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Résumé

Ce travail comprend une étude sur des feuilles de palmier dattier "Phoenix dactylifera L",
qui représente une grande importance pour la vie de la population du" Oued Souf", 11 a été utilisé
depuis des siecles comme un médicament contre allergie, l'inflammation, la constipation et

gastro protecteur; ils ont aussi une haute antibactérien et l'activité anti-oxydante.

Ce travail a pour but d'étudier et optimiser la méthode d'extraction des polyphénoles a
partir des feuilles de palmiers par I'ultrason. En effet, pour améliorer les conditions d'extraction
des polyphénols, nous avons utilisé plusieurs fractions (échantillon /solvant) afin de choisir le

meilleur rapport et le temps d'extraction nécessaire qui nous donne meilleurs extraction.

Les résultats obtenus montrent que le meilleur fraction échantillon /solvant est de (1/9) et

l'extraction optimale des polyphénols se fait dans un temps de 30 min et 50 min.

L'extrait de feuilles de palmiers a donné un trés bon pouvoir antioxydant en utilisant le

DPPH et PPM avec le fraction 1/9 et dans un temps d'extraction de 30min.

Des ¢études supplémentaire vise a évaluer ces résultats en utilisant des autres parametres

et techniques d'extraction qui peuvent donner un meilleurs rendement.

Mots clés: feuilles de palmiers dattier(phoenix dactylifera L), extraction par ultrason, optimiser,

polyphénoles, antioxydant, DPPH.
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INTRODUCTION GENERALE

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base : nourriture, abris, v€tements et ¢galement pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies

de ’homme est treés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité.[1]

Ces derni€res années, nous avons assisté a un regain d’intérét des consommateurs pour
les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de plus en plus des,
procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi ces
nouveaux composés potentiellement intéressants, les antioxydants, tels que les polyphénoles,
ont ¢été particulicrement ¢étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines

pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé.[2]

Selon des statistiques récentes, on estime que deux tiers des médicaments actuels ont
une origine naturelle [3]: obtenus par hémi-syntheése, a partir d’'un pharmacophore ou par
modification des produits naturels, composés issus des biotechnologies, vaccins,
composés d’origine végétale, microbiologique ou animale. Seul un tiers des médicaments

commercialisés possede donc une origine purement synthétique [4],

L’extraction bruts, naturels de ces composés et 1’isolation a partir d'especes de
plantes utilisées en médecine traditionnelle peuvent étre des ressources de nouveaux
médicaments.[5] Ce qui fait que les plantes sont des réservoir de molécules bioactives encore
peu explorées. Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent une immense
source des composés phénoliques (acide phénolique, flavonoides, flavonols, tannin

condensé...)[5].

De nombreuses plantes, alimentaires ou médicinales, renferment des constituants
antioxydants. L’apport régulier en phytonutriments possédant des capacités anti-oxydantes
significatives est associé a une faible prévalence de maladies liées au stress oxydatif

(cancers, maladies cardiovasculaires et athérosclérose)[6] .
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Le but de cette étude consiste a renforcer la connaissance phytochimique des extraits
des feuilles de Phoenix dactylifera L a savoir : les phénols totaux , les flavonoides,
flavanoles ,et a mettre en évidence leurs activités antioxydantes en vue de leur utilisation

ultérieure dans le domaine pharmaceutique ou industriel.
Notre travail a été divisé en quatre chapitres:

-Le premier chapitre concerne une Généralité sur le phoenix dactylifera L et une description

détaillée de la plante étudice.

-Le deuxiéme chapitre est consacré pour les composés phénoliques et leur intérét:

I’évaluation de I'Activité antioxydante .
-Le troisieme chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail qui porte sur :

e [’extraction solide-liquide par ultrason.
e Dosage des Polyphénoles totaux, des flavonoides et des flavanols.

e Test d'évaluation d'activité antioxydante PPM et DPPH.

- Enfin dans la quatriéme chapitre nous présentons les résultats obtenus et leurs

discussions ainsi qu'une conclusion finale.
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Chapitre 1 Généralités et présentation de Phoenix Dactylifera L

I.1. Introduction

Dans le Sahara Algérien, le palmier dattier (Phoenix dactylifera L, Phoenyx dactylifera
L) est le pilier des écosystemes oasiens ou il permet de limiter les dégats d’ensablement, joue un
role protecteur contre le rayonnement solaire intense pour les cultures sous-jacentes (arbres
fruitiers, cultures maraicheres et céréales). Par sa présence dans ces zones désertiques, les
diverses formes de vies animales et végétales, indispensables pour le maintien et la survie des
populations, sont possibles.

Il a de plus un réle socioéconomique majeur pour les populations de ces régions pour
lesquelles il fournit d’une part un fruit, la datte dont les qualités alimentaires sont indéniables et
qui constitue une source de revenus trés appréciables pour plus de 100000 familles du Sud
Algérien avec 9 % des exportations agricoles, d’autre part une multitude de sous produits
(culinaire, artisanal et menuiserie...).
1.2.Quelques mots d’histoire

Il y a quelques millénaires, les dattes représentaient déja un fruit d’excellence chez les
Mésopotamiens et les Egyptiens des temps pharaoniques. Phoenix dactylifera est le nom latin du
palmier-dattier, le vocable voyageur qui viendrait peut-€tre de « Phénicie » ? En francais, le nom
du fruit, « datte », remonterait au XIII e siecle. De sa racine grecque dactylos, on retient 1’idée du
«doigty, par référence a’ la forme du fruit, d’ou’ le nom d’une des variétés, les Deglet Nour ou «
doigts de lumiere », métaphore pour dire sa transparence, sa porosité aux rayons du soleil [1].
C’est dans le bassin de I’Euphrate, ou furent créées les plus vieilles oasis, que se concentreraient
les origines géographiques de I’arbre. C’est la qu’il y aurait été domestique et cultivé. Plus
précisément, c’est dans le Schott al Arab, entre le Tigre et ’Euphrate, ou peut-étre méme en
Egypte, dans la vallée du Nil, qu’auraient été inventées ses méthodes de culture. Certains voient
dans les Sumériens les initiateurs en ce domaine. De ces régions, il s’est répandu a 1’ouest dans
toute I’Afrique du Nord et vers I’est jusqu’en Inde. Le palmier dattier (Figure.l.1) serait
vraisemblablement dans ces régions la premiere espece végétale domestiquée par ’homme et il
est un des arbres fruitiers les plus cultivés au monde [1]. De la famille des Acéracé’es
(Palmacées), c’est D’arbre des régions semi-arides et arides, qui offrent malgré tout des

ressources en eau suffisantes et constantes.
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I.3. Situation de la culture du palmier dattier en Algérie:

L’Algérie est un pays phoenicicole classe au sixiéme rang mondial et au premier rang
dans le Maghreb pour ses grandes étendues de culture avec 160 000 ha et plus de 2 millions de
jardins et sa production annuelle moyenne de dattes de 500000 tonnes. Le palmier dattier en
Algérie est établi en plusieurs oasis reparties sur le Sud du pays ou le climat est chaud et sec
(zone saharienne). Sa culture s’étend depuis la frontiére Marocaine a I’ouest jusqu’a la frontiére
tuniso-libyenne a 1’est et depuis I’Atlas Saharien au nord jusqu'a Reggane (sud-ouest),
Tamanrasset (centre) et Djanet (sud-est). Prés d’un millier de cultivars a été inventorie et les trois
régions principales de culture se distinguent sur le plan de la diversité génétique. A cette
catégorie, il faut ajouter un grand nombre de pieds francs qui poussent au hasard dans les oasis et
qui représentent une source appréciable pour de nouvelles sélections de cultivars appréciables.

La distribution des cultivars principaux montre une répartition est ouest trés marquée.
Une cinquantaine de cultivars se retrouvent dans deux ou trois régions mais la majorité des
cultivars reste endémique a leur région ou a leur zone d’origine.

A T’est, le cultivar Deglet Nour, dont les dattes sont destinées a I’exportation vers les pays
du Nord, continue a prendre de 'ampleur et frole aujourd’hui les 50 % de la population des

palmiers dattiers plantes.
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Les cultivars produisant des dattes seches (Degla Beida, Tinnaser) sont exportes vers les
pays d’Afrique subsaharienne. Parfois, les dattes comme celles du cultivar Hamraya sont
exportées vers la Russie ou la Chine. Parmi les cultivars émergeants, Tafezwin est exportable
vers les pays d’Amérique du Sud, Bentgbala, en mode congelé, est trés renomme sur le marche
local a Ghardaia (est). Agaz, datte primeur produite au Tidikelt (ouest), se commercialise bien
sur les marches de Ouargla et de Ghardaia.

