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Abstract

The date palm (Phoenyx dactylifera L) consisted, for the people of southern Algeria, as tree of
providence. Dates and their extracts are also used for many centuries as a medicine against
alergy, inflammation, constipation and gastro protective; they also have a high antibacterial
and antioxidant activity. However, no studies are conducted to evaluate the extract from the
leaves of date palm (Phoenyx dactylifera L) in point of view pharmacology effect. In this
study we have evaluated the phytochemical composition, antioxidant antibacterial, antifungal
and antimutagenic properties and anti-inflammatory properties determined by measuring the
inhibition of nitric oxide (NO) production of leaves extract of three varieties Ghars, Deglet
Nour and Hamraya from Phoenyx dactlylifera L. Moreover, the antidiabetic effect was
evaluated by inhibition of a-amylase and a-glucosidase enzymes. According to the results, the
extracts have very important values for polyphenols, flavanoids, flavonols, condensed tannin,
anthocyanin and high antioxidant activity against DPPH, FRAP, ABTS, OH-. Also the three
extracts revea a considerable antimicrobia potency and antifungal considerable activity. The
three varieties exhibited significant anti-inflammatory effects using in-vitro inhibition of NO,
exhibited potent antimutagenic high inhibitory level of the Ames response induced by the
indirect mutagen 2- aminoanthracene and also displayed high inhibition actions against a-
amylase and a-glucosidase enzymes. The results suggest that the leaves of the three selected
varieties of Phoenyx dactylifera L can be considered as a good source of natural antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammation drugs as well as potent antidiabetic medicine.

Keywords. Phoenyx dactylifera L, leaves, Polyphenols, DPPH, Antidiabetic, Anti-
inflammatory, antimicrobial, south Algeria
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur emuement et en particulier les
plantes, qui forment des sources riche en prodaitsrels utilisés depuis des siécles pour
soigner diverses maladies [1]. Il est estimé qufenv60% a 75% de la population
mondiale et 80% de la population Africaine recoartla médecine traditionnelle pour
répondre a leurs besoins pour lesquelles la mapeutie des thérapies implique
I'exploitation des principes actifs de ces derrsdig3,4], c'est parce que' elles produisent
une large gamme de composés phytochimiques qtiusitinés par la plante comme un
produit chimique de défense contre les prédateurs.

Selon des statistiques récentes, on estime que tdaxdes médicaments actuels
ont une origine naturelle [5]: obtenus par hémitsgee, a partir d’'un pharmacophore ou
par modification des produits naturels, composésisisdes biotechnologies, vaccins,
composés d'origine végétale, microbiologique oureaté. Seul un tiers des médicaments
commercialisés possede donc une origine purematfiéyque [6], soit d'une autre facons,
d'environ 60% des médicaments anticancéreux et d&%omposés pour les maladies
infectieuses sont des produits naturels ou lewigé&[7,8]. De plus, les 300 000 especes
végétales recensées, on estime que seules 15%edadiets ont été étudiées sur le plan
phytochimique, dont 6% pour leurs activités biotpggs [9], ce qui fait que les plantes sont
des réservoir de molécules bioactives encore pploees. Les substances naturelles et les
plantes en particulier représentent une immenseasales composés phénoliques (acide
phénolique, flavonoides, flavonols, tannin condengd’extraction bruts, naturels de ces
composes et l'isolation a partir d'especes de efantilisées en médecine traditionnelle
peuvent étre des ressources prolifiques de nouvegdicaments [10].

Aujourd'hui, les agents antioxydants de source raléuont suscité un intérét
particulier car ils peuvent protéger le corps humadntre les maladies causées par les
radicaux libres avec sans effets secondaires; esiccontraire aux agents antioxydants
synthétiques tels que le butylhydroxytoluene (BH&)putylhydroxyanisole (BHA) et le
butylhydroquinone tertiaire (BHQT) largement comaoigiisés dans l'industrie
alimentaires, leur application provoquent un po&ntisque et toxicité pour la santé
humain [11]. Aussi ils ont été trouvés a exposer maladies cancérogenese, mutagenéese,

[12,13]. Pour cette raison la recherche de moléchi@actives d’origine naturelle a
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constitué d'ailleurs un des axes prioritaires deidee années, la recherche de molécules
bioactives a partir des plantes peut s’effectudémnselusieurs stratégies : une approche
ethnopharmacologique qui consiste a utiliser losades médecines traditionnelles, une
approche chimiotaxonomique qui s’intéresse a dgent connus pour renfermer des
métabolites secondaires particuliers (composés ghlgées), ou encore un criblage
systématique des espéces et ou toute combinaisopréeédentes.

Les composés phénoliques ou les polyphénoles 'sondés plus important groupe
de composés présents dans les plantes, ou soatang distribués, comprenant au moins
8000 différentes structures connues [14]. Les gunples sont également des produits du
métabolisme secondaire des plantes. Ces composgsignalés présentent une activité
antioxydant remarquable et jouent un réle d'inkilnitdes radicaux libres efficaces comme
anion superoxyde, hydroxyle, oxyde de nitrique,opgde de nitrogene et activité
antimicrobienne [15,16,17,18].
les polyphénoles possédent une potentielle damséeention des maladies chroniques,
cardiovasculaires, le cancer, l'ostéoporose, le betta sucré, les maladies
neurodégénératives,  anti-cancerogene, anti-inflawinea  anti-athérogénes et
antithrombotique [19,20,21]. Leur activité prdtee a été attribué initialement a leurs
propriétés antioxydantes, anti-radicaux libresstgropriétés de chélateur de métaux, puis
a la capacité d'inhibiter ou de réduire différergezymes [22].

Vu que l'importance que présentePlaoenix dactylifera L (600 variétés) dans les
régions du Sud-est d'Algérie, notre travail de ér&@mscrit dans ce contexte général a pour
objectif d'étudier la composition phytochimique aatantification de composition des
polyphénoles par HPLC d'extrait des feuilles desstvariétésPhoenix dactyilifera L
(palmier dattier) Ghars, Deglet Nour et Hamrayaseeond objectif est d'évaluer I'activité
antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatomatimutagene et antidiabétique d'extrait
des feuilles d€hoenix dactyilifera L (palmier dattier). Avec 600 variétés [23,24,25]

Les polyphénoles qui font le sujet d'étude somiagtsta partir des feuilles des trois variétés
de Phoenix dactylifera L Ghars, Deglet Nour et Hamraya de la région dtOseuf.

Ce manuscrit comporte trois chapitres. Le premieapire présente un rappel des
principales données bibliographiques et présemdtadanique d€hoenix dactylifera L et

de sa place dans les classifications phylogéniglgesieuxieme chapitre présente un

synthese bibliographique sur les polyphénoles epgtmettra de décrire les métabolites
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secondaires principaux, ses activitéts pharmaaplegiet biologique. Le troisieme
chapitres couvre I'ensemble des travaux persoragigérimentaux, principaux méthodes,
matériels, produits chimique et réactifs utilisdes.quatrieme chapitre décrira en premier
lieu les résultats acquis lors de travail de thégei est en I'occurrence les résultats de la
préparation de l'extrait des feuilles de troidétés sélectionnées, l'analyse phytochimique
et en deuxiéme lieu la quantification des comp@&noliques détermine par HPLC. Les
résultats de I|'étude de [lactivité antioxydantetinaiorobienne, anti-inflammatoire,
antidiabétique et antimutagene d'extrait des fesiitles variétés sélectionnées prendront
place dans ce chapitre .

On terminera ce travail de thése pour une conalugémérale donnant un récapitulatif sur
les principaux résultats obtenus durant ce trasamiki que les perspectifs qui feront
l'objectifs d'ultérieurs travaux et une liste coatpldes références bibliographiques pour

I'ensemble des chapitres.
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[.1. Introduction

Dans le Sahara Algérien, le palmier datti@®hdenix dactyliferalL, Phoenyx
dactylifera L) est le pilier des écosystémes oasiens ou il peme limiter les dégats
d’ensablement, joue un rdle protecteur contre i@maement solaire intense pour les
cultures sous-jacentes (arbres fruitiers, cultunesaicheres et céréales). Par sa présence
dans ces zones désertiques, les diverses formeviade animales et végétales,
indispensables pour le maintien et la survie dggiladions, sont possibles.

Il a de plus un réle socioéconomique majeur posrpepulations de ces régions
pour lesquelles il fournit d'une part un fruit, dette dont les qualités alimentaires sont
indéniables et qui constitue une source de revaegsappréciables pour plus de 100 000
familles du Sud Algérien avec 9 % des exportatiagscoles, d’autre part une multitude
de sous produits (culinaire, artisanal et menwgseji
[.2. Quelques mots d’histoire

Il'y a quelques millénaires, les dattes représentaiéja un fruit d’excellence chez
les Mésopotamiens et les Egyptiens des temps phigtes. Offrandes pour les dieux,
véritables viatiques accompagnant les morts damgpkrilleux voyage vers l'au-dela, elles
étaient aussi la nourriture indispensable pourolmraun de mortels. Phoenix dactylifera
est le nom latin du palmier-dattier, le vocable aggur qui viendrait peut-étre de «
Phénicie » ? En francais, le nom du fruit, « datteemonterait au Xlll e siécle. De sa
racine grecque dactylos, on retient I'idée du «gtlei par référence a' la forme du fruit,
d’'ou’ le nom d’une des variétés, les Deglet Noukaloigts de lumiéere », métaphore pour
dire sa transparence, sa porosité aux rayons ckil $86]. C'est dans le bassin de
I'Euphrate, ou furent créées les plus vieilles ®ague se concentreraient les origines
géographiques de larbre. C’est la qu’il y auraié éomestique et cultive. Plus
précisément, c’est dans le Schott al Arab, entEidee et 'Euphrate, ou peut-étre méme
en Egypte, dans la vallée du Nil, gu'auraient éteentées ses méthodes de culture.
Certains voient dans les Sumériens les initiatearse domaine. De ces régions, il s’est
répandu a l'ouest dans toute I'Afrique du Nord etsvl’est jusqu’en Inde. Le palmier-
dattier (Figure. 1) serait vraisemblablement dages régions la premiere espece vegeétale
domestiquée par 'homme et il est un des arbrasdrsi les plus cultivés au mond2g].

De la famille des Acéracé’es (Palmacées), c’edbrbades régions semi-arides et arides,

qui offrent malgré tout des ressources en eaussuniies et constantes. Le dattier est I'une
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des rares plantes a pouvoir survivre dans le climabspitalier du désert ou il trouve
soleil, chaleur et air sec propice au murissemerges fruits. Arbre providentiel, le dattier
apporte de nombreux bienfaits dans la vie quotitkerSon exploitation est totale, qu'il
s’agisse du tronc, des palmes, des folioles, d®lare. Aussi, il se transforme en poutres,
cordages, paniers ou vans, il fournit farine, bmissais son intérét majeur réside dans les
lourds régimes de dattes qu’il produit. Exportéassdtout le Bassin méditerrané, par voie
maritime ou terrestre, les dattes étaient déjapriees des Grecs et des Romains qui en
importaient en grande quantité de différentes @si€éEncore aujourd'hui, au Proche-
Orient et au Moyen-Orient, ainsi qu'en Afrique dwrN, qui restent ses zones de
prédilection, la datte continue de jouer un rolgpamant bien que I'alimentation se soit

diversifiée.
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Figure 1. Phoenix Dactylifera.
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[.3. Situation de la culture du palmier dattier enAlgérie

L’Algérie est un pays phoenicicole classe au sid@aeng mondial et au premier
rang dans le Maghreb pour ses grandes étenduadtdeecavec 160 000 ha et plus de 2
millions de jardins et sa production annuelle mayee dattes de 500 000 tonnes. Le
palmier dattier en Algérie est établi en plusieoasis reparties sur le Sud du pays ou le
climat est chaud et sec (zone saharienne). Saewditend depuis la frontiere Marocaine
a l'ouest jusqu’a la frontiere tuniso-libyenne ask et depuis I'Atlas Saharien au nord
jusqu'a Reggane (sud-ouest), Tamanrasset (cehigareet (sud-est). Prés d’'un millier de
cultivars a été inventorie et les trois régionsigpales de culture se distinguent sur le plan
de la diversité génétique. A cette catégorie, Lt &outer un grand nombre de pieds francs
qui poussent au hasard dans les oasis et qui espeds une source appréciable pour de
nouvelles sélections de cultivars appréciables.

La distribution des cultivars principaux montre urépartition est ouest trés
marquée. Une cinquantaine de cultivars se retrdud@ns deux ou trois régions mais la
majorité des cultivars reste endémique a leur régioa leur zone d’origine.

A l'est, le cultivar Deglet Nour, dont les dattemtsdestinées a I'exportation vers
les pays du Nord, continue a prendre de I'ampléurée aujourd’hui les 50 % de la
population des palmiers dattiers plantes.

Les cultivars produisant des dattes seches (DegidaB Tinnaser) sont exportes
vers les pays d’Afrique subsaharienne. Parfois, dadtes comme celles du cultivar
Hamraya sont exportées vers la Russie ou la CHitaemi les cultivars émergeants,
Tafezwin est exportable vers les pays d’Amériqué&dd, Bentgbala, en mode congelé, est
tres renomme sur le marche local a Ghardaia @&g&)z, datte primeur produite au Tidikelt

(ouest), se commercialise bien sur les marchesudegl et de Ghardaia.
I.4. Passé et présent de la culture du palmier dagr en Algérie

Dans un passe lointain (début du XXe siéecle), laupeidu palmier dattier était une
culture de subsistance mais diversifiée et basééésonomie de I'eau grace au systéeme
des Foggaras. Il n’en demeure pas moins que 4 80Q@lmiers étaient exploites. Puis
durant la période coloniale, les superficies auger@r(6 700 000 palmiers), les techniques
culturales s’améliorent et les cultures sous jamn particulier d’'arbres fruitiers sont

introduites. La variété Deglet Nour devient la date table et d’exportation. lFisarium
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oxysporumfsp albedinis,champignon responsable de la maladie du bayouddestifie
alors gu'il a été signale pour la premiere foi8éni Ounif en 1898. La diversité génétique
est rameneée a trois types de dattes : molles, deies et seches. La restructuration de la
phoeniciculture débute avec les années de l'indigrere ou des actions de lutte contre le
bayoud sont menées avec le soutien de la FAO@é#ion de stations de recherche dans
le Sud Algérie [27]. Mais c’est aussi la périodardexode rural qui aboutit a la perte de
savoirs et de savoir faire, les cultivateurs sties8ant de plus en plus a des cultures plus
rapidement rentables : céréaliculture, culturesamberes. Les palmeraies traditionnelles
déclinent et les Foggaras sont moins entretenues.

