendement de nouvelles preuves sur le plan cellulaire ;
en effet, et a notre connaissance, aucune autre étude n’avait exploré cet aspect sur des cultures
cellulaire d’un carcinome humain. Cependant, ce travail nécessite d’étre soutenue par d’autres
recherches visant a mieux comprendre les mécanismes d’actions des polyphénols au niveau
cellulaire et I’exploration profonde et détaillée des effets protecteurs de ce fruit, permettant

ainsi sa valorisation en pharmacologie et en agroalimentaire.



1. Classification des composés phénoligues
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Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (tableau 1)

qui se différencient d’abord pour la complexité du squelette de base (allant d’un simple Cs &

des formes tres polymeérisées), ensuite par le degré de modifications de ce squelette (degré

d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...), en fin par les liaisons possibles de ces

molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites

secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques...)

Tableau 1 : Les principales classes des composés phénoliques

Classe

Squelette carbonée

Exemple

Acides phénoliques

Acides hydroxycinnamiques

Coumarines, Isocoumarines

Stiblenes

Anthraguinones

Flavonoides

Lignanes, neolignanes
Lignines

Tanins

Ci-Cs

Cs-Cs

Cs-Cs

Ce-Co-Cs
Ce-Ca-Cs
Ce-Cs-C
(Cs-Cs)2

(Ce—Cs)2
(C6-C3)n
(CIS)

Acide gallique, ac. vanillique, ac.
Tannique
Ac. férulique, ac. caféique, Ac. p-
coumarique
Scopolétine, esculétine,

umbélliférone.

Resveratrol

Kaempférol, quercétine, Cyanidine,
pélargonidine
Catéchine, epicatéchine,
Naringénine, Daidzéine

Pinorésinol




1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement répondus chez les plantes. Ils dérivent

principalement de I’acide benzoique et I’acide cinnamique.

Tableau?2 : Représentation des groupes d’acides phénols dérivants de I’acide

hydroxybenzoique.
Structure R1 R2 R3 | R4 | R5 Dénomination
Ac. benzoique /non
H H H | H |H o
phénolique
Bz 381
>—\& H H OH | H | H | Ac.P-hydroxybenzoique
R; {_{COOH H OH | OH H Ac. protocatéchique
o — Y H| OCH: | OH| H | H Ac. vanillique
4 5
H OH OH | OH | H Ac. Gallique

Tableau 3 : Représentation des groupes d’acide phénol dérivant de 1’acide

hydroxycinnamique

Structure R1 R2 R3 R4 R5 Dénomination
Ac. Cinnamique /non
H H H H H Hénoli
. R, phénolique
/}/—\S H H OH H H Ac. P-coumarique
Rs WE H| OH |OH| H H Ac. Caféique
AR CooE | H | OCHs | OH H H Ac. Férulique
4 5
H | OCHs | OH | OCHs H Ac. Sinapique

La liste des acides phénoliques présents dans les plantes ne s’arréte pas 1a, nous tenons
a mentionner en particulier : ’acide méthylgallique, 1’acide chlorogénique et 1’acide
rosmarinique.
Les acides phénoliques comportent un radical COOH. Ils se trouvent souvent sous la forme

de glycosides ou d’esters.




1.2. Les flavonoides

De structure générale en C1s (Ce-C3-Cs), ce groupe comprend a lui seul plusieurs milliers
de molécules regroupées en plus de dix classes dont certaines ont une trés grande
importance biologique et technologiques comme les anthocyanes, pigments rouges des

fleurs et des fruits .

Les flavonoides existent généralement dans la nature sous forme hydroxylée et

combinés a diverses molécules, ce qui explique la grande variété de ces composés.

OH O

Figure 1 : Structure générale du noyau des flavonoides.