I.4. Etude ethnobotanique de Phoenix dactylifera L:
1.4.1. Taxonomie et systématique:

Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera L. [2]. Phoenix dérive de Phoinix,
nom du dattier chez les Grecs de l'antiquité, qui le considéraient comme l'arbre des phoeniciens ;
dactylifera vient du latin dactylus dérivant du grec dactulos signifiant doigt, en raison de la
forme du fruit (Munier, 1973). Selon Munier (1973), est une plante dioique, c’est-a-dire existe

des dattiers males (Dokhar) et des dattiers femelles (Nakhla). La classification du palmier dattier

Tableau.I.1. Classification de 1'espéce Phoenix dactylifera L |2]

Embrenchement Phanérogames
Sous- Embrenchement | Angiospermes
Classe Monocotylédones
Groupe Phoenocoides
Oredre Palmales

Famille Palmacées
Sous-Famille Coryphoideae
Genre Phoenix

Espece Phoenix Dactylifera

1.4.2. Description Generale Des Organes Du Palmier Dattier :

Le Palmier Dattier est une plante monocotylédone a croissance apicale dominante.Le
diametre du tronc de l'arbre demeure généralement stable sous les mémes conditions a partir de
I’age adulte. On distingue 3 parties : un systéme racinaire, un organe végétatif composé du tronc
et de feuilles et un organe reproductif composé d'inflorescences males ou femelles (Figure .1.1).
Les valeurs quantitatives et qualitatives des organes végétatif et reproductif sont variables. 11
semble possible de caractériser les cultivars par la comparaison de la plupart de ces parametres

qui forment des index taxonomiques différentiels.
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A. Le systéme racinaire:

Le systéme racinaire du palmier est dense de type fasciculé, formé de plusieurs types de
racines dont le diametre ne dépasse pas 1,5 cm et qui émergent partiellement au dessus du niveau
du sol a une hauteur allant jusqu'a 50 cm de la base du tronc. Ces racines, dépourvues de poils
absorbants, sont structurées comme suit: d'abord les racines du premier ordre (auxirhyzes), qui
émettent des racines du deuxiéme ordre (mésorhyses), donnant naissance a leur tour a des racines
de troisieme ordre (brachyrhyzes).Toutes ces racines peuvent présenter des pneumatodes qui
sont des petites plaques verrues et farineuses placées sur les racines et qui jouent un role
respiratoire. Munier (1973) puis Oihabi (1991) [3], distinguent quatre zones du sol (I, II, III et
IV) occupées par les racines. L’ensemble de ces racines est li¢ directement, avec un systeme
vasculaire au niveau de la base du tronc. Leur nombre équivaut généralement, a celui des
vaisseaux. Le développement et I'importance du systéme racinaire (quantité, densité, longueur...)
dépendent du mode et du systeme de culture, des caractéristiques physico-chimiques et
agronomiques du sol, de la profondeur de la nappe phréatique et probablement du cultivar et du
systeme du culture. Verticalement, les racines prennent une longueur pouvant aller jusqu'a 8§ et
parfois 15 m, en profondeur. Nous avons trouvé des racines du palmier prolongeant la hauteur
d’un puits de 10 m de profondeur [4]. Dans les sols fertiles a humidité régulierement favorable,
les racines se concentrent généralement dans un horizon de 1 a 1,5 m. Dans le cas du cultivar
Deglet Nour [5] a rapporté que le systéme racinaire peut s’étaler sur une superficie qui peut
atteindre 167 m2. En profondeur, les racines d’un arbre adulte peuvent épuiser 1’eau a plus de 8
m. Horizontalement, les racines se rencontrent et forment un réseau trés dense en cas de
plantations plus ou moins rapprochées, et peuvent se prolonger jusqu’a 30 m et plus en cas de
palmiers solitaires [4].

B. Le tronc ou stipe :

Le tronc cylindrique appelé aussi stipe ou tige, est non ramifi€, lignifié et de couleur
marron brun. Le tronc est généralement, monopodique et recouvert a sa surface par la base des
palmes coupées cornafs, recouvertes a leur tour par un fibrillum ‘lif’. Ces cicatrices de la base
des feuilles restent visibles pendant des années. Quelques fois,certains cultivars
peuvent avoir une forme du tronc tronconique, mais jamais ramifié¢. Sa hauteur peut atteindre
plus de 30 metres [6].

C. Les bourgeons :

A l'aisselle de chaque palme, se trouve un bourgeon axillaire qui peut se développer pour

donner naissance a un rejet, a la base du stipe ou aérien attaché au tronc, dénommé vulgairement

“rekeb’’ dans la partie basale de l'arbre ou une inflorescence dans la partie supérieure. La

9
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plupart des bourgeons axillaires végétatifs finissent par avorter durant la phase juvénile du
palmier. Le bourgeon apical ou terminal est responsable de la croissance en hauteur du palmier
et du développement des feuilles et de bourgeons axillaires. Grace aux trés faibles variations de
température jour et nuit au niveau de ce bourgeon et aux différences de température qui
surgissent pendant les saisons froides et chaudes (allant jusqu’a 15°C) par rapport a I'extérieur du
bourgeon, ce dernier permet au palmier dattier de tolérer et de s’adapter a l'hostilité des

conditions sahariennes [13].
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Figure .I.2. Figuration schématique du palmier dattier (Phoenix dactylifera L) [6].
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Figure .I.3. A: Jeune feuille d’un plant issu de semis de graine. B: une palme

(feuille) d’un palmier dattier adulte [13].

D. Les feuilles

Les feuilles jeunes de plants issus de graines et agés de moins de deux ans, présentent un
pétiole et un limbe entier (Figure.l.3). Apres ce stade, les feuilles adultes montrent un pétiole ou
rachis bien développé, un limbe penné découpé en folioles composées et une série d’épines

solitaires et/ou groupées, différentes en taille, nombre et position.
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1.4.3. L’ Appareil de reproduction
1.4.3.1. Les spathes ou inflorescences

Le Palmier dattier est une plante dioique. Les organes de reproduction sont composés
d'inflorescences males ou femelles portées par des palmiers différents. Les spathes ont une forme
de grappes d'épis protégés par une bractée ligneuse close et fusiforme. Elles sont de couleur vert-
jaunatre et sont formées a partir de bourgeons développés a l'aisselle des palmes (Figure .1.4).
1.4.3.2.Les fleurs

Les fleurs sont unisexuées a pédoncule trés court. Elles sont de couleur ivoire, jaune-
verdatre selon le sexe et le cultivar ou la variété. En période de pollinisation, les spathes
s’ouvrent d'elles-mémes suivant, la ligne médiane du dos (Figure.l.4). La fleur femelle est
globulaire, d'un diametre de 3 a 4 mm; elle est constituée d'un calice court, de trois sépales
soudés et d'une corolle, formée de trois pétales ovales et de six €tamines avortées ou staminoides
(Figure .1.4). Le gynécée comprend trois carpelles, indépendants a un seul ovule anatrope. Au
moment de la pollinisation, un seul ovule est fécond¢, ce qui aboutit au développement d'un seul
carpelle qui, a son tour, évolue pour donner a maturité, le fruit appelé datte. Les autres ovules
avortent et tombent apres la pollinisation. La fleur male a une forme légerement allongée et est
constituée d'un calice court, de trois sépales soudés et d'une carole formée de trois pétales et de
six étamines (Figure.l.4). Les fleurs males sont généralement, de couleur blanche créme, a odeur
caractéristique de pate de pain. Les phénomenes de changement de sexe chez le palmier ou de

I’existence d’inflorescences des deux sexes a la fois, sont trés rares.

1.4.3.3. Le fruit
Le fruit est une baie contenant une graine appelée communément, noyau (Figure .1.5).
Apres fécondation, 1'ovule évolue pour donner un fruit de couleur verte (taille d'un pois puis d'un

fruit de raisin jusqu'a la taille normale de la datte).
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Figure .1.4. Spathes, inflorescences et fleurs du palmier dattier [13]
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1.4.3.4. Cycle végétatif

Le genre Phoenix est unique dans sa morphologie mais aussi dans son développement, il
est possible de distinguer aussi bien au niveau pratique que théorique cinq phases de
développement dans la croissance des palmiers. Ces cinq phases ne sont pas définies strictement,
elles sont décrites sur des criteres morphologiques alors qu'elles correspondent en réalité a des
périodes physiologiques qui ne sont ni connues avec exactitude, ni bien comprises.
Stade 1 : La graine

Elle possede un albumen (endosperme) dur et corné dont l'embryon dorsal est toujours
tres petit par rapport a I'albumen (2 a 3 mm).
Stade 2 : Phase germinative

A ce stade, la plantule ou la germination vit sur les réserves de I'albumen. La premiére
feuille est de forme liniére et lancéolée, cette forme est une des caractéristiques du genre
Phoenix.
Stade 3 : Construction de la plante

Cette phase post germinative est la plus importante dans 1'ontogénie des palmiers car elle
aboutit a la constitution de I'axe primaire. La plante devient autotrophe et son systeme vasculaire
doit se construire, durant cette phase appelée aussi "phase d'établissement" observe une série de
feuilles a limbe para penné puis penné et qui ont une insertion spiralée caractéristique des genres
Phoenix.
Stade 4 : la phase adulte végétative

Le dattier va construire son tronc ou stipe et acquérir son « porte de palmier » par
extension continue de 'axe végétatif. Cette phase ou il produit essentiellement des feuilles et
accumule des réserves peut durer de 3 a 8 ans. Le tronc couvert par la base des feuilles anciennes
mortes et/ou coupées, peut atteindre 20 a 30 m de haut et environs 1 m de diametre.
Stade S : La phase adulte reproductive

Entre la 5¢me et la 8¢me année (pouvant aller jusqu'a 10 ans) le dattier commence a
produire des inflorescences. Le dattier étant dioique, ce n'est qu'a ce stade que l'on peut
reconnaitre son sexe (les quatre stades précédents apparaissent identiques chez les pieds males et
femelles). Ce dioique entraine une allogamie obligatoire qui permet un brassage génétique mais

aussi une hétérozygotie [13].

15



Chapitre 1 Généralités et présentation de Phoenix Dactylifera L

L.5. Exigences climatiques du palmier dattier
L.5.1. Les exigences climatiques
‘La température

Le palmier dattier est une espece thermophile. Son activité végétative se manifeste a
partir de 7 a 10°C selon les individus, les cultivars et les conditions climatiques. Elle atteint son
maximum de développement vers 32°C et commence a décroitre a partir de 38°C. La floraison se
produit apres une période fraiche ou froide [7,8]. La somme des températures nécessaire a la
fructification (indice thermique) et de 1000 a 1660°C, selon les régions phoenicicoles (Munier,
1973). La période de la fructification débute a la nouaison et se termine a la maturation des

dattes, elle varie de 120 a 200 jours selon les cultivars et les régions [7].