Au cours des années 1980, de nouveaux périméetradtdee saharienne sont crées
et des actions de plantation de palmier sont mee@gsarticulier a Tindouf, Bechar et
Tamanrasset en méme temps que se développe daBgices un réseau électrique et que
les ressources hydriques sont mobilisées. Le noddbmlmiers
passe a 8 000 000.

Ce chiffre passera a 9 000 000 dans les années dig@@ a un soutien aux
investisseurs qui permet la création de grandsregtres a Biskra, EI Oued, Guerrara, El
Meniaa, Adrar, In Salah. Les recherches en biotdolgie se développent et des vitro
plants sont plantes a Adrar, Touggourt et EI Menli@amaladie de la feuille cassante est
signalée a Adrar, Biskra et Ghardaia.

A partir de 'année 2000, on observe un rajeunissgrde la palmeraie Algérienne
qui atteint d’abord 13 500 000 palmiers sur 120 B30en 2002 pour étre aujourd’hui a
17 000 000 d’individus sur 160 000 hectares. Léesge goutte a goutte est généralise, les
études sur la diversité génétique et les apprdoioéschnologiques

Les exportations de la Deglet Nour vers le Nord'attres variétés vers les pays
d’Afrique reprennent. Mais la recherche reste Emita quelques équipes éparpillées et
'usage des sous produits du palmier et de la dete’est pas développe. Les premiéeres
actions pour la mise en place d’'un réseau natid@akcherche sur le palmier dattier ne se
sont pas concrétisees.

[.5. Production du palmier dattier (Phoenix dactyliferal)

Le palmier produit environ en moyenne 60 kg detdrpar an mais, bien entretenu,

il peut donner jusqu’a® 100 kg. Les premieres dattadviennent que vers I'age de 5 ans

et la production continuera bien au-dela’” de 5Q ansmoyenne 80 ans peut-étre méme
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100 ans. La maturation des fruits est lente, plusienois, et la récolte commence apreés les
grandes chaleurs. Au Sahara septentrional, ellaitdébu mois d’octobre, dans les
palmeraies d’Algérie ou de Tunisie, et se poursuit au moins deux ou trois mois.
Certaines conditions sont impératives pour obteeirbons résultats : une température
constante et supérieure a° 30 C° pendant toutériade de maturation, une humidité”
relative restant trés faible, ce qui exclut lesemotrop proches de la mer, et surtout aucune
pluie ne doit atteindre les fruits. En certainegogs, en Tunisie par exemple, ou™ quelques
averses menacent les palmeraies en fin de saisoroiffera chaque régime d'un «
chapeau » pour les protéger.

1.6. Diversité des especes et des usages

Reflet de son importance dans la vie de I'oasigmichesse du vocabulaire lié a ce
fruit, tout comme celle qui est liée a l'arbre d&irs, a étonné tous les observateurs.
Quelle que soit la région, on cite des noms diffeyese rapportant aux variétés qui sont
multiples, mais aussi jusqu’a’ six ou sept nomsriexant les étapes successives de
maturation de la datte. Il y a un mot nouveau selam celle-ci est petite, verte, ou grosse,
selon gu’elle engage déja sa croissance, qu’'edagd de couleur, encore lisse
et jaune, ou qu’elle arrive a’ maturité, adoptamé teinte ambre’e, ou que déja elle se
flétrisse, devenant presque confite.

Dans le passée, la diversité des especes étdie.vila fallait-il pas des dattes
disponibles toute I'année, donc des variétés peameties récoltes étalées et échelonnées
sur plusieurs mois, et en méme temps des vari@eépr&tant a des traitements et
conditionnements divers ? Seches, demi séches dlesmmdes dattes sont traite’es
différemment. Les premieres, naturellement déshgdrase conservent longtemps
transformées en farines ou simplement concasséas létransport et les caravanes, elles
conviennent particulierement. Les dattes molled séduites en pate et on les entrepose
dans différents récipients. Les demi séches ou -teoties aprés séchage au soleil se
prétent aussi bien a la consommation locale ga’aehte. De leur
cOté’, les nomades gardaient les dattes sechasspanfouies dans le sable dans I'attente
du départ de la caravane. Les fruits malvenus resetrvés au bétail, ainsi que les noyaux,
aprés avoir été concasseés et réduits en poudreddtess précoces, fruits d’avant-saison,
sont tout particulierement appréciées. On dégestedutes premieres, fraiches, molles au

godlt de miel, elles ouvrent la saison des récoltes.
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I.7. Etude ethnobotanique dePhoenix dactyliferal
[.7.1. Taxonomieet systématique

Le palmier dattier a été denomrR@oenix dactylifera.. [28]. Phoenixdérive de
Phoinix, nom du dattier chez les Grecs de l'antéguqui le considéraient comme l'arbre
des phoeniciensdactylifera vient du latindactylusdérivant du grec dactulos signifiant
doigt, en raison de la forme du fruit (Munier, 1973elon Munier (1973)est une plante
dioique, c’est-a-dire existe des dattiers malekfiag et des dattiers femelles (Nakhla).

classification du palmier dattier est comme pré&sean la figure 2.

10
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[.7.2. DESCRIPTION GENERALE DES ORGANES DU PALMIER DATTIER
Le Palmier Dattier est une plante monocotylédogeo@&ssance apicale dominante.

Le diameétre du tronc de I'arbre demeure généralestable sous les mémes conditions a
partir de I'age adulte. On distingue 3 parties :systéme racinaire, un organe végetatif
composé du tronc et de feuilles et un organe remtddcomposé d'inflorescences males
ou femelles (Figure 1). Les valeurs quantitativesgjualitatives des organes végétatif et
reproductif sont variables. Il semble possible d&actériser les cultivars par la
comparaison de la plupart de ces paramétres gumefr des index taxonomiques
différentiels.

A. Le systeme racinaire

Le systeme racinaire du palmier est dense de gpaculé, formé de plusieurs types
de racines dont le diamétre ne dépasse pas 1,5 go @mergent partiellement au dessus
du niveau du sol a une hauteur allant jusqu'a 50denfa base du tronc. Ces racines,
dépourvues de poils absorbants, sont structuréesmeosuit: d'abord les racines du
premier ordre (auxirhyzes), qui émettent des racite deuxieme ordre (mésorhyses),
donnant naissance a leur tour a des racines deetre ordre (brachyrhyzes).Toutes ces
racines peuvent présenter des pneumatodes qui damtpetites plagues verrues et
farineuses placées sur les racines et qui jouendlenrespiratoire. Munier (1973) puis
Oihabi (1991) [29], distinguent quatre zones du @olll, 1l et IV) occupées par les
racines. L’ensemble de ces racines est lié diremémavec un systeme vasculaire au
niveau de la
base du tronc. Leur nombre équivaut généralementcelai des vaisseaux. Le
développement et limportance du systeme racing@antité, densité, longueur...)
dépendent du mode et du systeme de culture, dastéastiques physico-chimiques et
agronomiques du sol, de la profondeur de la napp&agique et probablement du cultivar
et du systeme du culture. Verticalement, les racprennent une longueur pouvant aller
jusqu'a 8 et parfois 15 m, en profondeur. Nous avivauvé des racines du palmier
prolongeant la hauteur d’'un puits de 10 m de pmbéoin [30]. Dans les sols fertiles a
humidité régulierement favorable, les racines seentrent généralement dans un horizon
de 1 & 1,5 m. Dans le cas du cultivar Deglet N8af f rapporté que le systéeme racinaire
peut s'étaler sur une superficie qui peut atteiridi@ nf. En profondeur, les racines d’un

arbre adulte peuvent épuiser 'eau a plus de 8 wrizbntalement, les racines se

12
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rencontrent et forment un réseau trés dense endeaplantations plus ou moins
rapprochées, et peuvent se prolonger jusqu'a 3@ plus en cas de palmiers solitaires
[30].

B. Le tronc ou stipe

Le tronc cylindrique appelé aussi stipe ou tige,nem ramifie, lignifié et de couleur
marron brun. Le tronc est généralement, monopodifjuecouvert a sa surface par la base
des palmes coupées cornafs, recouvertes a leupaoum fibrillum ‘lif'. Ces cicatrices de
la base des feuilles restent visibles pendant dages. Quelques fois, certains cultivars
peuvent avoir une forme du tronc tronconique, maisais ramifié. Sa hauteur peut
atteindre plus de 30 metres [32].

C. Les bourgeons

A l'aisselle de chaque palme, se trouve un bourgedaire qui peut se développer
pour donner naissance a un rejet, a la base del @tiérien attaché au tronc, dénommé
vulgairement “rekeb” dans la partie basale debfa ou une inflorescence dans la partie
supérieure. La plupart des bourgeons axillairetatts finissent par avorter durant la
phase juvénile du palmier. Le bourgeon apical omitgal est responsable de la croissance
en hauteur du palmier et du développement deddsiet de bourgeons axillaires. Grace
aux tres faibles variations de température jounwdt au niveau de ce bourgeon et aux
différences de température qui surgissent penagensaisons froides et chaudes (allant
jusqu’a 15°C) par rapport a I'extérieur du bourgeendernier permet au palmier dattier de

tolérer et de s’adapter a I'hostilité des conddieahariennes (Al-Bakr, 1972).

13
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Figure 4. A: Jeune feuille d’'un plant issu de semis dengraB: une palme
(feuille) d’un palmier dattier adulte (d'aprées &ed®003).
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D. Les feuilles
Les feuilles jeunes de plants issus de grainegést de moins de deux ans, présentent

un pétiole et un limbe entier (Figure 4). Apresstade, les feuilles adultes montrent un
pétiole ou rachis bien développé, un limbe penredu@e en folioles composées et une
série d’épines solitaires et/ou groupées, diff@sen taille, nombre et position.
[.7.3. L’'Appareil de reproduction
1.7.3.1. Les spathes ou inflorescences

Le Palmier dattier est une plante dioique. Les megade reproduction sont
composés d'inflorescences méles ou femelles popéesdes palmiers différents. Les
spathes ont une forme de grappes d'épis protégesirea bractée ligneuse close et
fusiforme. Elles sont de couleur vert-jaunatre entsformées a partir de bourgeons
développés a l'aisselle des palmes (Figure 5).
1.7.3.2. Les fleurs

Les fleurs sont unisexuées a pédoncule trés ckllgs sont de couleur ivoire,
jaune-verdatre selon le sexe et le cultivar ouddaéte. En période de pollinisation, les
spathes s’ouvrent d'elles-mémes suivant, la ligeeliame du dos (Figure 5). La fleur
femelle est globulaire, d'un diametre de 3 a 4 mlie; est constituée d'un calice court, de
trois sépales soudés et d'une corolle, formée als pétales ovales et de six étamines
avortées ou staminoides (Figure 5). Le gynécée mamdptrois carpelles, indépendants a
un seul ovule anatrope. Au moment de la polliniggtun seul ovule est fécondé, ce qui
aboutit au développement d'un seul carpelle gsgratour, évolue pour donner a maturite,
le fruit appelé datte. Les autres ovules avortémbmbent apres la pollinisation. La fleur
male a une forme légérement allongée et est coéstit'un calice court, de trois sépales
soudés et d'une carole formée de trois pétale® etixdétamines (Figure 5). Les fleurs
males sont généralement, de couleur blanche cranogleur caractéristique de pate de
pain. Les phénomenes de changement de sexe chealiger ou de [I'existence
d'inflorescences des deux sexes a la fois, sosiramres.
1.7.3.3. Le fruit
Le fruit est une baie contenant une graine appmléemunément, noyau (Figure 6). Apres
fécondation, I'ovule évolue pour donner un fruitcdeleur verte (taille d'un pois puis d'un

fruit de raisin jusqu'a la taille normale de latdatEn effet, cing stades d’évolution du fruit
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sont connus et prennent des appellations locafésratites (Tableau 1) en fonction des

pays et des régions, par exemples:

Tableau 1 Stades d’évolution du fruit et ses appellatiom$a@gue locale

Pays Stade | Stade Il Stade Il Stade IV Stade V
o Martouba
Algérie Loulou Khelal Bser Tmar
ou Mretba
) _ Nekkar ou
Maroc Lilou Bourchime Bleh Tmar
Rteb
Mauritanie Zel Tefejena Enguel Bleh Tmar
Libye - Gamag Bser Routab Tmar
Iraq et plusieurs o
pays du golf Hababouk Kimri khalal Routab Tmar
arabe
Durée estimée du
stade en semaines ~ 4-2 7-8 3-5 2-4 2-3

1.7.3.4. Cycle végétatif

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

Elle possede un albumen (endosperme) dur et cooné lggmbryon dorsal est
toujours tres petit par rapport a I'albumen (2rar3).
Stade 2 : Phase germinative

A ce stade, la plantule ou la germination vit ses Féserves de l'albumen. La
premiére feuille est de forme liniere et lancéolgtte forme est une des caractéristiques

du genreéPhoenix
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Stade 3 : Construction de la plante