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon
le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C [59], 14 groupes
differents ont été identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répondus et les
mieux caractérisés : flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols et
anthocyanidines. Les figures suivantes représentent quelques structures des eléments de la

principale sous-classe des flavonoides :

o Flavanone 0 Flavone
Flavonol



O OH
40 AN B
O s
S F =

0 ‘ O o = OH

Isoflavonol Isoflavone Flavan-3-ol

Figure 2 : Structures de quelques flavonoides.
1.3.Les tannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques, solubles dans I'eau, dont les masses
molaires se situent entre 500 et 3000. En plus de présenter les réactions caractéristiques des
phénols en général, ils sont capables de précipiter les alcaloides, la gélatine et les autres
protéines. Cette réactivité avec les protéines est a l'origine des propriétés tannantes qu'ils
exercent sur le collagene de la peau au cours de la transformation de la peau en cuir, la rendant
imputrescible et moins perméable a I'eau. Les tannins sont trés répandus dans le monde végétal,
leur teneur et leur nature varient d'une espece a l'autre. On distingue, d'apres leur structure et

leurs propriétés, deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins condenseés.

OH

HO

Tanins R: R>
Afzéléchol H H
Catéchol OH H

Gallocatéchol OH OH

Figure 3 : Structures de quelques tanins.



1.4. Les stilbenes

Les stilbenes sont des composeés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, le resvératrol et le ptérostilbene font partie de la
famille des stilbénes et sont des composés synthétisés par la plante suite a un stress. Ces
molécules peuvent s’oxyder sous I’action d’enzymes, la stilbéne oxydase et les peroxydases .
Contrairement aux flavonoides, ces composés sont peu répondus chez les végeétaux ; le raisin

et le vin rouge constituent leur source alimentaire la plus importante.

Stilbénes R: R>
Ptérostilbene O-CH: O-CH;
Resvératrol OH OH
Picéide OGilc OH
Ri
/ OH
R

Figure 2.4 : Structures chimiques de quelques stilbenes.

1.5. Les lignanes

Les lignanes sont des composés dont les deux noyaux aromatiques sont reliés par quatre
atomes de carbone. Elles se trouvent souvent dans le bois des gymnospermes et dans les tissus

soumis & lignification chez les angiospermes.



Annexe Il

1. Gamme d’étalonnage des polyphénols

Une gamme de neuf concentrations d’acide gallique allant de 0 a 0.17mg/ml a été
préparée a partir d’une solution mere de 0.2mg/ml de concentration.

Tableau 2.1 : Gamme d’étalonnage des polyphénols

N° de tubes 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Volume pris de la
_ 05 01 025 04 05 065 075 0.85
solution mére (en ml)

Volume ajouté d’eau
o 095 09 075 06 05 035 025 0.15
distillée (en ml)
Concentration finale de

I’acide gallique (en O 0.01 002 005 008 01 013 0.15 0.17

mg/ml)
Acide gallique

2.5 +

2 -
15 -

y =11.492x + 0.0301

1 R?=0.9982
0.5

0 T T T 1

0 0.05 0.1 0.15 0.2

Figure 2.1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique



2. Gamme d’étalonnage des flavonoides

Une gamme de 10 concentrations de quercetine allant de 0 a 40 pg / ml a été préparée a
partir d’une solution mere de 40 pug /ml de concentration (400 pug de Quercétine dissoute

dans 10ml de méthanol)

Tableau 2.2 : gamme d’étalonnage des flavonoides

N° de tubes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Volume pris de la
solution mere 0O 02 04 08 11 15 18 23 26 30
(en ml)

Volume ajouté d’eau
distillée 3 28 26 22 19 15 12 07 04 00
(en ml)

Concentration finale de
la quercetine 0 25 50 10 15 20 25 30 35 40

(en mg/ml)

FLAVONOIDES

1.6 -
14 - °
1.2 4 .

. y =0.0421x
0.8 - . R2 =0.9969
0.6 -

0.4 -
0.2 -

0 10 20 30 40

Figure 2.2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine



3. gamme d’étalonnage du - caroténe.