- La lumiére

Le dattier est une espece héliophile, et la disposition de ses folioles facilite la
photosynthese, la faible luminosité favorise le développement des organes végétatifs au dépend
de la production de dattes, ainsi les fortes densités de plantation sont a déconseiller (Munier,
1973).
- Eau

Pour assurer une bonne production dattiere, I'arbre a besoin de 16.000 a 20.000 m3/ha/an,
selon la nature du sol, la profondeur de la nappe et le degré d'insolation et de température. Les
estimations sont de l'ordre de 50 L/mn/ha en été et de 40 L/mn/ha en hiver.
- Sol

Les palmiers sont cultivés dans des sols tres vari€s ils se contentent de sols squelettiques :
sableux, sans aucune consistance mais affectionne les sols meubles et profonds assez riches ou
susceptibles d'étres fertilisés. C'est une espece qui craint l'argile (Anonyme, 1993).
- L'humidité de I'air

Les faibles humidités de l'air stoppent l'opération de fécondation et provoque le
desséchement des dattes au stade de maturité, au contraire les fortes humidités provoquent des
pourritures des inflorescences et des dattes, respectivement au printemps et a 1'automne. Donc le
dattier est sensible a I'humidité de I'air. Les meilleures dattes sont récoltées dans les régions ou
I'humidité de l'air est moyennement faible (40%).
- Le vent

Les vents ont une action mécanique et un pouvoir desséchant. Ils augmentent la

transpiration du palmier, entraine la brilure des jeunes pousses et le dessechement des dattes.
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Les vents ont aussi une action sur la propagation de quelques prédateurs des palmiers dattiers
comme /'Ectomyelois cératoniae [9].
I.5.2. Les exigences édaphiques

Le palmier dattier s'accommode aux sols de formation désertique et subdésertique tres
divers, qui constitue les terres cultivables de ces régions. Il croit plus rapidement en sol léger
qu'en sol lourd, ou il entre en production plus précocement. Il exige un sol neutre, profond, bien
drainé et assez riche, ou susceptible d'étre fertilisés [10].

I.5.3. Les exigences hydriques

Malgré que le palmier dattier est cultivé dans les régions les plus chaudes et plus séches
du globe, il est toujours localis¢ aux endroits ou les ressources hydriques du sol sont suffisant
pour subvenir assez aux besoins des racines. Les besoins du palmier en eau dépendent de la
nature de sol, des variétés ainsi que du bioclimat. La période des grands besoins en eau du
palmier se situe de la nouaison a la formation du noyau de fruit [11].

Les services agricoles et de I'hydraulique du sud algérien estiment les besoins en eau
d'irrigation a 21.344 m3/ha/an, soit 173,45 m3/palmier/an [12], situe les besoins en eau du
palmier en sol sableux entre 22 863,6 m3 a 25 859,5 m3/ha/an, soit 183,95 m3 a 210,24
m3/palmier/an.

I.6. Répartition géographique du Phoenix dactylifera L. en Algérie

La culture du palmier dattier occupe toutes les régions situées sous I'Atlas saharien
depuis la frontiere Marocaine a 1'Ouest jusqu'a la frontiere Est Tuniso-Libyenne. Du Nord au Sud
du pays, elle s'¢tend depuis la limite Sud de I'Atlas saharien jusqu'a Reggane a 1'Ouest,
Tamanrasset au centre et Djanet a I'Est (Tableau .1.2). Le palmier dattier est cultivé au niveau de
17 wilayas seulement, pour une superficie de 120 830 hectares. Cependant, quatre principales
wilayas représentent 83,6 % du patrimoine phoenicicole national : Biskra 23 %, Adrar 22 %, El-

Oued 21 % et Ouargla 15 %.
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Tableau .I.2 . Répartition géographique et nombre de palmiers dattiers en Algérie[13]

Superficie
. Occupée Deglet-
Wilaya Ghars Degla Beida Total
(ha) Nour

El Oued 27395 1808140 681000 284860 2774000 2140000

Biskra 24894 1319190 430710 783460 2533360 1998580

Ouargla 19625 0 0 2704780 2704780 1997650
Adrar 16811 967580 846450 120170 1934200 1585770

Autre 15665 315640 257520 151615 2089310 1343610

Total 104390 4410550 221568 5409420 12035650 9065610

L.7. Caractéristiques morphologiques des dattes des variétés sélectionnées

La datte est constituée d'une partie charnue (la chaire) et d'un noyau. Les dattes des
cultivars présentent des caractéristiques morphologiques différentes. Les dattes se varient selon
la couleur, la forme et le gott. Une datte est dite de qualité physiologique acceptable, quand elle
présente (Acouren, 2001) :
- Aucune anomalie et aucun endommagement ;
- Un poids supérieur ou égala 6 g ;
- Un poids en pulpe supérieur ou égale a 5 g ;
- Une longueur supérieure ou égale a 3,5 cm.

En Algérie, les dattes les plus populaires sont : Deglet Nour, Hamraya (Deglet Hamra) et Ghars.
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Chapitre 11 Les composés phénoliques et I’activité antioxydant

I1.1. Les composés phénoliques :
I1.1.1.Généralités

Les composés phénoliques ou Les polyphénols sont des phytomicronutriments
synthétisés par les végétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a

la défense des plantes contres les agressions environnementales.[1]

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,
sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moiti¢ des
polyphénols ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ; les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres

considérables.[2000000]

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement

hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...) [3].

La fonction principale attribuée a ces composés chez les végétaux est la protection
contre les pathogeénes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux

radiations [4].

I1.1.2. Biosynthése :
Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques :
v’ celle de I’acide shikimique.
v' celle issue de I’acétate.

De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux voies

dans I’élaboration de composés d’origine mixte, le flavonoide [5].
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I1.1.3.Stabilité des polyphénols:
L’oxydation des polyphénols est susceptible d’intervenir :

* Par voie enzymatique (catalysée par la polyphénoloxydase dans des conditions d’aérobies ou
par les peroxydases en présence de peroxyde d’hydrogene) au cours des procédés

technologiques d’¢laboration des aliments ou apres ingestion (catabolisme oxydant).

* Par voie non enzymatique : autoxydation lors des traitements thermiques, oxydation
conjointe a I’action antioxydante. Dans ce dernier cas, il s’agit typiquement de processus
d’oxydation couplés a la peroxydation des lipides polyinsaturés et qui peuvent intervenir

dans I’aliment ou chez ’homme aprés ingestion.

I1.1.4.Mécanisme d’action d’un antioxydant:

D’apres (Halliwell, 1996) les mécanismes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre :
*Le piégeage direct des ROS.

*L’inhibition des enzymes et la chélation des traces métalliques responsables de la production

de ROS.[6]
I1.1.5.Effets biologiques des polyphénols :

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques interviennent
dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures mécaniques.
La capacité d’une espece végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est

souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [7].

Ces composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti -inflammatoires,
antiathérogenes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux [8],

anti-allergenes, vasodilatateurs [9]. et antioxydants [10].

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique.
Ils sont regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des vasculo protecteurs. Parmi les
veinotoniques, nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant du ruténoside, le Daflont ou le
Diosmilt renfermant de la diosmine. Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont
¢galement en étude clinique comme des anti-agrégant plaquettaire, ou hypotenseur sans résultats

probants [5] .
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Figure .I1.1. Effets biologiques des polyphénols [5].

I1.1.6.Propriétés thérapeutiques des polyphénols:
I1.1.6.1. Etudes épidémiologiques et propriétés biologiques in vitro

Les propriétés biologiques des polyphénols sont essentiellement établies in vitro et
découlent de leur activité réductrice (effets anti- voire pro-oxydants) et de leur affinité pour une
grande variété de protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription).

L’une des premieres propriétés reconnue aux flavonoides est d’étre «veino-actifs»
c'est-a-dire ayant la capacit¢ de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de
renforcer leur résistance.

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques et anti-cancer. Ils ont également des actions positives sur
I’obésité, le diabéte, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson. Les catéchines du thé sont
des inhibiteurs de I’angiogénese in vitro.

Les activités biologiques des polyphénols ont souvent été évaluées in vitro, avec
des protéines purifiées, des extraits cellulaires et des cellules entieres en culture. Les
propriétés biologiques des métabolites conjugués majoritairement présents dans le sang et
les tissus ont en revanche été trés peu ¢tudi€es, faute de disposer des standards commerciaux.

La signification de ces effets biologiques dans le domaine de la nutrition humaine
est encore loin d’étre établie d’autant qu’ils mettent presque toujours en jeu les formes natives ou
aglycones de polyphénols et non pas les formes conjuguées circulantes. Pour progresser

dans la démonstration in vivo des effets santé des polyphénols, une meilleure connaissance
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de la biodisponibilité des polyphénols (leur devenir aprés absorption éventuelle au travers
de la paroi intestinale) et une combinaison d’¢tudes cliniques pertinentes est indispensable.
Le développement récent de nouveaux outils et méthodes pourrait permettre des avancées
importantes dans les années a venir. C’est notamment le cas de la nutrigénomique qui
vise a mettre en ¢évidence les genes dont I'expression est régulée (2 la hausse ou a la
baisse) par les composants de I’alimentation. La difficulté réside ensuite dans [’analyse et

I’interprétation de ces données biologiques complexes.

I1.1.6.2. Effet antiallergique

Ces effets sont attribués a I’'influence des flavonoides sur la production de I’histamine. En
effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que ’AMP cyclique phosphodiesterase
et ATPase Ca2+-dépendante, responsables de la libération de I’histamine a partir des
mastocytes et des basophiles. Par exemple, I’ATPase Ca2+-dépendante dégrade I’ATP
produisant ainsi de I’énergie afin de faciliter I’absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I’histamine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d’action supérieur a celui du
cromoglycate de sodium utilis¢é comme médicament en empéchant la libération de
I’histamine et d’autres substances endogenes qui causent 1I’asthme [11].