Cette phase post germinative est la plus importdates I'ontogénie des palmiers
car elle aboutit a la constitution de l'axe priraaita plante devient autotrophe et son
systeme vasculaire doit se construire, durant cet@se appelée aussi "phase
d'établissement" observe une série de feuilles\Bdipara penné puis penné et qui ont une
insertion spiralée caractéristiqgue des geRtesenix
Stade 4 : la phase adulte végétative

Le dattier va construire son tronc ou stipe et adqson « porte de palmier » par
extension continue de l'axe végétatif. Cette ploasik produit essentiellement des feuilles
et accumule des réserves peut durer de 3 a 8 arsoc couvert par la base des feuilles
anciennes mortes et/ou coupées, peut atteindre 3D @ de haut et environs 1 m de
diametre.
Stade 5 : La phase adulte reproductive

Entre la 5™ et la 8™ année (pouvant aller jusqu'a 10 ans) le dattieTngence a
produire des inflorescences. Le dattier étant dejge n'est qu'a ce stade que l'on peut
reconnaitre son sexe (les quatre stades précéalgpdsaissent identiques chez les pieds
males et femelles). Ce dioique entraine une allagailigatoire qui permet un brassage
génétique mais aussi une hétérozygotie [Riedackadr, d990].
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Figure 5. Spathes, inflorescences et fleurs du palmiereddtt’aprés Munier, 1973)
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Figure 6. Morphologie et anatomie du fruit et de la graimepalmier dattier (d’aprés
Sedra, 2003)
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[.8. Exigences climatiques du palmier dattier
[.8.1. Les exigences climatiques

* Latempérature

Le palmier dattier est une espéce thermophile. &xivité végétative se manifeste a
partir de 7 a 10°C selon les individus, les culsvet les conditions climatiques. Elle atteint
son maximum de développement vers 32°C et commeni@eroitre a partir de 38°C. La
floraison se produit aprés une période fraiche midé [33,34]. La somme des
températures nécessaire a la fructification (indi¥mique) et de 1000 a 1660°C, selon
les régions phoenicicoles (Munier, 1973). La piade la fructification débute a la
nouaison et se termine a la maturation des datiesyarie de 120 a 200 jours selon les
cultivars et les régions [33].

e Lalumiére

Le dattier est une espéece héliophile, et la disiooside ses folioles facilite la
photosynthese, la faible luminosité favorise le eléppement des organes végétatifs au
dépend de la production de dattes, ainsi les falesités de plantation sont a déconseiller
(Munier, 1973).

* Eau

Pour assurer une bonne production dattiere, l'agbfigesoin de 16.000 a 20.000
m3/ha/an, selon la nature du sol, la profondeuladeappe et le degré d'insolation et de
température. Les estimations sont de l'ordre dé&/Bth/ha en été et de 40 L/mn/ha en
hiver.

* Sol

Les palmiers sont cultives dans des sols tres vaitge se contentent de sols
squelettiques : sableux, sans aucune consistance affactionne les sols meubles et
profonds assez riches ou susceptibles d'étrefigesti C'est une espece qui craint l'argile
(Anonyme, 1993).

e L'humidité de l'air
Les faibles humidités de l'air stoppent l'opératida fécondation et provoque le
dessechement des dattes au stade de maturiténtairenles fortes humidités provoquent
des pourritures des inflorescences et des datespectivement au printemps et a
l'automne. Donc le dattier est sensible a I'hurdidie l'air. Les meilleures dattes sont

récoltées dans les régions ou I'humidité de I&timoyennement faible (40%).
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e Levent
Les vents ont une action mécanique et un pouvossahant. lls augmentent la
transpiration du palmier, entraine la brdlure desngs pousses et le dessechement des
dattes. Les vents ont aussi une action sur la peijmm de quelgues prédateurs des
palmiers dattiers comm&ctomyelois cératoniaf35].
1.8.2. Les exigences édaphiques

Le palmier dattier s'accommode aux sols de formatiésertique et subdésertique
tres divers, qui constitue les terres cultivableses régions. Il croit plus rapidement en sol
léger qu'en sol lourd, ou il entre en productionspbrécocement. Il exige un sol neutre,
profond, bien drainé et assez riche, ou susceptibtee fertilisés [36].

1.8.3. Les exigences hydriques

Malgré que le palmier dattier est cultivé dansriggons les plus chaudes et plus
séches du globe, il est toujours localisé aux etsdon les ressources hydriques du sol sont
suffisant pour subvenir assez aux besoins desescires besoins du palmier en eau
dépendent de la nature de sol, des variétés aiesdg bioclimat. La période des grands
besoins en eau du palmier se situe de la nouaikofoemation du noyau de fruit [37].

Les services agricoles et de I'hydrauligue du dgdri@n estiment les besoins en
eau diirrigation & 21.344 ha/an, soit 173,45 Hpalmier/an [38], situe les besoins en eau
du palmier en sol sableux entre 22 863%an25 859,5 rftha/an, soit 183,95 fr& 210,24
m*/palmier/an.

1.9. Répartition géographique du Phoenix dactyliferalL
[.9.1. Dans le monde

La culture du palmier dattier est concentrée dassrégions arides au Sud de la
Méditerranée et dans la frange méridionale du mdghient de puis le Sud de I'lran & I'Est
jusqu'a la coéte atlantique de I'Afrique du NordGukst, entre les altitudes 35° Nord et 15°
Sud. L'Espagne reste le seul pays d'Europe a peodes dattes principalement dans la
célébre palmeraie d'Elche, située a I'Ouest d'Atea 39° Nord. Le palmier dattier est
également cultivé a plus faible échelle au MexigureArgentine et en Australie .

Au Etats-Unis d'Amérique (Figure 7).
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Figure 7. Répartition géographique d@hoenix dactyliferd. et principaux pays
producteurs dans le monde
1.9.2. En Algeérie

La culture du palmier dattier occupe toutes lesoregysituées sous I'Atlas saharien
depuis la frontiere Marocaine a I'Ouest jusqu'tdatiere Est Tuniso-Libyenne. Du Nord
au Sud du pays, elle s'étend depuis la limite SudlAtlas saharien jusqu'a Reggane a
I'Ouest, Tamanrasset au centre et Djanet a I'Eedti¢au 2).

Le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 yé@k seulement, pour une
superficie de 120 830 hectares. Cependant, quaheigales wilayas représentent 83,6 %
du patrimoine phoenicicole national : Biskra 23Adrar 22 %, EI-Oued 21 % et Ouargla
15 %.
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Tableau 2. Répartition géographique et nombre de palmieitsedsa en Algérie

Total Palmiers

Superficie Dattiers
Wilaya Deglet- Ghars Degla
Occupée (ha) Nour Beida
En
Total
rapport
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

[.10. Caractéristiques morphologiques des dattedes variétés sélectionnées
La datte est constituée d'une partie charnue @aehet d'un noyau. Les dattes des
cultivars présentent des caractéristigues morplmleg différentes. Les dattes se varient
selon la couleur, la forme et le godt. Une dattedige de qualité physiologique acceptable,
quand elle présente ¢auren, 2001) :
e Aucune anomalie et aucun endommagement ;
* Un poids supérieur ou égala 6 g ;
* Un poids en pulpe supérieur ou égale a5 g ;
* Une longueur supérieure ou égale a 3,5 cm.
En Algérie, les dattes les plus populaires sontglet Nour Hamraya (Deglet Hamra) et
Ghars.
[.10.1. Deglet Nour
La Deglet Nour / Deglet-En-Nour qui veut dire «giside lumiere » a été ramenée
en Algérie vers le 8°siécle. C'est un fruit trés énergétique. Cetteedzt Iégendaire pour

la perfection qu'on lui connait. Elle est qualifide «la renne des dattes » et lI'un des
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produits phares de l'agriculture algérienne. Daté® godt tres doux, juteuse et quasi-
transparente, elle est la plus populaire des dattes
La datte Deglet Nour est une datte demie mollexegleente. Ses dimensions (Bennamia,
2006),

e Un poids moyende 12 g ;

* Une longueur moyenne de 6 cm ;

e Un diametre moyen de 1,8 cm;

* Un noyau lisse, de petite taille 0,8-3cm, pointu aux deuirémités. La rainure

ventrale est peu profonde, le micropyle est central

La datte Deglet Nour est de forme fuselée, ovdigerement aplatie du coté périanthe.
Au stade Tmar, la datte devient ombrée, avec uragpe lisse et brillant. Le mésocarpe est

fin, de texture fibreuse (Bennamia, 2006).

/i 0

Figure 8. la variété sélectionnée &oenix dactyliferd. Deglet Nour
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1.10.2. Ghars
La datte Ghars se caractérise essentiellement qrcansistance trés molle, a

maturité compléte. Ses dimensions sont:

e Un poids moyende 9g;

* Une longueur moyenne de 4 cm ;

* Un diametre moyen de 1,8 cm.
Cette datte au stade Bser est de couleur jaunéieusie au stade Routable et brun foncé a
maturité. L'épicarpe est vitreux brillant, collé légérement plissé. Le mésocarpe est
charnu, de consistance molle et de texture fibrdies@érianthe est de couleur jaune-clair,

légérement vodite.

e b

Figure 9. la variété sélectionnée &oenix dactyliferd. Ghars
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[.10.3. Hamraya ou Deglet Hamra
La datte Hamraya se caractérise essentiellementirgarconsistance tres molle, a
taille plus grande que Ghars. Ses dimensions sont:
e Un poids moyen de 13 g ;
* Une longueur moyenne de 5.5 cm;

Un diamétre moyen de 2,3 cm.

Figure 10. la variété sélectionnée &hnoenix dactyliferd. Hamraya

[.11. Composition biochimique de la datte
[.11.1. Composition biochimique de la partie comedile "Pulpe "

* L'eau

La teneur en eau est en fonction des variétéstadie sle maturation et du climat. Elle
varie entre 8 et 30 % du poids de la chair fraeker une moyenne d’environ 19 % .
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Tableau 3 Teneur en eau de quelques variétés de dattesrédgibn en % [39].

Variétés Consistance Teneur en eau
Deglet Nour Demi-molle 22.60
Ghars Séche 13.70
Mech-Degla molle 25.40
 LepH

Le pH de la datte est |égerement acide, il varteeeh et 6. Ce pH est préjudiciable
aux bactéries mais approprié au développement dierka fongique [Reynes et al.,
1994].

* L'acidité

L'acidité de la datte est faible est varie ent@2 &t 6,3 g d'acide/Kg. Une forte acidité
est souvent associée a une mauvaise qualité. be daul'acidité de la datte est
proportionnel a la teneur en eau et donc inversem@portionnel au degré de maturité.
Des travaux faits par les mémes chercheurs suarigte Deglet Nour, montrent qu'au
cours des différents stades de I'évolution de eeitiété, les acides organiques décelés sont
I'acide malique et acétique, ils apparaissentsgtadaissent entre le stade Kimri et le début
de stade Khalal, puis a partir de ce stade ilda®lisent en quantité égale, c'est ce qui est

indiqué par le tableau suivant.
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Tableau 4. Modification de pH de Deglet Nour au cours de déweloppement

Stades de maturation pH
bleh vert 55
Khalal 5,7

50% Martouba 6
Martouba 100% 6,2

* Les sucres

Les sucres sont les constituants majeurs de la.dd#nalyse des sucres de la datte a
révélée essentiellement la présence de trois tgeesucres : le saccharose, le glucose et le
fructose [40,41]. Ceci n’exclut pas la présenceitl&es
sucres en faible proportion tels que : le galactesaylose et le sorbitol [42,43,44]. La
teneur en sucres totaux est tres variable, ellert€pe la vari été et du climat. Elle varie
entre 60 et 80 % du poids de la pulpe fraiche .tabdeau 5 montre la teneur en sucres
dans les dattes, signalons une grande variabiligss teneurs pour le saccharose et les
sucres réducteurs. La teneur en saccharose vare @8 et 52,4 %, celle des sucres
réducteurs est de 20 a 94 % de matiére séche.
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Tableau 5 Teneur en sucres de quelques variétés de digtrgeanes de la région de
Zibans, en % de matiére séche [45]

Variétés Consistance Sucre totaux  Saccharose Sucre réductsur
Chars 87,42 5,00 82,12
Tantboucht Molle 79,80 0,90 78,80
Deglet-Ziane 84,00 2,45 81,45
Ltima 78,51 4,29 73,40
Safraia Demi- Molle 79,00 1,31 77,61
El-Ghazi 94,90 0,80 94,00
Mech-Degla 75,10 52,40 20,00
Kenta Seche 72,30 40,55 36,80
Horra 82,46 50,00 29,86

* Les protides

La pulpe de datte ne renferme qu'une faible quamté protéines. De nombreuses
analyses faites par différents auteurs ont monie lgs matiéres protéiques représentent
environ 2%. La composition en acides aminés de®imes de la pulpe de datte révéle la
présence de 6 a 8 acides aminés indispensables!'poomme avec une absence de la
méthionine et de phénylalanine.

e Leslipides

La pulpe des dattes contient une faible quantitépildes. Elle est de I'ordre de 0,13 a
1,9% du poids frais. Cette quantité de lipidesoesicentrée dans I'épicarpe de la datte,
sous forme d'une couche de cires.

* Les minéraux

Les dattes peuvent étre considérées comme les fiest plus riches en éléments

minéraux.
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Tableau 6 .Composition de 100 g de dattes en éléments mingA&47]

Eléments
o Na K P Ca Mg Fe Zn
minéraux
Quantité (mg)
35 65 57 63 50 1,9 0,34

*« Les vitamines

La pulpe de datte contient des vitamines en quantariable selon les types de dattes
et leur provenance. En général, elle contient desténoides et des vitamines du groupe B

en guantité appréciable, mais peu de vitamine C.