Tableau 2.3 : gamme d’étalonnage du p-caroténe

Concentration 0 2.5 5 10 15 20 25
- caroténe (ug/ml)
Abs (470 nm) 0 0,12 0,679 1,289 1733 2136 2355
3 =
y = 0,0997x + 0,0839
= 2 ] R? = 0,9663 s
E
[
o
5 15
2 1
- 0,5
0 T 1

Concentration
B- caroténe (ug/ml)

Figure 2.3 : Courbe d’étalonnage du 3-Caroténe



4. Les chromatogrammes représentant les pics obtenus pour les polyphénols standards
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Figure 2.4 : Chromatogrammes des composés phénoliques de référence. a : acide gallique, b
: acide vanilligue, c : acide chlorogenique, d : acide ferulique, d : quercetine




5. Méthode de comptage des cellules aprés culture

Mode opératoire
Humidifier Faire adhérer la lamelle
les plates formes g d

) % latérales avec de | 'eau.
5 7 4 } I
: 2.

Remplir la chambre /

14 . <
g%sohmoﬁ:ggz’fgzg I"échantillon Attendre 10 minutes pour que les
! geneise. _— 4 cellules sédimentent.

5. Compter a I’objectif x40, les cellules présentent dans 4
rectangles ou « unités de comptage » selon les regles
suivantes.

En suivant le sens
indiqué, compter
toutes les cellules
du rectangle ainsi
que celles qui
chevauchent le

_ ' . _ bord haut et droit.
Détail d 'un rectangle 1\\;1"174 i‘TS 18 i 14013 Ici 17 cellules au
quadrillé avec des levures. %X total.

0.20
"

2mm

i 45 s 103 i3
Ui T 1T

100 rectangles au total

dont 25 quadrillés.

3

Sur Malassez un rectangle ou unité de comptage contient 0,01 mm” c'est-a-dire 0,01pL d’échantillon (rappel

Imm’ = 1uL = 1.10° mL=1.10° L).

Calculs
Formule a appliquer : Klonibro di . ;
Nombre de cellules par cellules i

unité de volume \ / comptéV dilution

N =L x Fd nombre de cellules par unité de volume

Nombre d’unités de —— 9V
comptage dénombrées Volume d’une unité de comptage

Exemple d’application :

Soit une suspension de levures diluée 1000 fois et dénombrée en cellule de Malassez. Le dénombrement de 4
rectangles donne les résultats suivant 17, 22, 15, et 20 cellules pour chaque unité de comptage (rectnagle).

Le volume d’une sous unité est 0,01 mm~, si on veut le résultat en cellules/mL il faudra convertir le volume de

I’unité de comptage en mL soit 0,01.10°mL.

; N 17+22+15+20 74
Concentration = —x Fd = ( = ) x1000 = ———
ay 4x0,01.10° 4x0,01.107
Remarque : 11 existe différents types d'hématimétres qui différent de Malassez par le volume de I'unité de comptage ou par le nombre
total d’unité de comptage. La formule pour le calcul est la méme il faut juste adapter la valeur de v. Exemples : hématimétre de Thomas,
cellule de Nageotte, cellule KovaSlide (analyse d urines).

%1000 =1,89.10° cellules / mL

Figure 2.5 : lllustration de la méthode du comptage des cellules apres culture
Source : Rémi Moreda — Lycée Docteur Lacroix — Narbonne - 2013



Annexe |11

Résultats de la composition biochimique de la datte

Tableau 3.1 : Teneur en potassium (mg/100g MS) des différentes variétés de datte au

cours de la maturation.

D.B

D.N

GH

Mech. DG

Kimri
Khalal
Routab

Tamr

928,87+1,12%
876,29+1,03"
617,11+0,14"
546,12+0,12"

610,14+1,42°
535,10+1,12°
352,04+0,13°
581,70+0,09°

645,24+1,39°
621,62+1,54°
460,12+0,08°
487,73+0,11°

882,20+1,72°
760,52+1,31°
679,04+0,11°
590,47+0.07°

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

Tableau 3.2 : La teneur en sodium (mg/100g MS) de différentes variétés de datte au

cours de la maturation.

D.B D.N GH Mech. DG
Kimri 13,68+0,27" 12,89+0,56" 20,48+0,15° 21,38+0,68°
Khalal 20,16+0,23" 18,21+0,38° 28,59+0,41° 32,45+0,29°
Routab 15,21+0,19% 14,23+0,21% 26,02+0,14° 26,130,16°
Tamr 17,86+0,05" 15,42+0,11° 25,89+0,09° 28,16+0,08°

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.