I1.1.6.3. Effet anti-inflammatoire

Sous I’action de la cycloxygénase et la lipoxygénase, I’acide arachidonique est
métabolisé respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ainsi des
phénomenes inflammatoires. Une étude de Landolfi et son groupe a montré que certains
polyphénols sont capables de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique dans les
plaquettes [12]. Les effets de la quercétine et de la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes
concentrations, 1ils inhibent la cycloxygénase et la lipoxygénase. Cependant, a de faibles
concentrations, seule la lipoxygénase est affectée. En revanche, d’autres flavonoides tels que
I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur 1’activité de la cycloxygénase.

La phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie
d’une production d’espeéces oxygénées réactives par les neutrophiles, ce qui va promouvoir
I’inflammation. D’une mani¢re générale, les especes radicalaires, quelles que soient leurs
origines, peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le processus de
vieillissement, voire étre a 1’origine de certaines pathologies telles que le cancer et
I’athérosclérose [13]. Il est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables de

contrer cette production d’especes oxygénées par les neutrophiles [14].
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I1.1.6.4. Effet anti-ulcére

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercétine et
la naringénine jouent un role important dans la réduction de l'ulcére et la protection des
cellules gastriques. Il a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme
complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres et
¢galement I’inhibition de la production leucotrienes [15].
I1.1.6.5. Effet anti-cancer

Présente dans tous les types de thé et en particulier dans le thé vert, la catéchine
a montré une activit¢ anti-tumorale [16]. Une telle activité est attribuée a la capacité de ce
flavonoide a inactiver I’action de la P-glycoprotéine qui est impliquée dans la résistance
phénotypique des cellules cancéreuses [17]. La croissance cellulaire peut étre inhibée ¢galement
par d’autres mécanismes, a savoir : la stabilisation du collagene, 1’altération de
I’expression des genes et la réduction des radicaux libres. [12]En effet, la catéchine augmente la
résistance du collagene [18] et inhibe 1’activité de la collagénase [19].

Les flavonoides ont montré des effets protecteurs contre les cancers de la prostate,
du colon et du poumon [20].
I1.1.6.6. Autres activités biologiques

Les flavonoides peuvent aussi prévenir le développement du diabéte en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine posséde un effet hypoglycémiant
chez des animaux diabétiques [21, 22, 23]. Certains flavonoides peuvent inhiber
I’athérosclérose et par conséquent réduire le risque des maladies cardiovasculaires [24, 25].

Les effets anti-viraux des flavonoides ont été¢ ¢galement démontrés [26].
I1.1.7. Classification des composés phénoliques:

Les polyphénols sont classés, selon leur structure en trois catégories principales: les

acides phénoliques, les flavonoides et les tannins (Tableau .11.1) .[27],[28]
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Tableau .II.1. Classification des composés phénoliques[27]
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La classification récente de ces composés les sépare, basée sur le nombre de noyaux
phénols, en deux catégories : les composés phénoliques complexes et les composés phénoliques

simples [29].

I1.1.7.1. Composés phénoliques simples

I1.1.7.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés possédant une fonction acide en plus de la fonction phénol [30],
représentés par deux groupes essentiels: les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques. Ils sont constitués d’un noyau phénolique et d’une chaine latérale insaturée
en Cs [3]. Ces acides abondant dans les aliments se présentent sous forme d’esters, soit solubles

s’accumulant dans les vacuoles, ou bien insolubles comme constituants de la paroi cellulaire

[31].

COOH
N ™
=
Acide Benzoique Acide Cinnamique

Figure .IL.2. Structures chimiques de base d’acides phénoliques [32].

I1.1.7.1.2. Flavonoides

Du latin flavus, jaune, sont des substances généralement colorées tres répandues chez
les végétaux : on les trouve dissoutes dans les vacuoles a I’état d’hétérosides ou comme
constituant des plastes particuliers, les chromoplastes. [33].

Leur biosynthese s’effectuerait a partir d’un acide aminé, la phénylalanine [34],[35].elles
seraient de plus de 5000 dérivés flavonoides et leurs activités antioxydantes sont tres
différentes.[36]

Les flavonoides possedent un squelette de base de quinze atomes de carbones
constitué de deux unités aromatiques en C6 (A et B) relié par une chaine en C3
(Figure .I1.3) [37]. La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different
par leurs structures chimiques: flavonols, flavones, flavanes, flavanones, isoflavones et

anthocyanidines (Figure .11.4) [38].
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Figure .IL.3. Squelette de base des flavonoides d’aprés [40]
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Figure .I1.4. Famille des flavonoides d’aprés [31].

I1.1.7.1.2.1. Les flavonols (hydroxy-3-flavone)

Les flavonols se différencient des flavones par I’existence d’un OH en position 3. Ce sont
les flavonoides les plus répa ndus ; les trois principales structures sont le kaempferol, la
quercétine et la myricétine. La quercétine est sans doute le composé phénolique le plus

répandu dans la nature [39].
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11.1.7.1.2.2. Les flavones

Les flavones proprement dites ont un rdéle moins important que les flavonols ;
cependant I’apigénine et la lutéoline, dont I’hydroxylation correspond respectivement a celle du
kaempferol et la quercétine, sont des constituants assez fréquents dans les diffé rentes
familles d’ Angiospermes [39].
11.1.7.1.2.3. Les isoflavones

Les isoflavones telle que la génistéine n’ont pas la structure classique en C6-C3-C6 des
autres flavonoides ; elles sont beaucoup moins répandues que les précédentes, mais il ex iste
dans cette famille un grand nombre de structures peu classiques [39].
11.1.7.1.2.4. Les flavanones

Ces composés ne comportent pas des groupements OH en position 3, et présentent de
fortes similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette catégorie, il faut ranger les
flavonoides responsables de la saveur amere de certaines pamplemousses, citrons, orange: la
naringenine , I'hespéridine et I’eridictyol. [6]

I1.1.7.1.2.5. Les flavanes

Les flavanes contiennent un hétérocycle central, dont, d’une part est entierement
saturée, d’autre part ne posseéde pas de groupement -CO- ; on rencontre fréquemment dans les
tissus  végétaux des flavanols (catéchine) et surtout des flavane -di-ols3 -4(ou
leuconthocyanidines) qui interviennent dans la constitution des tanins condensés. Les flavanes
les plus importants sont les catéchines et les gallocatéchines, la leucocyanidine et la
leucodélphidine.

Les flavanes se différencient des autres composés phénoliques en ce sens qu’elles
existent dans la nature sous forme d’aglycones, le plus souvent polymérisés, alors que les
flavones, flavonols et composés voisins sont toujours sous forme hétérosidique.[36]

I1.1.7.1.2.6. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés [42]. Ces molécules faisant partie
de la famille des flavonoides et capables d'absorber la lumicre visible, sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange [43];[44].

Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavon" généralement
glucosylé en position C3 [39]. Les anthocyanes se différencient par leur degré d'hydroxylation et
de méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule.

L'aglycone ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment [36].
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I1.1.7.2. Composés phénoliques complexes : les tannins
Les tannins sont des composés phénoliques complexes largement répandus dans le
régime alimentaire d’origine végétal obtenus a partir de la condensation des phénols simples
[45]. 1Is représentent des compos€s phénoliques secondaires connus essentiellement pour leur
capacité de se lier et de précipiter les protéines et autres macromolécules [46]. [47] a divisé les
tannins en quatre groupes dont deux groupes principaux
e les tannins hydrolysés ;
e les tannins condensés (les proanthocyanidines) ;
e les oxytannins ;
e les beta-tannins et les prototannins.
Les oxytannins, les beta-tannins et les prototannins ont des poids moléculaires faibles et
sont considérés comme étant les précurseurs de molécules tanniques. Les deux principaux
groupes, les tannins hydrolysés et les tannins condensés, sont largement distribués dans

différentes familles de plantes vasculaires.[48]

I1.1.7.2.1. Tannins hydrolysés
Ce groupe de tannins est constitu¢ des formes désoxydées des acides phénoliques
simples, comme [I’acide gallique et sa forme dimere (gallotannin), I’acide ¢llagique

(ellagitannin), qui s’agglomere avec le glucose (généralement avec D-glucose) [3].

L E

Figure .IL.5. Structure chimique de tannin hydrolysé [49]

I1.1.7.2.2. Tannins condensés
Les tannins condensés (proanthocyanidines) forment le groupe de tannins le plus
important dans plusieurs especes de plantes vasculaires [47]. Ce sont des oligomeres et

polymeres de flavan-3-ol (catechines) li€s entre eux par des liaisons carbone [3].
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Les tannins condensés les plus communément présents dans les plantes sont les
procyanidines, qui dérivent de catechines ou d’epicatechines pouvant contenir des esters d’acide

gallique.

Figure .I1.6. Structure chimique de tannin condensé [49]

I1.1.8. Intérét des composés Phénoliques

I1.1.8.1. Role physiologique

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques: croissance cellulaires, différenciation, organogenése, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation [50].

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
des feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les
effets nocifs des rayonnements UV [51].

IlIs sont impliqués dans la réaction de défense du palmier dattier contre le bayoud,

maladie infectieuse due a un champignon telle que Fusarium oxysporum [52].

I1.1.8.2. Role technologique

Les polyphénols interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes et
certains flavonoides participent a la coloration des fruits mirs. Ils confeérent aux fruits et 1égumes
leurs teintes rouges ou Bleutées [53].

Les composés phénoliques déterminent également la saveur des fruits : les tanins sont a
I’origine de la sensation d’astringence des fruits non mirs, les flavanones sont responsables de
I’amertume des Citrus et peuvent donner naissance, par transformation chimique, a des
dihydrochalcones a saveur sucrée [54].