Tableau 7.Composition vitaminique de la pulpe de datte

Vitamines Quantité (mg/100g)
Acide ascorbique (C) 5-20
Thiamine (B1) 0,06-0,13
Riboflavine (B2) 0,05-0,17
Acide nicotinique (PP) 0,5-0,6
Acide pantothénique (B5) 0,06-0,07
Biotine 0,004-0,006

* Les fibres alimentaires
La consommation de dattes contribue a l'apport ibred, souvent faible dans
I'alimentation. Une portion de 25 g de dattes {&uiournit 2 g de fibres, ce qui représente

5 a 8 % de la quantité de fibres recommandée pay $oit 38 g pour les hommes et 25 g
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pour les femmes. Les fibres des dattes sont coéstta 57 % de fibres insolubles et a
43 % de fibres solubles.
* Les composés phénoliques
Mansouri et ses collaborateurs ont mené une étudees variétés de dattes mures
récoltés sur des palmeraies de Ghardaia. Les dliftés variétés analysées ont présenté un
contenu phénolique dans la gamme 2,49 - 8,36 mgylL@d poids a I'état frais. Ces
résultats ont prouvé que la datte a un contenugiogie bas comparée a d'autres fruits. La
guasi-totalité des dattes est marquée par una@sitrée plus ou moins prononcée due au
dépot d'une couche de tanins en dessous de laapeenurs du stade loulou. Les teneurs
en tanins insolubles pour les dattes vertes, ngicekées sont respectivement de l'ordre de
55.39 et 219 mg/100 g de M.S.
* Les enzymes
Les enzymes jouent un role important dangtesessus de la conversion qui ont
lieu pendant la formation et la maturation du frd#armi ces enzymes, on peut citer
l'invertase, les polygalacturonases et pectinestsrales polyphénoloxydases et les
peroxydases.
a) Invertase
Responsable de l'inversion de saccharose en gletoactose et apparenter la
texture et la flexibilité.
b) Polygalacturonases et pectinesterases
Leur activité pectinolytique ne leur permet padrd'@ressentes dans les derniers stades de
maturation.
c) Les polyphénoloxydases et les peroxydases
Les cellules végétales renferment souvent en albaeddes composés phénoliques
qui s'oxydent facilement en quinones en présermg/géne sous l'action d'enzymes dont
les principales sont les polyphénoloxydases etpl®xydases. Les quinones formées
s'oxydent a leur tour, et se polymérisent en donrmles composés bruns qui sont
responsables du brunissement.
» Valeur nutritionnelle des dattes
La datte est un aliment énergétique qui renéebmmaucoup de sucre, ou 100g de
pulpe de Deglet Nour donnent 306 Kilo calories. N@ains, Patron cité par Munier
(1973), affirme que 100 g de pulpe de variétés camas donnent 260 Kilo calories.
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» Composition en acides aminés
Dans le tableau suivant, les besoins journaliems exprimés en mg pour un homme de 65-

70 kg par 24h, en activité moyenne [48].

Tableau 8. Teneurs en acides aminés essentiels des datessletdoins humains [49].

Teneurs

Acides aminés essentiels Besoins journaliers

(mg/100g de MF-DN*) (mg)

Isoleucine 41,95 700
Leucine 86,25 1100

Lysine 64,5 800
Méthionine 39,35 1100
Cystine 31,85 1100
Phenyl-alanine 55,10 1100
Tyrosine 46,35 1100

Tryptophane 19,5 250

Thréonine 76,35 250

Valine 91,10 80

*MF-DN: matiere fraiche de Dglet Nour

La datte ne peut a elle seule satisfaire tous és®ibs de I'organisme en acides
aminés essentiels. D'aprés le tableau 09, un hordimee activitt moyenne doit
consommer quotidiennement une quantité élevée ttiesgdaoit 1,3 a 1,6 kg. Des résultats
similaires sur les variétés des dattes irakienhedawi et Zahdi. Ces résultats montrent
que malgré leurs faibles quantités, les protéines dattes sont assez équilibrées

gualitativement.
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* Les acides gras

La datte renferme une faible quantité de lipidesurltaux varie entre 0,43 et 1,9 % du
poids frais. Cette teneur est en fonction de l&t@rt du stade de maturation. La teneur
en lipides passe de 1,25 % au stade Bser a 6,38 $tade Bleh (tableau 10). Cette teneur
diminue progressivement au stade Routab pour dteeimne valeur de 1.97 % de matiere

séche au stade Tamar [49].

Tableau 9 Composition en acides gras de la datte Deglet-Nwu% de matiére grasse

Acides gras Teneur en % de matiére grasses
Acide linolénique 12.30
Acide linoléique 11.47
Acide oléique 10.74
Acide stéarique 10.47
Acide palmitique 7.89
Acide myristique 8.66

1.11.2.Composition biochimique de la partie non coestible "Noyau "
Le noyau présente 7 a 30 % du poids de la dattestlicomposé d’'un albumen
blanc, dur et corné protégé par une enveloppelgsitue [50]. Le tableau ci-dessous

montre la composition biochimique des noyaux deed#e Deglet Nour.
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Tableau 1Q Composition biochimique des noyaux des dattes

Constituants Teneur en %
Eau 6.46
Glucides 62.51
Protides 522
Lipides 8.49
Cellulose 16.20
Cendre 1.12

1.12. Utilisations des dattes en médecine traditioelle

Energétique, le fruit permet de lutter contre I'ane et les déminéralisations. Il est
donc recommandé aux femmes qui allaitent. Régoéstrde la fonction intestinale, les
dattes pile’es dans de I'eau soignent les hémaspilgs constipations, mais aussi les
dattes vertes traitent les troubles intestinauxroentes diarrhée. Calmantes sous forme de
sirop trés concentré, le robb, cette préparati@isapet endort les enfants. Elle est aussi
utilise’e pour les maladies nerveuses et dans flestians broncho-pulmonaires. En
de’coction ou en infusion, les dattes traitentrlegnes. En gargarisme, elles soignent les
maux de gorge. Le pere de Foucauld, dans son eélfibtionnaire, cite I'usage des
cataplasmes compose’s de dattes, de mil et dudfuuie Asclépiadacée, Solenostemma
argel, pour calmer les douleurs rhumatismales. amt de vue symbolique aussi, la
datte joue un réle important. L'ethnologue Saskial&Ntowitz rapporte que chez les
Touareg Kel Ewey de I'Air, la coutume veut qu'uneile femme frotte le palais du
nouveau-né avec la pulpe, cette substance douie amssi avec le fruit amer d’'un acacia,

pour qu’il ait un avant-goQt de la vie, parfois detet parfois amere.
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II. 1.Présentation générale sur les polyphénols

L’appellation « polyphénols » ou « composés phéues » regroupe un vaste
ensemble de plus de 8 000 molécules, divisées erdizaine de classes chimiques, qui
présentent toutes un point commun : la présencs ldam structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’'un meralriable de fonctions hydroxyles
(OH). Les représentants les plus nombreux (plus 680 molécules isolées) et les plus
connus en sont les « flavonoides ». Sous cettéfigaabn un peu abusive se cachent en
fait trois familles de molécules de structures w@s : les flavonoidestricto sensu,
pigments végétaux jaune-orangé (leur nom venantmdt latin flavus : jaune), les
anthocyanes, composés de couleur rouge a violeurnetgroupe de tanins, les
proanthocyanidines, molécules incolores et trésrdsadubles [51,52]. Néanmoins, de
nombreuses autres structures existent, tels quediees phénols (dérivés de l'acide
cinnamique, par exemple), tanins hydrolysablesm@aoines, lignanes, quinones et autres
phloroglucinols. Il est a noter que certains condgagppartenant a ces groupes chimiques
ne comportent en fait aucun hydroxyle libre, de mé&u’'on peut signaler la présence de
fonctions phénoliques chez des composés naturghartepant a d’'autres groupes
phytochimiques (terpénes, alcaloides..) [52]. Cgtéande variété structurale annonce une
certaine difficulté a connaitre I'intérét des pdigmols en tant que tels : quelles propriétés
viennent de la nature polyphénolique d'une moléatleque doit-on aux particularités
structurales de chaque molécule.

Les polyphénols sont des produits de la condemsad® molécules d’acétyl-
coenzymeA et de phénylalanine. Cette biosynthése a perai®rmation d’'une grande
diversité demolécules qui sont spécifiques d’une espéece deaegldiun organe, d’un tissu
particulaire.

[1.1.1. Principales sources et utilisations actuedls des polyphénols

Les éventuels bénéfices que pourraient apporieisanité humaine les polyphénols
intéressent particulierement deux domaines : lagthgrapie — puisque I'explication de
I'efficacité supposée de nombreuses plantes medésnrepose en tout ou partie sur la
présence de composés phénoliques dans ces plantegge&ne alimentaire, de plus en
plus d’études indiquant que les polyphénols poentaiiminuer le risque de survenue d'un
certain nombre de pathologies, en particulier sdliies au vieillissement et aux lésions

oxydatives (cancers, maladies cardiovasculaires neurodégénératives) [53,52]. En
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phytothérapie, méme si certaines indications samncunes a plusieurs classes (les
propriétés vasculoprotectrices, sont par exempksiabien attribuées aux flavonoides
gu'aux anthocyanes, tanins et autres coumarinés)gue classe chimique semble étre
utilisée pour des bénéfices spécifiques [54]. Aiesi flavonoides les plus utilisés sont,
d’'une part ceux provenant du ginkgdiikgo biloba L.), qui participent a la lutte contre la
sénescence cérébrale et ses conséquences (aftédatita mémoire, confusion...) et,
d’autre part, les citroflavonoides (flavonoidesvamant de diver€itrus) et le rutoside
(extrait deSophora japonica L.), qui sont utilisés dans le traitement des ttesibiés a la
fragilité capillaire (insuffisance veino-lymphatigucrise hémorroidaire). Mais on attribue
également aux polyphénols des propriétés neurasésdpassiflorePassiflora incarnata
L.), antispasmodiques (thyrmithymus vulgaris L., Thymus zygis L.), anti-inflammatoires
(camomille romaine,Chamaemelum nobile (L.) All. ; achillée millefeuille, Achillea
millefolium L.) et diurétiques (boulealBetula spp. ; genét a balaGytisus scoparius (L.)
Link.). Les anthocyanes sont également utilisés des fragilité capillaire (vigne rouge,
Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques (suregambucus nigra L.), voire méme
antiseptiques urinaires (canneberge a gros frvascinium macrocarpon Aiton.). Leur
plus grande spécificité reste cependant leur pétpril’améliorer la vision nocturne en
facilitant la régénération du pourpre rétinien (tillg; Vaccinium myrtillus L. ; cassis,
Ribes nigrum L.). Les tanins (proanthocyanidines et tanins hlydables) sont dotés d’'un
certain pouvoir astringent, par lequel on explidaars propriétés vasculoprotectrices
(ratanhia du PérouKrameria lappacea (Dombey) Burdet & Simpson), cicatrisantes
(hamaméliglamamelis virginiana L.) et antidiarrhéiques (chénQuercus spp.). Les
proanthocyanidines dimeres de l'aubépir@afaegus spp.) seraient de bons sédatifs
cardiaques. Les acides-phénols sont considérés eomesponsables de ['activité
cholérétigue de lartichautCynara scolymus L. On connait bien sOr les propriétés
antipyrétiques et anti-inflammatoires des dérivakcglés (spirée ulmairekilipendula
ulmaria (L.) Maxim. ; saule,Salix spp.). Les coumarines sont utilisées pour leurs
propriétés vasculoprotectrices (mélildtjelilotus officinalis (L.) Pallas ; marronnier
d’Inde, Aesculus hippocastanum L.), neurosédatives (aspérule odora@alium odoratum
(L.) Scop.), diurétiques (piloselléfieracium pilosella L.), stomachiques et carminatives
(angélique,Angelica archangelica L.). Certaines quinones, dérivant de I'anthraquaon

sont des laxatifs stimulants. Elles sont rencostians la bourdaindifamnus frangula
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L.), le cascaraRhamnus purshianus DC.), les sénégJassia spp.), les aloésA{oe spp.), la
rhubarbe de ChineRbheum spp.). Ces dérivés seraient irritants et leursatiion prolongée
pourrait étre dangereuse a long terme. Les pr@sremtispasmodiques des phloroglucinols
sont tres largement exploitées, notam ment paidis b’'une spécialité bien connue en
France. Et si l'action antidépressive du millepisrtiHypericum perforatum L.) a
longtemps été attribuée a une quinone, I'hyperjcinsemble de plus en plus clairement
que ce soit un dérivé prénylé de phloroglucindbyfierforine, qui en soit le principal
responsable. Si certains des effets quon préte dépvés phénoligues semblent
indiscutables, il n'en convient pas moins de repgtadent : les polyphénols étant présents
de facon ubiquitaire dans le régne végétal, legpapsabilité dans une action donnée
semble souvent avoir été établie sur le fait quiaecautre molécule susceptible de
justifier I'activité n’était présente dans telle mlie plante réputée

efficace ou par simple référence a un résultatrabte vitro, sans confirmation sur un
modéle biologique pertinent. Et sies études pharmacologiques ont parfois permis
d’apporterune reelle justification a leur utilisation ou ugkicidationpartielle de leur
mécanisme d’action, il convient bien de reconnaifue les preuves cliniques de leur
supériorité vis-a-vis d'un placebo font souventadéf[52]. L'étude des polyphénatans
I'alimentation vise, quant a elle, plutatdéterminer l'intérét d’'une alimentation plus gch
en végétauxqu'il s’agisse des « fruits et léegumes » en génguatiecertaines plantes en
particulier. Le type d’avantage attenest la prévention de pathologies inhérentes au mode
de viesédentaire favorisé par nos sociétés : lutte comtcbolestéro(isoflavones du soja)

et la morbidité cardiovasculaifein rouge) [55], le stress et la dépression (cachocolat)

et les cancers (thés vert et noir, café. D’'une eragénérale, on peut dire gu’on cherche, a
travers une alimentatioplus saine, a vivre plus vieux et en meilleure &abe fait, des
questions se posent : les polyphénols étant psedans tous les végétaux, certains sont-ils
plus intéressants que d’autres ? Quelle importéacdra-t-il accorderux polyphénols
dans l'effet positif que peut avoir une alimentati@gétarienne ? De plus, les personnes
soucieuses de leur hygiene de vie et de son ingpadeur santé, n'ontellgsas tendance a
cumuler tous les facteurs favorablesude plus longue espérance de vie, tels gu’une
consommationmportante de fruits et de légumes, la pratiguendaxercicephysique

bY

régulier ou I'absence de comportements a risiabagisme, alcoolisme) ? Autant de
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problemes qui complexifient énormément l'analyse désultats des études cliniques
entreprises. C’est pourquoi il convient de contirauefléchir

sur les mécanismes d’actions potentiels de ces asésp

[I.2.Classification des polyphénols
Une classification de ces substances a été progpzsédarbone en 1980 (Figure On
peut distinguer les différentes classes des pohgleéen se basant d’'une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d'autre part, sustfucture de squelette de base.
Deux principales classes sont largement répandues :
v Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiqaegsahydroxycinnamiques),
v Les flavonoides.
v' Les tanins et lignines
[1.2.1.Polyphénols monomériques
a. Acides phénoliques
Ces composés sont universellement rencontrés daezplantes. Deux sous-groupes
peuvent étre distingués (Figure 1) :
* Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus régasaiut I'acide salicylique et
I'acide gallique,
* Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abutsdsont I'acide caféique etl’acide

férulique.
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[ Polyphénols ]