Tableau 3.3 : Evolution de la teneur en sucres des trois variétés de dattes au cours des

différents stades de maturation.

Variétés de

Stade de

Sucres

dates maturité réducteurs Saccharose Sucres totaux
Kimri 09,25% + 0.03* | 01,87% + 0,04A | 11,13% + 0,08A
Khalal 04,98% + 0.38% | 16,11% + 0,42B | 21,10% + 0,42B
DN Routab 08,98% + 0.028 | 18,11% + 0.21B | 27,10% + 0,36B
Tamr 16,98% + 0,808 | 36,12% + 0.18B | 53,10% + 0,10B
Kimri 08,12% + 0.03* | 02,13% + 0,01A | 10,26% * 0,02A
Khalal 19,08% + 0.54¢ | 12,79% + 0,61C | 31,87% + 0,21C
GH Routab 32,83% +0.21¢ | 05,04% + 0.41C | 37,87% + 0,28C
Tamr 62,08% + 1,31¢ | 03,53% + 0.01C | 65,62% + 1,16A
Kimri 08,12% + 0.02” | 01,79% + 0,05A | 09,91% + 0,02A
Khalal 14,66% + 0.58A | 29,49% + 0,54A | 44,15% + 0,36A
DB Routab 25,91% + 0.42A | 24,24% + 0.34A | 50,15% + 0,48A
Tamr 36,41% + 1,02A | 27,74% + 0.11A | 64,15% + 1,31A

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures = SD




LISTE DES ABREVIATIONS

ADJ: Adjwa

ADN: Acide Désoxyribonucléique

ABTS: Sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
ATP: Adénosine Triphosphate

BHT: Butyle- Hydroxy-Toluéne

BHA: Butyle- Hydroxy-Anisole

CA: Acide chlorogénique

CoA: Co-enzyme A

Chl: Choleterol

CT: Cholestérol total

Ctr: Control

DB: Degla Baida

DMSO: Diméthylsulfoxyde

DN : Deglet Nour

DPPH : Di-Phényle-Picryl-Hydrasyl

EDTA : Acide éthyléne-diamine-tétra-acétique
EP : extraits phénoliques

eNOS : Synthase endothéliale de I’oxyde nitrique
ERO : Espéces réactives de I’oxygene

FA : Acide férulique

FGI: Fraction gastro-intestinale

FAO : Food and agriculture organization



FBS: Feetal Bovine Serum

FRAP: Ferric Reducing-Antioxidant Power

FW: Fresh Weight

GA: Acide gallique

GAE: Gallic Acid Equivalent

GH : Ghars

GSH : Glutathion réduit

GSSG : Glutathion oxydé disulfure

HBA: L’acide hydroxybenzoique

HDL : Hight Density Lipoprotein

HepG2 cells: Cellules du carcinomes hépatique humain

H:0: : Peroxyde d'hydrogéne

HPLC : Hight Performance Liquide Chromatography

HPLC-DAD: Chromatographie liquid haute performace - Détecteur a barrette de photodiodes
HSD : Honest Significant Difference

ITDAS : Institut technique du développement de I’agronomie saharienne
LDL: Low density lipoprotein

MS: Matiere séche

MTT : 3- (4,5-diméthylthiazol-2-bromure de yl) -2,5-diphényltétrazolium
NO: monoxyde d'azote

OH: Radical hydroxyle

O2": Anion superoxyde

ONOO: Péroxynitrite

Ox.0il : Huile oxydée

PL : Peroxydation lipidique



Qu: Quercétine

R&D : Recherche et Développement
R-GSSG: Glutathion reductase

ROO-: Radical peroxyle

ROS: Reactive Oxygen Species

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
SOD: Super-oxyde dismutase

TAG : Triglycérides

T-BARS: I’acide 2-thiobarbiturique

TPTZ: 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride
VLDL: Very Low Density Lipoprotein
UV: ultra-violet

VA: Acide vanillique
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