Les proanthocyanidines sont largement répandus dans notre alimentation et jouent un role

important dans les qualités organoleptiques et nutritionnelles des produits [55].
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I1.1.8.3. Role biologique

Tableau .IL.2. Activités biologiques des composés phénoliques.[6]

Polyphénols

Activités

Acides Phénols
(cinnamiques et
benzoiques)

Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydantes

Coumarines

Protectrices vasculaires
et antioedémateuses

Flavonoides

Antitumorales
Anticarcinogeénes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et
diurétiques
Antioxydantes

Anthocyanes

Protectrices capillaroveineux

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le
collagene
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tannins galliques et
Catéchiques

Antioxydantes
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I1.2. Activité antioxydantes
11.2.1. Introduction

Lorsque la production de radicaux libres devient trop grande, nos réserves
d’antioxydants peuvent devenir insuffisantes pour neutraliser ’effet néfaste de 1’oxydation
des radicaux libres sur nos tissus et cellules . C’est pour ¢a I'organisme a développé des
systtmes de défense tres efficaces contre la production des RL (radicaux libres). Les
molécules contrélant cette production sont désignées par le terme «antioxydant». On parle

alors de « stress oxydatif » [56].

e Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a
leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce
qui se passe lors de la peroxydation lipidique [57].

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rdle
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical peroxyle
ROOe, radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule [58].

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “especes réactives de
I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de
I’oxygene proprement dit : radical superoxyde O;e, radical hydroxyl OHe, monoxyde d’azote
NOe, mais aussi certains dérivés oxygeénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante

: ’oxygéne singulet 10,, peroxyde d’hydrogéne H,O,, peroxynitrite ONOO [59].

11.2.2.Définition

Les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce
substrat, et dont les produits de la réaction entrel’oxydant et ’antioxydant ne doivent pas étre
toxiques et ne branchent pas la réaction radicalaire. [56] Le radical libre est important de

signaler que les radicaux libres ne sont pas forcément des oxydants. Les radicaux libres sont
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cependant une cible privilégiée pour améliorer les thérapeutiques a différents stades
pathologiques [60].

I1.2.3. Les sources des antioxydants

I1.2.3.1. Les antioxydants synthétisés :

Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques sont utilises pour empécher les
aliments gras de rancir et pour protéger les vitamines liposolubles (A, D, E et K) contre
l'oxydation. Les esters d'acides galliques, le butylhydroxytoluene et le butylhydroxyanisole,
appartiennent a cette catégorie. Les vitamines C et E ont également des propriétés
antioxydants et ont l'avantage d'augmenter la valeur nutritive des aliments[61].

Ils sont généralement préparés en laboratoire, et principalement a partir de composants
chimiques. Dans l'industrie alimentaire, l'ajout d'antioxydants naturels dans les aliments
est une technique completement nouvelle. Depuis a peu prés 1980. Toutefois, le fait de trouver
communément une substance dans un aliment ne constitue pas une garantie de son absence totale
de toxicité. Les antioxydants synthétiques ont été testes quant a leurs effets carcinogeénes
ou mutagenes, mais de nombreux constituants naturels des aliments n'ont pas encore été
testes [62].
11.2.3.2. Les antioxydants naturels :

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures.
Elles incluent le béta carotene, I’albumine, les vitamines (E, C, P..), les composés
phénoliques. [60]
11.2.3.2.1.Les vitamines :

* la Vitamine C: Acide ascorbique :

Est largement répandue dans les fruits comme : les légumes, les choux, le poivron, le
persil, les agrumes et le kiwi. Elle joue un réle importantdans la régénération du vitamine E.

e Lavitamine E :

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule
d’ouverture de cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon,
tournesol, olive pressé a froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les légumes a
feuilles vertes.

* Le B caroténe
Il est présent dans les légumes vertes, la salade, les carottes, I’abricot, le melon, les

¢pinards, la papaye. [63]
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11.2.3.2.2. Les composées phénoliques :
* Les flavonoides
Les flavonoides agissent par deux mécanismes d’action :
- soit par chélation des métaux (quercétine, catéchine).
- soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes.

On les retrouve dans les fruits, les légumes, le thé¢ ...etc. [63] Elle contribue
aussi a I’inhibition de I’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL) qui sont impliquées
dans I’athérogenese. [60]

* les xanthones

Ils possedent des propriétés inhibitrices envers laperoxydation des lipides en plus du fait
qu’ils captent les radicaux libres contre les anions superoxydes.
* les coumarines

Ils ont la capacit¢ de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes.
Ils préviennent également la peroxydation des lipides membranaires. [63]

Les conditions structurales requises pour [’activité antioxydant des coumarines sont
similaires a celles signalées pour les flavonoides. [60]

* les dérivés d’acide phénolique

On les retrouve dans de nombreux fruits, légumes, le café, les prunes, les
myrtilles, le raisin et les pommes. Les composés possédant les activités antioxydantes et
antiradicalaires sont ’acide caféique, ’acide gallique et I’acide chorogénique.

Il inhibe aussi la peroxydation lipidique dépendante du fer dans les mitochondries et
possede une forte capacité de capter le radical libre DPPH.

* les tanins

Les tanins inhibent la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et des
microsomes mais aussi l’oxydation de [D’acide ascorbique et du linoléate. Lors de la
peroxydation les tannins donnent des protons face aux radicaux libres, et ainsi des radicaux
tanniques stables sont formés. Ce qui permet de stopper la réaction en chaine de 1’auto-oxydation
lipidique.

* Les lignanes
Les lignanes les plus étudiés du point de vue de leur activité antioxydant sont les

dérivés bifuranyles des graines de sésame. [63]
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I1.2.4. Les utilisations des antioxydants :

* L’activit¢ éventuelle de molécules médicamenteuses déja connues, qui présentent les
avantages d’une biodisponibilité et de parametres pharmacocinétiques et toxicologiques déja
bien connus.

» Sont concernées par I'utilisation dans I’industrie alimentaire.

* L’industrie de lubrifiants : elle produit notamment les huiles pour moteurs et
transmissions automobiles.

* L’industrie des maticres plastiques : des additifs sont utilisées pour protéger les
polymeres de ’oxygene de ’air.

* L’industrie cosmétique : les molécules utilisées sont plus ou moins les méme que dans

I’industrie alimentaire. [64]
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I11. Matériels et Méthodes
I11.1. Matériels
I11.1.1.Matériels de laboratoire:
*Appareillage :

e Bain Ultrason — H ( J.P.SELECTA ,s.a).
e Evaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI Heating bath R-210).
e UV-VIS (UV-1800 SHIMADZU).

I11.1.1.1:La spectrophotométrie UV-visible :

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une structure chimique donnée en solution, plus cette
espeéce est concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalité énoncées
par la loi de Beer— Lambert .

La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotométre préalablement
¢talonné sur la longueur d'onde d'absorption de I'espéce chimique a étudier. Lorsqu’une lumicre

d’intensité Iy passe a travers une solution, une partiec de celle-ci est absorbée par le(s)
soluté(s)[5].

Figure. I11.1 : UV-visible (photo original)
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* Produit chimiques:

e Acide gallique (C7HeOs) (99%) .

e Rutine (C27H30016) (97%) .

e Quercitine dihydrate (Ci5sH1007) (97%) .
e Réactif Folin-Ciocalteu (3H,0,P,05,13W03,5M003,10H,0) .
e DPPH (C;sHj2 N5Og ) (95%) .

e Trichlorure d’aluminium (AICl; .6H,0) .
e (Carbonate de sodium (Na,COs3 ).

e Acétate de sodium (CH3;COONa).

e Ethanol 96% (CH3;-CH,-OH) .

e Mc¢thanol 99% (CH3-OH) .

e Acide acétique 99% (CH3-COOH) .

e Acide sulfurique (H,SOy).

e Phosphate de sodium.

e Molybdate d'ammonium .
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I11.1.2. Matériel végétal :
I11.1.2.1 Préparation des échantillons:

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué¢ des feuilles de Phoenix

dactylifera L, récoltée le mois de février 2015 dans la région de Tiksebt d’El Oued .

Apres le bien-écrasé par la machine électrique, nous conservons I'échantillon dans un

récipient en verre bien fermé et loin de la lumiére, les feuilles devront étre pas infectées.

Figure II1.2: L’échantillon de feuilles de phoenix Dactylifra L sec (photo original)

I11.1.2.2. Optimisation de I’extraction des polyphénols

Afin d’évaluer les meilleures conditions pour I’extraction des polyphénols des
feuilles de palmier , deux paramétres ont été étudiés : la fraction solide /liquide et le temps
d’extraction .

I11.2. Méthodes:
I11.2.1. Protocole utilisé pour I’extraction:

Pour isoler les matiéres naturelles nous avons utilisé des solvants organiques, si la
matiere qui nous voulons la séparer est liquide nous appliquons la méthode liquide-liquide ;

si la matiére est solide nous appliquons I'extraction solide-liquide [1].

Dans notre travail nous avons utilisé I’extraction par bain ultrason , cette technique est
maintenant bien connus pour avoir des effets significatifs sur la cinétique de certaines réactions

chimiques ou encore sur la réduction du temps des procédés industriels. En effet, la cavitation
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induite par les ultrasons de faibles fréquences dans les milieux liquides se traduit entre autres par
des accélérations de cinétique et/ou des améliorations du rendement, notamment dans le cas de

I’extraction solide-liquide [2].

Figure .II1.3 :Extraction par ultrason (photo original)

Nous utilisons un solvant polaire : éthanol 95% + I’eau distillée (70 :30 v/v) pendant 30 min.

Nous pesons 10g de poudre de feuilles de notre plante étudier ensuite la placé dans un
erlenemeyer a différent fraction, ces préparations ont soumis a une extraction par ultrason a 30
°C pendant 30 minute. Les macéras sont réunis puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les filtrats
ensuite évaporés presque a sec au moyen d’un évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide a

une température de 50°C puis a 60°C pour éliminer le solvant.

Dans cette derniére étape, nous prendrons soins de noter la masse du ballon avant et apres
I'évaporation afin de calculer le rendement d’extraction. Les résidus sec obtenu ont été récupérés
dans des flacons en verre hermétiquement fermé et conservé pour protéger ses caractéristiques

physicochimique pour I'étude de son efficacité.