A 4
[ Acides phénolique] [ Flavano'l'de] [ Tanins] [ Stilbenes ] [ Lignanes]

y

Dérivés acide benzoique
Ex: acide gallique
Dérivés acide cinnamique
Ex: acide caféique

Polymeres de Resvératrol Matairésino
Flavanoides

[ Phytostérols/ Phytostanols]

Campestérol
Stigmastérol

v

[ Flavones ] [ Flavonols ] [ Isoflavones] [ Dihydroflavonol ][ Flavanones][ Anthocyanidines] [ Flavanols]

Apigénine Kaempfero Génistéine  Dihydroquercétine  Naringénine Cyanidine Catéchine
Chrysine Myricétinel Daidzéine Hespérétine Péonidine Epicatéchine
Lutoléine Quercétine Génistine Taxifoline

Daidzine

Figure 11. Classification des polyphénols
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[1.2.2. Les tanins

Le terme tanin dérive de la capacité de tannagdadeeau animale en la
transformant en cuir par le dit composé. Les tasorg un groupe des polyphénols a haut
poids moléculaire. Les tanins sont des moléculgerfent hydroxylés et peuvent former
des complexes insolubles lorsqu'ils sont associés glucides, aux protéines et aux
enzymes digestives, réduisant ainsi la digestbiiés aliments. lls peuvent étre liés a la
cellulose et aux nombreux éléments minéraux. Otindise: les tanins hydrolysables et
condensés.
[1.2.2.1. Les tanins hydrolysables

Ces tanins sont des dimeéres d'acide gallique caédesur un dérivé glycosyle, lls
comprennent l'acide gallique et les produits dedeosation de son dimere, l'acide
hexahydroxydiphénique [56]. Comme leur nom l'indigaes tanins subissent facilement
une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysenis d'action enzymatique et dééu
chaude [57,58].
[1.2.2.2. Les tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidileestanins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevées. lls résulemd polymérisation autooxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol lieesontajrement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nonanesi pro anthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les umaitfscentes par la liaison C4-C8 et par
une liaison déther additionnelle entre C2 et C7, les proanthoiclaes sont dits de types
A . Ci-dessus est représenté le modeéle de strudmetanin de type B [59].

Si R = H ou OH, la structure représente respectargnun procyanidine ou un
prodelphinidine. La liaison 4-6 en pointillés estewalternative de liaison interflavanique.
On note la présence d'unité terminale dans uredtrdicture [60].

[1.3. Propriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sont @siement liees a celles des noyaux
phénoliques, particulierement des substituantsfet eiésomere attracteur d’électrons (-
M) et substituants a effet mésomere donneur (+M)cdanjugaison d’'une des deux paires
libres de l'atome O avec le cycle traduit I'effetM) du groupe OH. Ce phénomene
augmente la délocalisation électronique et prodog charge négative partielle sur les

atomes C2, C4, C6. L'effet (+M) peut étre reprédguar quatre formes mésomere.
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Figure 12.Formes mésomere du phénol
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[1.3.1. Nucléophilie

La nucléophilie des composés phénoliques est ppaedatome d’oxygene et les
atomes de carbone en ortho et para du groupemen{(sOit¢ a l'effet (+M)). Cette
propriété est a l'origine des réactions de sulsstisi €électrophiles aromatique (alkylation,
acylation, etc.) régiosélectives des positionsmeh para. Les substituants de type 1,3-
dihydroxy (résorcinol) et 1,3,5-trihydroxy (phlodaginol) permettent une accumulation
de densité électronique sur les sommets C2, C4 ¢toQsortho ou para des groupements
OH),accentuant ainsi le caractere nucléophile.

Le cycle A des flavanols posséde deux centres @Bdbrtement nucléophiles car
en ortho et enpara de trois groupements OH ou OR a effet (+M). Le noya est
eégalement activé par le groupement carboné satur@de Cette nucléophilie permet des
réactions de substitutions électrophiles aromasique peuvent par exemple intervenir lors
de la production du thé noir [61].

[1.3.2. Propriétés réductrices

Le potentiel d’'ionisation (PI) d’'une molécule eginkergie minimale qu’il faut lui
fournir pour lui arracher un électron. Plus un cos® aromatique est substitué par des
groupements donneurs d’électrons, plus son Phédefet plus son caractere réducteur est
grand. Il peut alors subir une oxydation mono-éetdtjue qui conduit au radical
correspondant. Dans le cas d’'un phénol ArOH, lecehatation formeé est un acide fort qui
perdu un protone aussitét pour conduire a un raghe@noxyl ou aryloxyl ArO.

Le radical aryloxyl (ArO peut étre formé directement par transfert d’hgéree
phénolique vers un radical de haute énergie tetslgs radicaux oxyl (Rp et peroxyl
(ROQ) formés par exemple au cours de I'autoxydationlipetes.

Ces réactions de transfert d’atome H et/ou d’éestiavec conversion d’un radical

tres réactif en radical aryloxyl stabilisé par mesace sont 'un des principaux mécanismes
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d’action antioxydantes des phénols. La capacit@liinol a céder un atome H peut étre
quantifiée par I'énergie de dissociation homolytiqie la liaison OHbpnd dissociation
energy, BDE). Plus la BDE d'un phénol est faible, plus fort esn caractere donneur

d’hydrogéne.

[1.3.3. Polarisabilité

La polarisabilité des phénols leur permet de dépmdo de fortes interactions
moléculaires de dispersion (composante attractgemteractions de Vander Waals) avec
autres composés polarisables. Ce phénomene ré&kult®uplage entre les fluctuations
électroniques de deux molécules voisines. Ainsi,selution aqueuse, l'interaction du
noyau benzénique apolaire du phénol avec une anti polarisable telle qu’'un second
cycle aromatique est favorisée par I'effet hydrdpho
Les molécules d’eau de solvatation s’organisenindaiere a maintenir entre elles autant
de liaison hydrogéne que possible, et de ce faihdilement de deux noyaux benzéniques
dans lI'eau a deux conséquences avantageuses :

- Le développement de forte interaction de dispersintre les deux noyaux ;
- Le relargage d’une partie des molécules d’easofieatation dans le corps du solvant.

Ce dernier phénomeéne, appelé « Effet hydrophobeisgp'il minimise la surface
de contact entre les deux solutés et I'eau, saiitrpdr une augmentation du nombre de
liaison hydrogéne entre noyau et molécule d’'&std<Q) et une relativité désorganisation
(AS>0) qui tendent a stabiliser le complexe moléculdoemé entre deux molécules
empilées. La combinaison des interactions de dispeet de I'effet hydrophobe constitue

la principale force motrice pour la compléxationlévnlaire des phénols dans I'eau.
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Eau de solvatation (moins de liaison H, plus d'ordre)

O coees

o ® @ & 9

Eau du corps du solvant (plus de liaison H

moins d'ordre)
Figure 13. Effet hydrophobe
[1.3.4. Liaison hydrogéne

Les phénols sont des donneurs de liaison hydrogésison H) en raison du

caractére acide du proton du groupe OH. Ce sost das accepteurs de liaison H. En fait,
seule la paire libre de I'atome O qui n'est pasjugmée avec le cycle est capable
d’accepter une liaison H en provenance d’'un donnAimsi, un phénol est capable de
donner une liaison H et d’en recevoir une seulemBiatons que ces liaisons H se
renforcent mutuellement (coopérativité). Par exemeh donnant une liaison H, le phénol
allonge sa liaison OH. Cet état de pré dissociatiorentue la densité électronique sur le

centre O et donc son caractéere accepteur de liaison
[1.3.5. Acidité

La coupure hétéro lytique de la liaison OH (dépmatmn) entraine la formation d’un ion
phénate dans lequel la délocalisation électronitukatome O vers le cycle (effet +M)
est fortement augmentée. Ce phénomene et la foatation de I'anion phénate par
formation de liaison H avec I'eau permettent d’éxpér les propriétés acides faibles des
phénols dans I'eau. Les propriétés caractéristigless phénols (nucléophilie, caractére
réducteur, polarisabilité) sont amplifiées lordalérmation des anions phénates
correspondants.

Les groupements OH en position para et ortho desmuo phénoliques de

polyphénols présentent un caractére acide renfaeéjui permet une dissociation au

44



Chapitre Il Etude phytochique et pharmacologique des métabolites secondaires

moins partielle a pH neutre. Cette exaltation deitlité est due a la stabilisation de I'ion
phénate correspondant par délocalisation de laitdeglectronique vers le groupement a

effet (-M). Elle peut étre traduite en termes denfes mésomeres.
[1.3.6. Stabilité des polyphénols

L’oxydation des polyphénols est susceptible d’ineir :

v' Par voie enzymatique (catalysée par la polyphénydase dans des conditions
d’aérobies ou par les peroxydases en présencerdeyde d’hydrogéne) au cours
des procédés technologiques d’élaboration des maisn®u aprées ingestion
(catabolisme oxydant).

v' Par voie non enzymatique : autoxydation lors destetments thermiques,
oxydation conjointe a l'action antioxydante. Dane dernier cas, il s’agit
typiguement de processus d’oxydation couplés a deoxydation des lipides
polyinsaturés et qui peuvent intervenir dans l'alith ou chez 'homme aprés

ingestion.
[1.3.7. Autoxydation

Si la capture des especes oxygénées réactives (EOR)ffectivement un
mécanisme d’action antioxydante, la réaction éwdlgtudes phénols avec le dioxygene de
I'air (autoxydation) est une cause potentielle stabilité et de toxicité par production des
EOR. Heureusement, ce phénoméne est défavorable :

v' d'un point du vue thermodynamique, car la réductimono-électronique du
dioxygene requiert des réducteurs forts #d e—» @7, EO =- 0,16 V pour c
(O2) = 1M Seuls les polyphénols les plus réducteuenanilieu fortement basique
ou ils sont sous forme de polyanions seraient gtibdes de transférer directement
un électron vers O2.

v" D’un point de vue cinétique, car le dioxygéne pnésaleux électrons célibataires
(OM =*) dans I'état fondamental qui lui conférent unrsfotal de 1 (biradical). La
loi de conservation du spin total au cours d’unactién chimique autorise la
combinaison des radicaux organiques avec O2 mtasdihl’'oxygénation directe
des molécules organiques dont les électrons sqiatriés.

Cependant les ions de métaux de transition, péeiement Fe(lll), contaminant par

exemple les sels utilisés dans la préparation deti@as tampons, et dont la
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concentration peut aisément atteindrelM]1 peuvent catalyser efficacement
l'autoxydation avec production de peroxyde d’hydnog voire de superoxyde. Pour un
polyphénol a noyau catéchol (QH2), le bilan chineigie la réaction peut écrire :
QHx + O, — Q +1;
La décomposition de 1@, par les traces métalliques (réaction de Fentomjuit ensuite
au radical HO® trés réactifs :
H,0, + F&* (Cu+) —>  OH° + OH Fe** (Cu?)

Ainsi, l'autoxydation de la quercétine en milieublament basique s’accompagne
de la consommation de,Cet de la formation du radical HO® mis en évidemas
résonance paramagnétique électronique (RPE) pectabdt du composé d’addition stable
formé en présence d’'un piégeur de spin (DPMO). Desmxsnémes conditions, la rutine, un
b3 glycoside de la quercétine, et le kaempféroal@ue 3'-désoxy de la quercétine) ne
sont pas oxydés. Méme si le mécanisme de l'autaioydaes polyphénols demeure mal
connu, il semble que I'étape-clé consiste en laugttdn de Fe Il en Fe Il par le
polyphénol. La production d’EOR procéderait aloes péduction du dioxygene et du
peroxyde d’hydrogene par Fe Il avec régénératiorreldll. Notons que le phénoméne
semble trés dépendant de la nature des ligandsrdiifsi, a pH neutre, les flavonoides
fortement réducteurs tels que la quercétine sdaraarables de réduire le complexe Fe llI-
EDTA, favorisant ainsi la réaction de Fenton maas gde complexe Fe lll-citrate.
L’autoxydation des polyphénols peut étre respomrsalds effets pro-oxydants parfois
observés, notamment lors de tests antioxydantsqogoit des générateurs métalliques de

stress oxydant.
[1.3.8. Mécanismes d’oxydation

Il semble que, pour un polyphénol donné, la diatrdn de produit d’oxydation soit
peu dépendante de la nature du systeme oxydardn ®el dernier, I'oxydation peut
procéder par succession de transfert mono-éleqguenavec formation d’intermédiaires
radicalaires (radicaux aryloxyl) ou par oxydatiomékectronique. Malgré la forte
délocalisation de leur électron p, les radicauxoamy dérivés des polyphénols sont des
intermédiaires tres instables qui ne sont déteetabé par méthodes cinétiques rapides. lls
évoluent rapidement par dimérisation, dismutatioimevréaction avec le dioxygene.