Les résidus obtenus sont dosés a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible afin de

quantifier les teneurs en composés phénolique.
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Figure .II1.4 : évaporateur rotatif sous vide (photo original)

10g de poudre de feuilles de la
plante étudier

+ fraction différent a solvant

W'
Extraction par bain
ultrason

30 min a 30 °C

|
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filtration J

|

N

Evaporation du solvant

a 50°C puis a 60°C

—

Figure .II1.5:Protocole utilisé pour I’extraction
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I11.2.2.dosage des composées phénoliques
I11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT):

Ce dosage permet d’avoir une estimation sur la teneur en polyphénols totaux de
I’échantillon. Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode adaptée de

Singleton et Ross en utilisant le réactif de Folin-Ciocalte.
La courbe standard d’acide Gallique:

Le dosage est réalisé en utilisant le réactif de Folin. Le réactif est formé d’acide
phosphomolybdique H3;PMo,,04 et d’acide phosphotunguestique H3;PW,040 qui est réduits
par I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe WsO,3 et de molybdéne MogOs. Cette
coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de compos€s phénoliques présents

dans le milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm.

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la mani¢re suivante, 1 ml des
solutions d’acide gallique de concentration de 0.01 jusqu’a 0.1 mg/mL, ensuite 1 ml d’une
solution de réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois dans de I’eau distillée est ajouté puis
immédiatement ajouté 0.8ml d’une solution de Na,COs (7.5% ). Le mélange obtenu est
incubé a la température ambiante pendant environ 30 minutes a D’abri de la lumiere.
L'absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc. Les lectures de
la densité optique a 760nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe

d’étalonnage de 1’acide gallique [3].
I11.2.2.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT):
Flavonoide totale a été¢ déterminée en utilisant la méthode de Ordonez [4].

Le chlorure d’aluminium forme des complexes jaunatres avec les atomes d’oxygene présents sur

les carbones 4 et 5 des flavonoides.

Mettre 1ml d’extrait dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution éthanolique de
chlorure d’aluminium a 2 % , laisser incuber 1h a température ambiante. Lire les absorbances a

partir du spectrophotométre UV-visible a 420 nm.

Nous effectuons la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations en

introduisant Iml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AICl; a 2%.
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Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en I'équation

de la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard.
I11.2.2.3. Dosage des flavanols totaux:

La méthode utilisée pour I’estimation de taux de flavanols est celle décrite par Kumaran

et Karunakaran [4] .

Mettre 2 ml d’extrait dans un tube a essai ; ajouter 2 ml de solution éthanoique de
chlorure d’aluminium a 2 % puis 3 ml d’acétate de sodium a 50g/l , laisser incuber 2,5 h a

température ambiante. Lire les absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible a 440 nm .

La concentration des flavanols contenus dans les extraits sont calculées en 1'équation de

la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la Rutine comme standard.

I11.2.3. Test d’évaluation de I'activité antioxydante totale (PPM):

Le test du PPM (PhosPhoMolybdate) est une variante du test DPPH. Au cours de ce test,
I’hydrogéne et I’électron sont transférés du composé réducteur (extraitantioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la

structure du composé antioxydant.
La courbe standard de l'acide gallique :
L’analyse de molybdate phosphate est réalisée en utiliser le protocole décrite comme suit :
nous préparons 100 ml d’un mélange des trois solutions suivantes :
.

- 0,6 M d'acide sulfurique

- 28 mM phosphate de sodium

| - 4 mM molybdate d'ammonium

100 pl de l'acide gallique dilué sont ajoute a 1ml de la solution précédente .le mélange est
placé dans un bain marie a une température de 95°C Pendant 90 min, apres refroidissement

I'absorbance a été mesurée a 695 nm.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante de nos éxtraits est comparée par rapport a L’acide

gallique qui utilis€ comme antioxydante dans 1’industrie agroalimentaire.
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La norme courbe a été préparée en utilisant les concentrations Connues de (0,05 a 0,3
mg/ml)[6].

I11.2.4. Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHpe) :

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut é&tre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquées

par la présence des extraits phénoliques.

Le DPPH’ est initialement violet, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie
(Figure.II1.6). Cette décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques a
piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Plus la chute de
I’absorbance du DPPH est importante plus le pouvoir antioxydant des extraits est élevé.

Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances phénoliques de nos extraits [7].

NG NG,
Antioxydant

[oX NH——N

Figure .I11.6. Réduction du radical libre DPPH.

Les mesures des densités optiques de chaque solution d’extrait a différentes dilutions
nous ont permis de calculer le parametre I1Csy qui indique le pouvoir antioxydant d’un composé
ou d’un extrait et qui est définit comme étant la concentration de I’extrait exprimée en mg/ml
nécessaire pour balayer 50% du radical DPPH. La valeur d’ICsy de chaque extrait est déduite a
partir des €quations des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la
concentration de chaque extrait. Il faut rappeler que plus la valeur de ICsy est petite plus

I’activité antioxydant des extraits est grande [§].

Une solution méthanolique de 0,1 mM de DPPH est mélangée avec différentes

concentrations des extraits, mettre 1ml de chaque dilution de ces extraits dans un tube a essai,
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ajouter 2ml de solution méthanolique de DPPH, puis laisser incuber 15 min a 1’abri de la lumiere
a température ambiante. Lire ’absorbance a 515 nm contre un blanc qui contient de méthanol

pur. Le controle est la solution DPPH avec le solvant .

L’évaluation de l’activité antioxydant en utilisant la méthode DPPH est exprimée en

pourcentage selon la relation suivante :

. L A 4
I% = T = 100

Avec:
Ay : absorbance du control (ne contenant aucun antioxydant)
A : absorbance des extraits.
L’efficacité anti radicalaire est calculée comme suit :
EA=1/1Cs,

Ou I'ICsg est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme

réduite du radical DPPH [9].
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IV. Résultats et discussion :
IV.1. Rendement d’extraction des composes phénoliques :

Les extractions des différents composes phénoliques le plus abondant dans notre plante
Permet de calculer le rendement de chaque extrait notamment les extraits bruts hydro-alcoolique

(EthOH/eau).

Re(%) = Masse de residu extrait % 100
™ Masse initial de végetale

Le rendement déterminé par rapport a 10 g de matériel végétale sec et broyé est exprimé

en pourcentage.

IV.2.Dosage des composés phénoliques par la méthode colorimétrique:

Les différents extraits ont des couleurs caractéristiques, cela est due a la présence des
pigments végétaux ou bien les polyphénols. Dans notre étude, nous intéressons a quantifier ces
substances.

IV.2.1. Evaluation des concentrations équivalentes:

L’¢tude quantitative des extraits bruts de échantillon au moyen de dosages
spectrophotométriques avait pour objectif de la détermination de la teneur des composés
phénoliques. La courbe d’étalonnage de I’acide gallique est présenté dans la (Figure .IV.1). La
quantité¢ des polyphénols correspondante a été rapportée en milligramme par un gramme de la
matiere végétale équivalent en solution standard. L’équation obtenue d’apres la courbe linéaire
de solution standard est :

y= ax+b (Iv.1)
Ou:

y: représente la valeur d’absorbance.

x: représente la valeur de la concentration du standard en mg. ml-1.

En remplacant a chaque fois la valeur d’absorbance dans 1’équation précédente, on trouve

la valeur de la concentration équivalente de solution standard C éq en mg/g.
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IV.2.2. Courbes d'étalonnages des dosages de PPT,FVT, FLT:
IV.2.2.1. Courbe d’étalonnage pour le dosage de polyphénols totaux (PPT)

Cette courbe est établie en utilisant I'acide gallique comme référence et les résultats sont
exprimés en mg équivalent d'acide gallique par gramme de la matiére séche (mg EAG/ gMs). La

courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R*=0.975 (Figure .IV. 1)

y =6.618x + 0.203
R?=0.975

0.06 0.08

Figure. IV.1. Courbe d'étalonnage de I'acide Gallique (polyphénoles ).

1V.2.2.2.Courbe d’étalonnage pour le dosage de flavonoides totaux (FVT):
Le composé de référence utilisé¢ pour 1'établissement de cette courbe est la quercétine. La
courbe est établie avec un coefficient de corrélation R*= 0,996 (figure .IV.2). Les résultats

obtenus sont exprimés en mg équivalent quercétine par gramme de la matiére seéche (mg EQ /g
Ms).

y=7.874x + 0.022

Figure.IV.2. Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides totaux

55



Chapitre IV Résultats et discussion

1V.2.2.3.Courbe d’étalonnage pour le dosage de flavonols totaux (FLT)
La Rutine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations, La teneur en flavanols
est exprimée en mg d'équivalent de Rutine par gramme d'extrait (mg ER/g d’extrait). Le taux des

flavanols des extraits ont été obtenus a partir d’une courbe d’étalonnage de Rutine (Figure IV.3).

Figure.IV.3. Courbe d'étalonnage de Rutine (flavanols).

IV.3. Test d’évaluation de I’activité antioxydante totale (PPM) :

y=4.650x + 0.082%

Figure.IV.4. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique(PPM).
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IV.4. Influence des fractions solide/liquide:
IV.4.1.Rendement
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:
Tableau IV.1. Rendement d'extraction des composés phénoliques dans solide/liquide

Extrait séche 30min T=30°C

L’échantillon

1/6 1/7 1/8 1/9 1/10
solide/liquide

Rendement% 6.98 8.109 8.639 9.398 8.316

1/9

=
o
I

u Rendement

L NI

Figure. IV.5.Rendement d'extraction des composes phénoliques dans solide/liquide

Les résultats obtenus pour les extraits bruts, montrent que I’extrait brut a fraction (1/9)
enregistre rendement le plus texte (9.398 % ) suivi par I’extrait a fraction (1/8) a raison de
(8.639%) et de [I’extrait a fraction (1/10):(8.316% ). D’autres rendements plus au moins
considérables ont été¢ observés dans I’extraits a fraction (1/7) : (8.109% ) et ’extrait a fraction
(1/6) représente la valeur le plus faible (6 .98% ).