I semble que la plupart des radicaux dérivés dgpb@nols suivent une cinétique de

second ordre, ce qui suggere que la dimérisatismudation sont les voies privilégiées.
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Cette derniere voie requiert en générale un noydéchol, (voire pyrogallol ou 1,2,3-
trihydroxybenzene) tels que la catéchine, la quieregl’acide gallique ou I'acide caféique.
Elle s’accompagne alors de la formation d’uogho-quinone avec régenération du
polyphénol parant. La formation de radicaux semingpe a partir d'un polyphénol a
noyau catéchol est représentd#ns le cas de I'acide caféique. Le renforcementade
liaison H intramoléculaire au cours de la dissagoiafavorise le transfert d’atome H.

Dans le cas particulier des 3,4-dihydroxyflavon€d’-hydroxyflavonols), la
dismutation conduit a dgsmeéthylenequinones. Lesquinones ep-méthylénequinones
sont elles- méme des intermédiaires peu stable$aiDde leur fort caractere électrophile,
elles évoluent rapidement par diverses voies:

v' Dimérisation, voire oligomérisation, cette voie $denprépondérante avec les
quinones dérivées de l'acide caféique et de kcbate. La réaction peut procéder
par addition nucléophile d'une molécule de polyaiérsur I'o-quinone
correspondante ou par recombinaison de radicautoxgty L'oxydation de la
catéchine par la polyphénoloxydase conduit a umeéteéade dimeres de types
biaryle et biaryléther et dont la liaison entre xlenités catéchine implique le cycle
A de 'une et le cycle B de l'autre. D’apres cesustures, il semble que les deux
mécanismes soient

en compétition ;

v/ Addition de solvant (eau, alcool). Dans le casadguercétine, I'addition de solvant
a lieu sur le centre C2 depaméthylénequinone, ce qui entraine une déconjugaiso
du cycle central . Dans le cas des anthocyanek]itian d’eau peut étre suivie par
I'élimination du cycle B avec formation de coumasn

v" Addition d’un bon nucléophile présent dans le riliel que le résidu du tripeptide
glutathion voire un autre polyphénol. Notons quedeplage des quinones a des
résidus nucléophiles de protéines et d'acide ngués est un phénomeéne a
répercussion biologique potentielle.

En outre, le caractere oxydant desjuinones et des radicaux aryloxyl permet la

cooxydation de substrats réducteurs tels que lasorobate, le glutathion et d’autres

phénols.
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II.4. R6le des polyphénols dans les plantes

Une des fonctions majeures des flavonoides estodgilouer a la couleur des
plantes notamment a celle des fleurs. Or, c’estigp@ouleur de ses fleurs que la plante
exerce un effet attracteur sur les insectes atitEsux pollinisateurs, assurant par ce biais
une étape fondamentale de sa reproduction. Ongualément noter que les flavonoides,
en repoussant certains insectes par leur goGt diEdadg, peuvent jouer un rbéle dans la
protection des plantes. Les flavonoides montreatitdes fonctions intéressantes dans le
contrdle de la croissance et du développement ld@seg en interagissant d’'une maniere
complexe avec les diverses hormones végétalesodsance. Certains d’entre eux jouent
également un réle de phytoalexines, c'est-a-dirmé@bolites que la plante synthétise en
grande quantité pour lutter contre une infectionséa par des champignons ou par des
bactéries. D’autre part, les composés phénoliquessguent souvent une activité
antimicrobienneAinsi, il a été montré que les catéchines des le=uidu thé inhibent la
croissance de micro-organismes en altérant degidoscmembranaires des pathogénes,

les détruisant a plus ou moins long terme [63].

[1.4.1. Importance nutritionnelle des polyphénols

Les composés phénoliques jouent un rdle importans da qualité organoleptique
des fruits et Iégumes, utilisés frais ou apréssfaamation industrielle.

L'intérét thérapeutique potentiel des polyphénoiedde la découverte de la
vitamine C par Szent Gyorgyi (Prix Nobel 1937), rcheur a I'Université Szeged
(Hongrie), qui a constaté que les symptdbmes hémiguas du scorbut, liés a la fragilité
ou I'hyperperméabilité des vaisseaux, étaient gygar des extraits de paprika ou du jus de
citron, riche en vitamine C et flavonoides. Cettéom a été appelée propriété vitaminique
P (P étant la premiére lettre de mot perméabilialgré ces premiers résultants
encourageants, les recherches ne permirent parteembsattribuer un réle essentiel aux
divers polyphénols d’origine végétale. A partir dasnées quatre-vingts, c'est la
découverte du réle des radicaux libres dans lesegsus pathologiques qui a relancé
I'intérét pour les polyphénols dont les propriéaésioxydants sont remarquables [64].
[1.4.2. Stress oxydant- Especes oxygénées réactives

En conditions physiologiques, le dioxygene, éléniedispensable a la vie, produit
au niveau de la mitochondrie des especes oxygéwéesives (EOR) particulierement

toxiques pour l'intégrité cellulaire. Ces EOR, ddant partie les radicaux libres, sont
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dotées de propriétés oxydantes qui les ameneaa,réans I'environnement ou elles sont
produites, avec toute une série de substrats lidpleg (lipides, protéines, ADN, glucose,
...). Longtemps considérés comme des agents toxiggseensables de dysfonctions et de
mort cellulaires, il est actuellement admis que B3R sont de véritables messagers
secondaires impliqués dans I'expression et la adigul des fonctions de prolifération et de
mort cellulaire. De plus, ils sont des médiatemffammatoires impligués dans diverses
pathologies neurodégénératives ou vasculaires steltpe I'athérosclérose ou
I'hypertension. Les cellules générent divers tymEEOR de réactivités différentes
[65,66,67].
[1.5. Les polyphénols comme antioxydants
Les principaux mécanismes d’activité antioxydaioiet s

» Le piégeage direct des EOR ;

» L'inhibition des enzymes impliquées dans le staesglant et la chélation des

traces métalliques responsables de la productiof: @R,

» La protection des systémes de défense antioxydants.
Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mewss.
A. Inhibition enzymatique

Les phénomenes d’interaction polyphénols-protémmasété largement étudiés
vitro, particulierement dans le cas des flavonoideshibition d'une grande variété
d’enzymes modulation du fonctionnement de divers récepteunsi gue du processus de
transcription deertains genes (par interaction du cytosol avetaeteurs de transcription
ou certaingrécurseurs). Outre les effets antioxydants, cesgdotions, qui sont encore a
validerin vivo, sontvraisemblablement a la base des effets bénéfieeeflal/onoides. Par
exemples, les acidésydroxycinnamiques sont des inhibiteurs de protae coagulation,
et jouent ainsi un réle d’anticoagulant [68].

L’inhibition de la production des EOR par les pdigpols, particulierement les
flavonoides, peut procéder directement par formad® complexe inhibiteur-enzyme et/ou
par piégeage directe des EOR [69,70]. Ce doubleraest bien illustré par le cas de la
xanthine oxydase, cet enzyme est considérée commeaurce biologique importante de
radical superoxyde. Hansaki et ses collaboratedass une étude sur la maladie de la

goutte, ont montré que les flavonoides peuventagit'activité de la xanthine oxydase et
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par conséquent, peuvent prévenir cette maladi€éduisant a la fois les concentrations de
I'acide urique et celles du radical superoxyde dasgissus humains [71].
- Les flavanones, les dihydroflavonols et les fita@aols (cycle C non plan) ne sont pas
inhibiteurs de la xanthine oxydase ;
* Les flavonols et les flavones (cycle C plan et agog avec les cycles A et B) ont la
capacité d’inhiber 'enzyme.
B. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou du cuivre sont essentiels poar mbmbreuses fonctions
physiologiques. lls entrent notamment dans la caitipo des hémoprotéines et de
cofacteurs d’enzymes du systeme de défense andokydar exemple, les ions du fer pour
la catalase, et ceux du cuivre pour le superoxyenutase). Mais ils sont aussi
responsables de la production du radical hydroxyde la réduction du peroxyde
d’hydrogéne selon la réaction de Fenton :

H,O, + F¢*(Cut) ——»  OH° + OH Fé* (Cu)

En outre, l'autoxydation des ions #eet CU est une source de superoxyde et
peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, complexer les ionsfeluet du cuivre sous une forme qui
bloque leur activité redox est un mécanisme d’aciotioxydante.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dalimentation sont
considérés comme de bons chélateurs des ions ié¢sll[74].La complexation des ions
métalliques par les polyphénols induit typiquemamtdéplacement bathochrome de leurs
bande d’absorption dans le domaine UV-Visible. ékgles menées par Van Acker et ses
collaborateurs sur la chélation des ions du fercpaiains flavonoides ont mis en évidence
les sites essentiels pour la chélation des ionalliggtes [75].

C. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphémolsté beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de l'activité aytdante. Grace a leur faible potentiel
redox, les polyphénols, plus particulierement lekvdnoides (FI-OH), sont
thermodynamiquement capables de réduire rapidentesit radicaux superoxydes,

peroxyles (ROO), alkoxyles (RQ et hydroxyle par transfert d’hydrogene :

FFOH+X —1» FI-O+ XH
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Ou X représente I'un des EOR mentionnés ci-dessus. dieataaryloxyle (FI-O) peut
réagir avec un autre radical pour former une gtinecjuinone stable.

Eventuellement, le radical aryloxyle peut réduieedioxygene pour donner une
quinone et un anion superoxyde. Cette réactiomesgtonsable d’'un effet prooxydant des
flavonoides. Ainsi, la capacité antioxydante def/gigenols dépend non seulement du
potentiel redox du couple FI4BI-OOH mais aussi de la réactivité du radical FI-O

Plusieurs travaux ont établi des relations entrestaicture chimique des

polyphénols et leur capacité a piéger les radidiboes [76,77,78].

[1.6. Propriétés thérapeutiques des polyphénols
[1.6.1. Etudes épidémiologiques et propriétés biofgiquesin vitro

Les propriétés biologiques des polyphénols somrdidlement établies in vitro et
découlent de leur activité réductrice (effets anire pro-oxydants) et de leur affinité pour
une grande variété de protéines (enzymes, récapfaateurs de transcription).

L’une des premieres propriétés reconnue aux flavd@soest d’étre «veino-actifs»
c'est-a-dire ayant la capacité de diminuer la peahiti& des capillaires sanguins et de
renforcer leur résistance.

De nos jours, les propriétés des polyphénols sargement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activé@svirales, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques et anti-cancer.dig également des actions positives sur
I'obésité, le diabete, les maladies d’AlzheimedetParkinson. Les catéchines du thé sont
des inhibiteurs de I'angiogénéisevitro.

Les activités biologiques des polyphénols ont souété évaluées in vitro, avec
des protéines purifiées, des extraits cellulairesles cellules entieres en culture. Les
propriétés biologiques des métabolites conjugugsriterement présents dans le sang et
les tissus ont en revanche été tres peu étudiéese fde disposer des standards
commerciaux.

La signification de ces effets biologiques danddenaine de la nutrition humaine
est encore loin d’étre établie d’autant qu’ils raettpresque toujours en jeu les formes
natives ou aglycones de polyphénols et non pafoleses conjuguées circulantes. Pour
progresser dans la démonstratiarvivo des effets santé des polyphénols, une meilleure

connaissance de la biodisponibilité des polyphéndsir devenir apres absorption
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éventuelle au travers de la paroi intestinale) ®¢ wombinaison d’études cliniques
pertinentes est indispensable. Le développemeentéte nouveaux outils et méthodes
pourrait permettre des avancées importantes dansnieees a venir. C’est notamment le
cas de la nutrigénomique qui vise a mettre en écigldes genes dont I'expression est
régulée (a la hausse ou a la baisse) par les camizode I'alimentation. La difficulté
réside ensuite dans I'analyse et I'interprétatierces données biologiques complexes.
[1.6.2. Effet antiallergique

Ces effets sont attribués a linfluence des flavdas sur la production de
I'histamine. En effet, les flavonoides inhibent keszymes, telles que 'AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Ca2+-dépendante, sefpem de la libération de
I'histamine & partir des mastocytes et des basemhiPar exemple, 'ATPase €a
dépendante dégrade 'ATP produisant ainsi de Igieeafin de faciliter I'absorption du
calcium par les membranescellulaires, ce qui faeola libération de I'histamine stockée
dans les vésicules. En inactivant cette enzymguésicétine a montré un potentiel d’action
supérieur a celui du cromoglycate de sodium utitiggme médicament en empéchant la
libération de I'histamine et d’autres substancetogenes qui causent I'asthme [80].

[1.6.3. Effet anti-inflammatoire

Sous l'action de la cycloxygénase et la lipoxygén#acide arachidonique est
métabolisé respectivement en prostaglandines etoté@nes induisant ainsi des
phénomenes inflammatoires. Une étude de LandoBbatgroupe a montré que certains
polyphénols sont capables de modifier le métabalisia I'acide arachidonique dans les
plaquettes [81].Les effets de la quercétine etadmyricétine sont dose-dépendants. A de
fortes concentrations, ils inhibent la cycloxygénas la lipoxygénase. Cependant, a de
faibles concentrations, seule la lipoxygénase d#tcteae. En revanche, d’autres
flavonoides tels que I'apigénine et la chrysinessgmt principalement sur l'activité de la
cycloxygénase.

De nombreux travaux démontrent que les polyphépoksédent des propriétés
anti-inflammatoires [82,83,84] et qu'ils sont cdpabde moduler le fonctionnement du
systéme immunitaire [85]. Les polyphénols sont disgants inhibiteurs de la prolifération
des lymphocytes B et T [86,87]. Cet effet sur lgaghocytes B ou T peut étre variable.
En effet, les flavones (apigénine, lutéoline et',Z,3hydroxyflavone) et les flavonols

(kaempférol, quercétine et myricétine) (Figure 1lihibent la proliféeration des
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lymphocytes T alors que seule la myricétine esivacsur les lymphocytes B mais
I'explication reste encore inconnue.