L’impact de rapport solide/liquide sur 1’extraction des polyphénols de feuilles de
palmier est mesuré avec les rapports (1/6, 1/7, 1/8, 1/ 9, 1/10) (Figure.IV.5).
l'augmentation du rapport solide/liquide, présente un effet positif sur I’extraction. En effet, le
rapport solide/liquide de 1/9 permet d’extraire le taux le plus élevé . Au-dela de ce rapport, les

taux diminuent.
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IV.4.2. Résultats de compositions phytochimiques
IV.4.2.1. Polyphénols totaux
Tableau.IV.2. La teneur des polyphénols d'extrait des feuilles de Phoenix dactylifera L

Equation : Teneur en polyphénols totaux (mg/g) des Phoenix dactylifera L. .

Y=6.618x+0.203

R*=0.975 extrait 1/6 1/7 1/8 1/9 1/10
212.8+10.31 246.05£9.97 170.75+£7.88 222.87+£51.59 332.43+31.15

d'aprés l'observation travers les résultats des tableau IV.2., on peut conclus les points
suivants:

Dans les échantillons étudi€s , la teneur en polyphénols totaux est entre (170.75t mg/g 332.43

et mg/g) ou la teneur dans 1'échantillon (1/10) est de 332.43 mg/g qui représente la plus haute

teneur , alors que dans I'échantillon (1/8) la valeur des polyphénols ne dépassait pas 170.75mg/g.

IV.4.2.2.Flavonoides totaux

Tableau .IV.3. La teneur des flavonoide d'extraction des feuilles de Phoenix dactylifera L

Equation : Teneur en flavonoide (mg/g) des échantillon.
Y=7.874x+0.022
R’=0.966 extrait | 1/6 1/7 1/8 1/9 1/10

126.32+0.147 83.65+8.72 121.61£0.816 104.23+0.147 95.93+0.147

Les résultats illustrés dans le tableau (IV.3) montrent que I’extrait a (1/6) contient
126.324+0.147 mg EQ/g , en suite ’extrait (1/8) avec 121.61£0.816 mg EQ/g en fin I’extrait
(1/9) avec 104.23+0.147 mg EQ/g. Nous avons observé des teneurs rapprochées en flavonoides
par Dextrait (1/10) et I’extrait (1/7), ceux-ci représentent des valeur de 95.93+ 0.147 et

83.65+8.72 mg EQ/g respectivement.

IV.4.2.3.Flavonols totaux

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) €quivalent de la Rutine par gramme de la
matiere végétale seche (mg /g).

Pour I'extraits étudiées de Phoenix dactylifera L, on a remarqué une différance des teneurs en
flavanols totaux, La teneur la plus élevée est enregistre dans les extraits (1/6),(1/7) et (1/8) elle
est de I'ordre del8.17+0.392, 17.43+0.85 et 12.94+0.728 mg /g , suivi par l'extrait (1/9) avec
12.64+0.164 mg /g, puis 'extrait avec une teneur de (1/10); 10.59+0.261 mg /g.

58



Chapitre [V Résultats et discussion

Tableau .IV.4: La teneur des flavanol dans des feuilles Phoenix dactylifera L

Equation : Teneur en flavanol (mg/g) des échantillon .

Y=15.3x+0.1

R*=0.992 Extrait | 1/6 1/7 1/8 1/9 1/10
18.17+0.392 | 17.43+0.85 | 12.94+0.728 | 12.64+0.164 | 10.59+0.261

L’impact de rapport solide/liquide sur DI’extraction des polyphénols est étudi¢ avec des
fractions (1/6,1/7, 1/8, 1/9, 1/10) (figure .IV.6). L'augmentation de la fraction solide/liquide,
a un effet négative sur D’extraction. En effet, le rapport solide/liquide de 1/6 représente le
meilleur taux celui-ci permet d’extraire le meilleur taux . Au-dela de ce rapport, les taux

diminuent.

IV.4.2.4. Composition d'extrait phénoliques :
Les résultats des analyses quantitatives par spectrophotometre UV-visible des extraits

¢tudiées sont représentés dans la (figure IV.6) :

350 -

300 A

m Teneur PPT(mg/g) 250 1

200 -

W Teneur en

flavonoide (mg/g) 150 1
Teneur en flavanol 100 1 |

(mg/g) 50 -

0 -

Figure IV.6. Composition en composés phénoliques des feuilles phoenix dactylifera L

Les études des tests phytochimiques réalisés sur le matériel végétal montrent que la
présence des polyphénoles totaux, des flavonoides, des flavanols, est variable entre les fractions
d'extraction solide/liquide .

Les tests phytochimiques montrent que la présence des polyphénoles totaux et I’apparition
de la formation d’un complexe bleu confirmé leur présence.

Les tests phytochemiques confirment la présence des flavonoides ,flavanol et I’apparition

de la couleur jaune confirme leur présence, si bien que cette différence est due a plusieurs
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facteurs: les conditions de culture , le degré de maturité , de la température ainsi que le type de
solvant utilisé.
IV.4.3. Test d’évaluation d’activité antioxydante totale (PPM) :

Tableau I'V.5. Résultat d’évaluation d'activité antioxydant totale

Equation Activité antioxydante totale

y=4.65x+0.087 (mg/g) d'extrait phoénix dactylifera L

R*=0.958 Extrait 1/6 1/7 1/8 1/9 1/10
1070.25423.59 | 1144.4+4.48 | 1374.91+4.94 | 1525.49+4.97 | 1088.89+1.2

Les résultats montre que tous les extraits présentent des activités antioxydantes
considérables. L’extrait de (1/9) présente la meilleure capacité antioxydante totale de 1’ordre de
(1525.49+4.97) mg /g ,suivi par D’extrait (1/8) avec (1374.91+4.94) et par I’extrait de (1/7) avec
(1144.4+4.48) mg /g . Les deux extraits de (1/10) et (1/6) révelent une activité réductrice de
I’ordre de(1088.89+1.2) mg /g (1070.25+23.59) mg /g respectivement .

IV.4.4. Test d'évaluation d'activité antioxydante DPPH
e Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) :

L’activité anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-

Ipicrylhydrazyle (DPPH) est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité.

=799.8x +5.761
R?=0.973

0.15
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0.926

y=4369.x - 18.32

®

y=696.0x+6.724
R?=0.960

Figure IV.7. les courbe de différentes extrais de concentration en fonction IP%

Extrait de fraction (solide/liquide) (1/6)(1/7)(1/8)(1/9)(1/10).

e Résultats

L’inhibition du radical DPPH est fonction de la concentration des différents extraits utilisés

(antioxydant ) , I’activité antiradicalaire de nos extraits est exprimée en ICsy déterminée

Tableau IV.6. Valeurs des IC 5o du DPPH pour les extraits:

Extrais Ay Equation R? ICso (mg/g)
1/6 1.363 y=606.7x+9.400  0.902 0.066984615
1/7 1.363 y=799.8x+5.761  0.973 0.055312578
1/8 1.363 y=825.3x+5.498  0.938 0.05392221
1/9 0.832 y=4369.x-18.32  0.926 0.015637446
1/10 1.363 y=696x+6.724 0.960 0.062178161
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A partir des résultats obtenus, la fraction d'extraction (1/9) donne la valeur de l'activité
antioxydant la plus considérable comme les autres résultats, avec un valeur de

0.015637446mg/g.

IV.S.Influence des temps d'extraction :

L’influance des temps sur 1’extraction des polyphénols de phoenix dactylifera L est étudiée
avec les temps 30min; 40min; 50min; 60min . La prolongation le temps a un effet positif sur
I’extraction. En effet, le temps d'extraction de 50min permet d’extraire le meilleur taux quelque

soit le solvant étudié.

IV.5.1.Rendement
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau IV.7. Les rendements en extraits obtenus a partir de la plante.

Extrait séche (Rapport 1/9) T=30°C
L’echantillon 20min 30min 40min 50min 60min
Rendement% 12.75 9.39 10.53 12.92 11.3
14 -
12 A |
10 A )
8 -
B Rendement 6 -
4 -
2 -
O T T T T 1
20min 30min 40min 50min 60min

Figure.IV.8.Rendement d'extraction des composes phénoliques de 20 4 60 min
Notez une augmentation du rendement dans la période de temps (30 a 50), puis une

diminution du rendement a temps de 60 minutes.
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IV.5.2. Résultats de compositions phytochimiques

IV.5.2.1.Taux en polyphénoles totaux :

Les résultats des analyses quantitatives par spectrophotometre UV-visible de l'extrait de
feuilles Phoenix dactylifera L étudiées sont représentés ci-dessous (tableau .IV.10). Dans cette
composition nous trouvons que l'extrait 50 min quantitativement plus riche en composés

phénoliques, puis I'extrait de 30min, et le plus faible I'extrait en faveur de 60 min.

Tableau .IV.8. Taux des polyphénoles totaux d'extrait phoenix dactylifera L

Equation:

Teneur en polyphénols totaux (mg/g) des échantillons T=30°C.
Y=6.618x+0.203

extrait 20 min 30 min 40min 50 min 60 min

937.69+19.01  723.28+37.26  163.19+£15.57 279.54+7.56 99.919+35.43

R*=0.975

I1V.5.2.2.Flavonoides totaux

Tableau. IV.9. La teneur des flavonoide dans d'extrait Phoenix dactylifera L

Equation : Teneur en flavonoide (mg/g) des échantillon. T=30°C
Y=7.874x+0.022

R*=0.996 extrait 20min 30 min 40 min 50 min 60 min
54.69+0.147 104.22+0.15 63.5£0.4 56.81+0.1 70.444+0.776

L'étude a réveélé que les flavonoides présente d'une fluctuation dans les résultats obtenus; ou

revenir extraire le meilleur temps enregistré, de 30 min la valeur de 104.22mg/g

I1V.5.2.3.Flavonols totaux.