L'effet antiprolifératif des flavonoides pourraiesiexpliquer par leur capacité a
inhiber I'activité de certaines protéines kinasg®téine kinase C ou protéine tyrosine
kinase) [88,89]. Par ailleurs, les flavonoides ssudceptibles de diminuer la libération
d'histamine des basophiles et des mastocytes [90].

La phagocytose qui accompagne une infection voalbactérienne est suivie d'une
production d'espéces oxygénées réactives (ROSlepareutrophiles qui va promouvoir
l'inflammation. D'une maniére générale, les espeadicalaires, quelles que soient leurs
origines, peuvent induire des dommages tissulaifesioriser le processus de
vieillissement, voire étre a l'origine de certainesthologies telles que le cancer et
I'athérosclérose [91]. Il est intéressant de ngter de nombreux flavonoides sont capables
d'inhiber et/ou de réduire cette production de R@Ses neutrophiles [92].

11.6.4. Effet anti-ulcére

Dans des expériences réalisées sur des ratstéldemontré que la quercétine et la
naringénine jouent un réle important dans la rédacte l'ulcére et la protection des
cellules gastriques. Il a été suggéré que la gtirecéxerce son activité via un mécanisme
complexe impliquant la production du mucus, le page des radicaux libres et également
I'inhibition de la production leucotriénes [93].

[1.6.5. Propriétés anti-cancérigenes

Les effets anti-carcinogenes des polyphénols clesz animaux ont été bien
documentés. En effet, lorsqu'ils sont administndés i@ts ou aux souris, avant ou apres
I'administration d'un agent cancérigéne ou lim@ton d'une lignée de cellules
cancérigenes humaines, les polyphénols peuverégaobu réduire le nombre de tumeurs
et/ou leur croissance [94,95,96].

L'action antitumorale de la quercétine pourraitsag®xpliquer par son interaction avec le
complexe calcium-calmoduline [97], qui jouerait thle dans le mécanisme d'action de
nombreux promoteurs de tumeurs.

D'autres polyphénols, tels que la catéchine, leaones, les lignanes, les flavanones,
l'acide ellagique et le resvératrol ont aussi ndtagurs effets protecteurs dans quelques
modéles. Plusieurs mécanismes ont été suggérés daiupliquer ces effets anti-

canceérigenes. D'abord, les polyphénols peuventcagimme des agents de blocage dans
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I'étape de déclenchement du processus cancéritgirgluencent le métabolisme des pro-
cancérigenes en inhibant les enzymes intervenanst lctivation des pro-cancérigénes en
intermédiaires mutagenes et cancerigenes [98].Ils) is peuvent faciliter leur excrétion
en augmentant I'expression des enzymes de compugdes la phase 1l [99]. La prise des
polyphénols pourrait alors activer ces enzymes ¢t de leur propre désintoxication
et, de cette facon, induire la stimulation généddenos défenses contre le xénobiotiques
[100]. Les polyphénols peuvent également limitefdemation des cellules initiales en
stimulant la réparation de I'ADN [101,102].
11.6.6. Polyphénols et maladies cardio-vasculaires

Un certain nombre d'études effectuées sur des arimat démontré que la
consommation de polyphénols limiterait le développet de Iésions athéromateuses
[103]. C'est ainsi que les ajouts de vin sans dlamla catéchine ou de la quercétine a
I'eau potable ont réduit la taille de ces lésiohszcles souris[104,105]. Ces effets sont
associés a une réduction de la prise de lipopretéoe faible densité (LFD) par les
macrophages ; une oxydation plus faible de ceséimed et une diminution de leur
aptitude a l'agrégation. Des résultats semblabiegté obtenus chez les lapins en utilisant
des régimes enrichis avec du cholestérol dans trnaiexle graines de raisin riche en
proanthocyanidines [106, 107,108,109]. En effetisigurs études ont prouvé que les
polyphénols peuvent empécher l'oxydation de LiDvitro. Ce type d'oxydation est
considéré comme le mécanisme principal de I'atc&nase.
[1.7 les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus 88Gcomposés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculdisesonstituent des pigments
[1.7.1. Généralités sur les flavonoides

Les flavonoides sont frequemment décrits chez labaéeae. Ce sont des
métabolites secondaires des plantes [110]. Coaitngint aux flavonoides présents dans les
fleurs, qui leur conferent leurs couleurs, les dlagides présents dans les feuilles, sont
masqués par la présence de chlorophylle. Les f@des partagent une origine
biosynthétique commune. Ce groupe de composésnestfet défini par une structure
générale en C15, caractérisée par un enchaineme@B-Ar. Les flavonoides lato

sensu”, comprennent les flavonoidestricto sensu" (flavones, flavonols, flavanones,
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flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, tdwnes, aurones) et les isoflavonoides
(Figure 33) [111].
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Figure 14: Structures de base des flavonoisteisto sensu

[1.7.2. Distribution et biosynthese
[1.7.2.1. Les flavonoides stricto sensu

» Distribution

Dans la plupart des cas, les flavonoides sont pteseus forme glycosidique dans les
vacuoles des fleurs, des feuilles, des tiges ourdemes. Les flavonoides aglycones,
notamment les flavonoides simples et polymethydést plutbt présents sous forme de

cires dans les feuilles, les écorces, les bourgitaragix [112].

* Biosynthese

Les flavonoidesstricto sensu” dérivent d'une structure de type 1,3- diphénylpnepa
La premiére étape intervenant dans la biosynthésdlavonoides est une étape commune
a beaucoup d’autres métabolites, elle est désigoés le nom générique de la voie de
biosynthese des phénylpropanoides. Elle permetyhéhése d'acidep coumarique et
d’acide cinnamique. L'enzyme, permettant la désatibn non-oxydative de la
phénylalanine et donc la formation de l'acide cmigue, est hommée PAL pour
phenylalananine ammonia lyase [113,114,115].
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[1.7.2.2. Les flavanones

Les flavanones sont caractérisées par I'absencdodble liaison en 2,3 et la
présence d’'un centre chiral en position 2. Elled sgnthétisées a partir des chalcones, par
une chalcone isomérase sous forme defl&anones, cette réaction s’effectue
spontanément en milieu alcalin. Il semblerait quels les stéréoisoméres 2S sont
biologicalement actifs [116]. Environ 350 flavanenaglycones et une centaine de
flavanones glycosylées sont décrites dans de nasdsefamilles, en particulier les
Asteraceae, les Leguminoseae et les Rutaceae. @gaue flavanones aglycones sont
retrouvées a I'état libre dans les écorces, lesmeacles écorces de racine, en particulier

chez les Leguminoseae. La majorité des flavanolyesgylés sont deQglycosides .

[1.7.2.3. Les isoflavonoides
Les isoflavonoides different des autres flavonojgsla position du cycle B, qui dans le
cas des isoflavonoides est attaché en position 2 @ur les autres flavonoides), formant
un squelette de base 1,2-diphénylpropane. Il exie nombreuses sous-classes
d’isoflavonoides (Figure 37), classés notammentfarction du degré d’oxydation,
I'existence ou non d’hétérocycles supplémentalessplus communs étant les isoflavones,
alors que les isoflavanols et les coumaranochrom@oat peu rencontrés. Les dérivés
glycosylés sont trés communs chez les isoflavoaless qu’ils sont tres rares dans les
autres sous-classes d'isoflavonoides. Ceglycosides sont essentiellement présents dans
le genreDalbergia (Leguminoseae).

» Distribution

Les isoflavonoides, en particulier les aglyconest gwésents dans les racines, les
rhyzomes, le bois, I'écorce et les graines, qudtgsi@lans les feuilles et les fleurs [114].
Contrairement aux flavonoides, composés ubiqu#aidans le régne végétal, les
isoflavonoides sont quasi-uniqguement présents dbezLégumineuses, puisque 85%
d’entre eux ont été isolés de cette famille. Il ap@ néanmoins qu'au moins 225
isoflavonoides décrits ont été isolés de plantappartenant pas aux Légumineuses, mais
a 59 autres familles [116]. Comme chez les Léguuses, la majorité des isoflavonoides

isolés sont des isoflavones.
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* Biosynthese
La quasi-exclusivité de la présence d’isoflavonsidehez les Légumineuses peut
s’expliquer. Il semblerait en effet, que I'on retve uniquement dans cette famille
I'isoflavone synthase (IFS), enzyme clé dans lal®se des isoflavonoides. Le terme IFS
est utilisé pour décrire la réaction de migratian gtoupement aryle, couplée a une 2-
hydroxylation catalysée par la 2-hydroxyisoflavamegnthase (2HIS), ainsi que la
réaction de déshydratation qui est soit spontangeif catalysée par la 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase (2HID) [118,119%aNmoins, le géne codant pour IFS
a éeté egalement identifié chez la canne a sucre.

La 2-hydroxyisoflavanone synthase (2HIS) catalysegquement les réactions a
partir des 2S-flavanones. La migration du groupdnaeyle commence par l'attraction de
I'hnydrogene en position 3, suivie de la migration dycle B de C-2 & C-3 et de
I'hydroxylation du radical en 2, qui aboutit a larfation d'une 2-hydroxyflavanone
[120,121]. Les ADNc codant pour la 2HIS ont éténél® a partir de différentes
légumineuses. Ces 2HIS appartiennent a la faméke d/tochromes CYP93C, et sont
dépendantes de NADPH et ¢ @omme co-facteurs [122,123].

Cette classe d’enzyme comprend aussi la flavonthaga 1l (FSIl, CYP93B1) qui
catalyse la 2-hydroxylation sans migration du gesupnt aryle, pour former apres

déshydratation une flavone a partir d’'une flavanone

[1.7.2.4. Les roténoides

Les roténoides constituent une classe disoflavde®ipossedant un cycle
supplémentaire. lls sont présents principalemestz dbs Fabaceae mais aussi de facon
sporadique dans d'autres familles et notamment l@dangenres : Boerhaavia et Mirabilis
(Nyctaginaceae) [124,125,126], Iris (Iridaceae) &tanga (Euphorbiaceae) [127] et
Sarcolobus (Asclepiadaceae) [128]. Les roténoidas snnus essentiellement pour leur
activité insecticide. Les plantes des genres Dekimchocarpus et Tephrosia, connues
pour contenir de la roténone, ont longtemps étisédis comme insecticides.

Les roténoides proviennent d'une cyclisation oxydat de la 2'-
méthoxyisoflavone. Néanmoins, aucune enzyme n’ané&dé en évidence pour cette étape
[129].
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11.7.2.4. Les flavonoides et les isoflavonoides pr@és

Les métabolites prénylés sont présents chez lageslales champignons et les
bactéries. Les flavonoides et les isoflavonoidésylés jouent un réle important dans les
mécanismes de défense des plantes [130]. lls sq@hi$ fréequemment rencontrés
dans les racines et les écorces, mais on en retraussi dans les parties aériennes, les
bourgeons floraux et les graines [131]. Méme siise une grande diversité de
flavonoides prénylés, ces composés ont été isol@s dombre limité de familles,
essentiellement chez les Leguminosae, Moracea@abBaneae, Clusiaceae,
Umbelliferae, Rutaceae, Euphorbiaceae et Asterdd8ael32].

Environ 1 000 composés aromatiques prénylés ontdététs [133,134], que ce
soient des chalcones, des flavones, des flavanascore des
isoflavonoides.
Donc leur perméabilité aux membranes, leur biodigplité, ce qui expliquerait I'activité
biologiques de ces molécules [136,137].

[1.7.3. Fonctions des flavonoides pour les plantes
[1.7.3.1. Role de protection contre le stress envannemental

Les plantes étant immobiles, elles ont du mettrelaoe un systéme de résistance
pour combattre les effets de I'environnement eseover leur forme. La dureté au gel et la
résistance a la sécheresse sont parfois attribagesflavonoides et autres composés
phénoliques. Il semblerait notamment que les flaides antioxydants ont un effet
protecteur contre le stress attribué a la sécheréss flavonoides pourraient également
permettre aux plantes de survivre sur les solsesicen métaux toxiques comme
I'aluminium. Ils jouent un role important dans leogection contre les UV en absorbant les
radiations UV et en protégeant ainsi les tissusrimgs des tiges et des feuilles. Les
flavonoides sont de puissants piégeurs des espéeetives de I'oxygene (ROS) et

préviennent ainsi la peroxydation des lipides [138,140].

[1.7.3.2. Rdles comme composés de défense

Les flavonoides de défense peuvent étre divis@kear groupes : ceux préformés,
et ceux dont la synthése va étre induite par umgiéne physique, une infection ou un
stress. lls peuvent étre présents de maniere tdnstj mais leur synthése va étre
augmentée par un facteur déclenchant, ou sont emeuot biosynthétisés aprés une

agression et dans ce cas on parle de phytoalejiagsl42].
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» Interactions plantes-microorganismes

La plupart des plantes vivent en symbiose ou deigrarcommensale avec des
microorganismes. Les racines de beaucoup de Léguises sont colonisées par des
bactéries fixatrices d’'azote. Beaucoup de flavoe®idont sécrétés par les racines des
plantes et agissent comme des signhaux d’inductola dranscription de genes bactériens,
nommeésnodD, pour nodulation. Ceci représente une action Bigiive des flavonoides
dans la croissance et le maintien des plantesflaiesnoides jouant le role de molécules
de signalisation, sont variés : chalcones, flavorfegéoline), dihydroxyflavones,
flavanones (naringénine), isoflavonoides, flavonatghocyanidines [108].