Tableau. IV.10. La teneur des flavanols dans d'extrait Phoenix dactylifera L

Equation : Teneur en flavanol (mg/g) des échantillon .

Y=15.3x+0.1

R*=0.992 Extrait | 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min
7.63£1.42 7.073+£2.056 9.019+0.224 10.042+0.975 9.08+0.141

La quantification de flavanol présente que le meilleur temps est 50min avec de (10.042)
(mg/g) .
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IV.5.3. Test d’évaluation d’activité antioxydant totale (PPM) :

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau IV.11. Résultat d’évaluation d'activité antioxydant totale

Equation

y=4.65x+0.087

R’=0.958

Extrait

(mg/g) d'extrait des feuilles phoénix dactylifera L

Activité antioxydante totale

20min

30min

40min

50min

60min

2756.98+11.38

2937.63+239.47

2808.6+581.84

2378.49+239.47

1991.39+£74.49

Les résultats

montre que tous les extraits présentent des activités antioxydantes

considérables. Le temps d'extraction de 30min présente la meilleure capacité antioxydante totale

de I'ordre de (2937.63 mg /g) ,suivi par le temps 40min avec (2808.6mg/g )et par 20min avec

(2756.98 mg /g) . Les deux extraits de 50 et 60min révelent une activité réductrice de ’ordre de

(2378.49mg/g), (1991.39 mg /g) respectivement .

IV.5.4. Test d'évaluation d'activité antioxydante DPPH
e Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) :

y=2587.x-5.209
R?=0.996

0.015

y=4369.x-18.32 &
R2=0.926
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y=3849.x - 21.02
R?=0.997

y=2412.x - 3.569
R*=0.987

Figure IV.9. les courbe de différentes extrais de concentration en fonction IP%

Le temps d'extraction 20min, 30min, 40min, 50min, 60min.

e Résultat

Tableau. IV.12 : La teneur des DPPH dans d'extraction Phoenix dactylifera L

Extrais Ay Equation R’ ICsy

20 min 0.746 y =2587x —5.209 0.996 0.021340935
30 min 0.746 y=4369.x -18.32 0.926 0.015662623
40 min 0.746 y = 1424x+1.258 0.954 0.034228933
50 min 0.746 y =3849x-21.02 0.997 0.018451546
60 min 0.746 y =2412x -3.569 0.987 0.02220937

Le temps d'extraction de 30 min présent la valeur de l'activité antioxydante la plus

considérable comme les autres résultats ,avec un valeur de 0.015662623mg/g ,suivi par le

temps 50 min avec 0.018451546mg/g ,par 20 min avec 0.021340935mg/g , enfin les deux temps

60 et 40 min révelent une activit¢ DPPH

0.034228933mg/g respectivement .

réductrice de l'ordre de 0.02220937mg/g,
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v" Discussion:

Ce travail a pour but de déterminer le fraction solide/liquide et le temps d'extraction des
composés polyphénoliques a partir de feuilles de phoenix dactylifera L en utilisant plusieurs
rapport et en fixant le temps et la température d'une part, et d'autre part, nous avons fixé la
température et le fraction optimisé en changeant le temps et afin d'optimiser le meilleur temps

pour celle-ci, la technique utilisée pour I'extraction dans ce travail est basée sur l'ultrason.

Nos résultats montrent que le fraction solide/liquide 1/9 donné une meilleur rendement et

un pouvoir antioxydant avec le test DPPH et PPM .

Ces résultats sont compatibles avec le principe du transfert de la matiere, ou la
force de transmission durant ce transfert est le gradient de la concentration de soluté entre
le solide et le liquide. Cette force devient importante lorsque le fraction solide/liquide utilisé

est plus élevée (ALFARSI et LEE, 2007 ; GABORIAUD, 1996).

Concernant le fraction 1/10 qui est caractéris¢é par la diminution des teneurs en
polyphénole totaux, nous pouvons dire que ce résultat peut étre du a [Dintervention d’un
autre parametre (n’étant pas pris en considération dans cette étude, ou peut étre du a
I’augmentation de 1’eau dans le systéeme de solvant d’extraction (alcool/eau), qui est extraire
des quantités importantes les composés non phénoliques comme les glucides, les protéines...
susceptibles de polymériser avec les composés phénoliques ce qui conduit a la formation des

complexes qui ne sont pas détectés par le test utilisé.
Le fraction 1/9 est prise en considération dans les étapes suivantes de cette étude.

Concernant le temps d'extraction, d’apres les résultats obtenues le temps optimal

d’extraction trouvé est de 30 min et 50 min.

Le mécanisme du procéd¢ d'extraction assistée par ultrasons ici comporte deux étapes
principales. A dissolution des composants solubles sur des surfaces de la matrice de plante se
produit, que l'on appelle également comme " laver ". D'autre part, le transfert de masse de soluté
a partir de la matrice végétale dans le solvant par diffusion et des processus osmotiques, qui est

connu comme " extraction lente ".

En effet, 'influence du temps d’extraction est trés importante, car a un effet sur la
teneur en polyphénols.
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Cependant, La teneur en PPT de tous les échantillons analysées augmenté de facon
constante en fonction du temps. Il y avait une tendance a goutte de la capacité antioxydant apres
40 min. Ceci peut étre expliqué par l'effet de chauffage de la surexposition au traitement par
ultrasons pour rallonger le temps de l'extraction, ce qui conduit a la dégradation de la propriété

anti-oxydante des extraits.
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Conclusion

CONCLUSION

Les feuilles de phoenix dactylifera L est une source potentielle riche en polyphénols, a fin

d'obtenir la performance maximale d'extraction nous avons utilisé 1' ultrasons.

\

La présente étude a été réalisée pour contribuer a l'optimisation des conditions

opératoires d'extraction des composés phénoliques dans les feuilles de phoenix dactylifera L.

L'extraction assistée par ultrasons a révélé étre une technique tres efficace pour
l'extraction de composés phénoliques. Les extraits obtenus par cet technique contient des teneurs
de composés phénoliques par rapport a le macération (extraction classique). En effet,
L'extraction par ultrasons permet d'accroitre le rendement d'extraction dans un temps courte, ce
qui réduit l'apport d'énergie et de la dégradation de composés phénoliques. En outre, les extraits
obtenus par ultrasons ont apparu une activité anti-oxydante €levée que les extraits obtenus par

des techniques classiques d'extraction .

Pour une extraction efficace et optimale des composés phénoliques de feuille de
phoenix dactylifera L , en résumant les différentes étapes d’extraction menées sous

différentes conditions.

v La fraction solide /liquide affecte de fagon significative la teneur en polyphénols et
en flavonoides totaux ; la meilleur fraction trouvé est 1/9 .

v" Le temps d’extraction optimale pour I’extraction des polyphénols a 30 min et 50 min.

D’autres paramétres qui ne sont pas ¢tudiés dans ce travail et qui peut étre
influent sur le rendement d’extraction, peuvent servir de perspectives pour optimiser au mieux
I’extraction en vue de son utilisation a I’échelle industrielle. D’autres critéres peuvent étre
ajoutés en plus durendement en PPT, tels que les différentes familles polyphénols et les

différentes activités biologiques.
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Résumé

Ce travail comprend une étude sur des feuilles de palmier dattier "Phoenix dactylifera L", qui représente une grande
importance pour la vie de la population du" Oued Souf", Il a été utilisé depuis des siécles comme un médicament
contre allergie, l'inflammation, la constipation et gastro protecteur; ils ont aussi une haute antibactérien et I'activité
anti-oxydante.

Ce travail a pour but d'étudier et optimiser la méthode d'extraction des polyphénoles a partir des feuilles de palmiers
par l'ultrason. En effet, pour améliorer les conditions d'extraction des polyphénols, nous avons utilisé plusieurs
fractions (échantillon /solvant) afin de choisir le meilleur rapport et le temps d'extraction nécessaire qui nous donne
meilleurs extraction.

Les résultats obtenus montrent que le meilleur fraction échantillon /solvant est de (1/9) et I'extraction optimale des
polyphénols se fait dans un temps de 30 min et 50 min.

L'extrait de feuilles de palmiers a donné un trés bon pouvoir antioxydant en utilisant le DPPH et PPM avec le
fraction 1/9 et dans un temps d'extraction de 30min.

Des études supplémentaire vise a évaluer ces résultats en utilisant des autres paramétres et techniques d'extraction
qui peuvent donner un meilleurs rendement.

Mots clés: feuilles de palmiers dattier(phonix dactylifera L), extraction par ultrason, optimiser, polyphénoles,
antioxydant, DPPH.

Abstract

This work includes a study of palm leaves dattier "Phoenix dactylifera L", which represent great importance for the
life of the people of "Oued Souf", It has been used for centuries as a medicine against allergy, inflammation,
constipation and gastro protective, they also have a high antibacterial and antioxidant activity.

This work aims to study and optimize the method of extraction of polyphenols from palm leaves by ultrasound.
Indeed, to improve polyphenol extraction conditions, we used several reports (sample / solvent) in order to choose
the best value and the necessary extraction time which gives us the best extraction.

The results obtained show that the best value sample / solvent is (1/9) and optimum polyphenol extraction is done in
a time of 30 min and 50 min.

The extract palm leaves gave a very good antioxidant using DPPH and PPM with the 1/9 ratio and an extraction
time of 30min.

Of additional studies intended to evaluate these results using other parameters and extraction techniques that can
give a better performance.

Keywords: leaves of date palms (phoenix dactylifera L), ultrasonic extraction, optimize, polyphenols, antioxidant,
DPPH.
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