Les flavonoides, comme molécules de signalisatioterviennent a d'autres
niveaux comme dans les interactions symbiotiques &s champignons. La colonisation
des plantes par des champignons mycorrhyziens @ppamme un phénomeéne universel,
permettant de transférer les minéraux, en paréicule phosphore, aux plantes et
detransférer les carbohydrates aux champignons].[1@8 colonisation des racines de
Medicago truncatula (alfalfa) par le champignon mycorrhyzieGlomus versiforme
entraine des changements dans la composition eonfiédes et en isoflavonoides, ainsi
gu'un changement de I'expression des genes img@igu&ns la biosynthése de ces
composeés [108,120,142].

* Interactions plantes-plantes
Des activités antimicrobiennes des flavonoidesetddécrites comme participant dans les
interactions allélopathiques plante-plante. Leeg6ét les modes d’action ne sont pas
encore élucidés completement. Par exemple, la tiéducde croissance de certaines
graminées (mais, riz...) peut étre causée par lag@mine, entrainant une inhibition de la
4-coumarate CoOA ligase et donc de la lignificati@iautre part,Centaurea maculosa
sécréte au niveau de ses racines de la catéchavan®l) qui inhibe la croissance et la
germination des graines @entaurea diffusa et d’Arabidopsis thaliana. [142].

* Interactions plantes-pathogénes

Beaucoup de flavonoides possedent des propriétéfongiques : inhibition de
cellulases microbiennes, de xylanases, pectinatetation de métaux nécessaires aux
enzymes, formation d'une structure dure et crisi@allagissant comme une barriere

physigue aux pathogenes.
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Les flavonoides jouent aussi un réle important dangésistance fongique, aprés la
récolte, des fruits et des légumes. De fortes atratgons en flavonoides dans les fruits
sont, en effet, tres souvent corrélées avec uridefancidence de pathogénes. Cette
constatation est d’ailleurs mise a profit pour miewonserver les fruits. Par exemple,
I'irradiation UV de Citrus aurantium entraine une augmentation de la concentration en

flavonoides et réduit la contamination peanicillium digitatum [142].

* Interactions plantes-insectes et animaux

Le rble des flavonoides dans les interactions ptairtsectes est tres largement accepté.
Certains insectes peuvent séquestrer des flavangigehétisés par les plantes dans leur
cuticule pour s’en servir comme défense contrepléslateurs, ou dans leurs ailes pour
attirer leurs congéneres. Les flavonoides peuvessiaavoir un effet négatif comme
substances antiappétantes, comme réducteurs dgeiidn et comme toxines.

De plus, les flavonoides possederaient des eftettes herbivores. Il semble que
des exsudats d€istus ladanifer contenant de I'apigénine et du 3,7-diméthylkaengifér
inhibe le réticulum sarcoplasmique du muscle sdtigle, entrainant ainsi une relaxation

du muscle squelettique de la bouche de I'herbijb4@].

[1.7.3.3. Activités biologiques des flavonoides

Seuls les flavonoides sous forme de génines (oue@yks) sont susceptibles d’étre
réabsorbés. L’hydrolyse des liaisons hétérosididuedgant la génine a la chaine sucrée)
n'intervient que dans le cblon ou les micro-orgards dégradent simultanément les
flavonoides d’origine alimentaire. Le foie est kmgent impliqué dans le métabolisme des
flavonoides réabsorbés [143]. La muqueuse intdstingt le rein interviennent
accessoirement dans ce métabolisme. Une fois ndsissdes flavonoides vont influencer
plusieurs fonctions biologiques dont la syntheset§ique, la différenciation de la
prolifération cellulaire et 'angiogenése, appottdes effets bénéfiques dans différentes
pathologies chez 'Homme.

Toutefois certaines considérations concernant kalmoéisme et la biodisponibilité
des flavonoides sont a prendre en compte. Lesrftades sous leur forme glycosylée (b-
glycosides) ne sont pas absorbables. Néanmoiesisie des enzymes au niveau intestinal
capables d’hydolyser les héterosides [144]. De, ptestains microorganismes présents
dans l'intestin sont capables d’hydrolyser lesyegsides en

aglycones et ainsi leur permettre de franchir ki intestinale [145].
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[1.7.4. Activités antimicrobiennes
[1.7.4.1. Activité antibactérienne

De nombreux flavonoides possedent des propriétébaatériennes [146]. Des
synergies ont été mises en évidence pour certdmess molécules. Des étudesivo sur
animaux se sont révélées encourageantes (queecétrez le cochon d'inde infectés par
Shigella, sophoraisoflavone en injection intrapéritoneatezc des souris infectées par
Salmonella thyphimurium).

De nombreux ptérocarpanes sont connus comme lwadésriou bactériostatiques,
en particulier vis-a-vis des bactéries Gram + [14Hur ces composeés, il semble que la
présence de 2 groupements hydroxyles libres sadngiglle a
I'activité antibactérienne [147].

Les flavonoides agiraient a plusieurs niveauxemhblerait que le cycle B joue un
réle important dans l'intercalation avec les acidesléiques et inhiberait ainsi la synthése
d’ADN et d’ARN. lls peuvent également inhiber 'ADNyrase dE. coli, la encore une
hydroxylation du cycle B semble essentielle a Kaig& [145]. Certains pourraient inhiber
la topoisomérase IV et ainsi perturber la décaiénadt le clivage de I’ADN, provoquant
un message SOS et une inhibition de la croissaacgtienne. La sophoroflavanone G,
certaines catéchines (flavan-3-ols), la 2,4,2'vititoxy-5’-methylchalcone, la naringénine
et la quércétine possedent un effet antibactérienpmvoquant un changement de
perméabilité membranaire. Les licochalcones interééent avec le métabolisme
énergétique en inhibant la NADH-cytochrome c rédseet

* anti SAMR &aphylococcus aureus méticilline résistants)

Il est suggéré que les isoflavonoides agiraieningrférant avec l'incorporation de
métabolites et de nutriments dans les cellulesébacnes ou en affectant les acides
nucléiques des MRSA [148]. Il semble que la posities prénylations soit importante
pour l'activité. En effet, on retrouve des meillesiractivités avec des groupements
isoprényles en position 3’ (sur le cycle B) et eftycle A). De plus, une hydroxylation en
position 5 augmenterait I'activité. La présencendgumoupement hydroxyle aliphatique sur
I'isoprényle pourrait étre mis en relation avec wawtion sur les souches & aureus
meéticilline résistantes. De plus une dihydroxylaten méta, soit sur le cycle A soit sur le
cycle B, augmente I'activité [149,150].

[1.7.4.2. Activité antifongique
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De nombreux flavonoides possedent des activitégongiques, le plus grand
nombre appartient aux flavanones et aux flavang%][lUne flavanone prénylée (5,7,4'-
trihydroxy-8-méthyl-6-(3-méthyl-[2-butényl])-(2S)avanone) ainsi qu’une flavane (7-
hydroxy-3’,4’-(methylenedioxy)-flavane sont activesntre Candida albicans. Alors que
plusieurs flavones polyméthoxylées sont activesredspergillus flavus.

Le groupe des ptérocarpanes regroupe de nombrdifangigues. Il semblerait
que l'activité des ptérocarpanes soit due a laigardtion particuliere de ces molécules
(structure plane), de plus, la présence de substgwoxygénés en position 3 et 9 apparait
comme essentielle a I'activité antifongique [145].

Quelque soit la classe de flavonoides considétéapparait que le caractére
lipophile des composés augmente l'activité, perametux molécules de pénétrer plus
facilement a travers la membrane fongique [143,1B2] plus, la présence d’'une chaine
isopréne apparait comme importante pour I'actiaiiéfongique..

[1.7.4.3. Activité antivirale

La génistéine, ainsi que dautres flavonoides (cptere, kaempférol, 5,6,7-
triméthoxyflavone, 3-méthylkaempférol) sont actifisvitro sur plusieurs souches virales,
gue ce soit des virus non-enveloppés (poliovira&navirus) ou des virus enveloppés
(Retroviridae comme VIH, Flaviviridae, Herpes virus Le flavonoide le plus étudié est
de loin la génistéine, néanmoins les mécanismediofane sont pas clairement élucidé
[153]. La génistéine pourrait étre active en inhibl PTK (inhibition de I'entrée du
virus), en inhibant la phosphorylation de la glyaidpine E et d’autres polypeptides viraux
(inhibition de I'assemblage du virus), en inhibdatsécrétion du facteur TNF-a , ou en
inhibant I'expression de certains génes virauxilition de la réplication virale) .

[1.7.4.4. Activités antiparasitaires

De nombreux flavonoides possedent des propriétépasasitaires. Les plantes
contenant des roténoides, dont en particulier ténane, ont longtemps été utilisées pour
lutter contre les ecto et les endo-parasites. Blais des formulations vétérinaires existent.
La roténone représente ainsi le principe actif (8,110%) de quelques formulations

acaricides a usage externe pour les chats, less;hes ruminants et les porcs.
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11.7.4.5. Activités estrogéniques et anti-estrogégques
Ces activités sont dues essentiellement aux ismilsides qui font partie des

phytoestrogéenes. Un phytoestrogéne peut étre téfimhme toute substance issue de
plante qui est capable d’induire ou de modulernépense estrogénique chez les vertébres
en se liant a des récepteurs estrogéniques. Lasgdtsogenes regroupent des flavanones,
des lignanes, des coumestanes et beaucoup d’isnfi&es [155,156].

» Principales sources de phytoestrogenes

Les principales isoflavones : biochanine A, daideéiformononétine, glycitéine,
génistéine, sont présentes dans le soja, lesdrééle pois chiches, l'orge, le seigle, les
arachides. On retrouve dans la réglisse, la glabren la glabridine, isoflavanes
estrogéniques. Le houblon est également une sodeenombreuses flavanones
estrogéniques : naringénine, 8- et 6-prénylnarimggnso- et xanthohumol [157].

» Activités des phytoestrogénes

Beaucoup d'études épidémiologiques ont montré cams des pays asiatiques, la
prévalence de certains cancers est plus faiblesGcomateurs d’aliments a base de soja)
que dans les pays occidentaux. Il apparait queotesammation d’isoflavones de soja
réduit le risque de cancer du sein. Les phytoestreg) posséderaient une action bénéfique
sur plusieurs autres types de cancers : de I'enttende la prostate [158], du testicule, du
colon, de la thyroide, de la vessie. Dans le méems,sles cellules impliquées dans le
remodelage osseux étant étroitement régulées paomdreux facteurs hormonaux, les
phytoestrogénes pourraient donc avoir un effetredidstéoporose [159]. Néanmoins, ces
effets bénéfiques sont a confirmer par d’autresledu Les phytoestrogenes peuvent
€galement se lier aux récepteurs nucléaires sténsidomme ceux des androgenes et de la
progestérone, ou agir sur d’autres fonctions nueganotamment sur I'inhibition des
topoisomérases Il, ce qui expliquerait leurs eftettiprolifératifs et pro-apoptotiques, et
sur l'inhibition de la néo-angiogénese. De plus, pytoestrogenes peuvent agir sur le
métabolisme des estrogénes, en bloquant par execgf@ines enzymes comme
'aromatase qui intervient dans la conversion desdr@genes en estrogenes
[160,162,163,143]. lls peuvent également réduirpréaluction d’hormones thyroidiennes
par inhibition de la peroxydase thyroidienne.

11.7.4.6. Effets protecteurs vasculaires
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Les flavonoides agissent sur les vaisseaux sangsis forme d’activité
vitaminique « P ». Cette activité intervient daasrlaintien d’'une perméabilité vasculaire
normale. lls sont, de ce fait, utilisés dans cegaitats pathologiques caractérisés par un
défaut affectant la perméabilité vasculaire. Ldéstefde I'Of-hydroxyéthyl rutoside (HR)
ont été étudiés chez des patients présentant wudfisance veineuse chronique : un
traitement a base de HR a permis de restaureraesngtres hémorhéologiques altérés.
D’autres flavonoides sont responsables d’une autatien de la résistance des capillaires.
Cette activité serait en rapport avec les effetsattains flavonoides sur les plaguettes, les

leucocytes et sur les enzymes intervenant dansalgutation sanguine . [164]

11.7.4.7. Potentiel antioxydant
La propriété des flavonoides la mieux décrite egt hctivité antioxydante et leur
capacité a piéger les radicaux libres : radicaukdwyles (OH-), anions superoxydes 0

et radicaux peroxylipidiques, selon la réactiorvante :
Flavonoide (OH) + R— flavonoide (O.) + RH

Les radicaux libres apparaissent dans plusieuratgins, telles que :

I'anoxie : qui engendre la production de I'aniopsroxyde (@)

I'inflammation : qui correspond a la productioradions superoxydesZ0

» Par la NADPH-oxydase membranaire des leucocyt@geactet, par dismutation, a
celle du tres réactif radical hydroxyle (OH-),

« et l'auto-oxydation des lipides : c’est au coursdiiess oxydant que les especes

radicalaires, libres de tout contréle, vont attagles cibles bioactives telles que les

protéines, altérant ainsi les récepteurs cellldaiee les enzymes, les acides

nucléiques (favorisant la survenue des mutationétetés a l'origine de divers

cancers) et les lipides, notamment les particudek@L de I'intima vasculaire, une

phase qui constitue f@imum movens dans la cascade athérogéne.

[1.7.4.8. Propriétés antihépatotoxiques

Des flavonoides issus @&l ybum marianum (chardon marie) ont été utilisés depuis
des siécles en médecine traditionnelle dans léetn@int des affections hépatiques. Les
principes actifs de I'extrait sont constitués dimglange complexe (constitué de composés
de type flavolignane et flavanone) appelé silymarifiestée sur un modele expérimental

animal, la silymarine a montré qu’elle exerce uetgbositif sur les hépatocytes intacts et
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sur les cellules hépatiques endommagées irrévensdnit, agissant sur la membrane
cellulaire, prévenant I'entrée des substances tesg et qu’'elle stimule la capacité
régénérative des cellules hépatigues apres hépatiect partielle. L'activité
hépatoprotectrice de la silybine, principale flagoane rencontrée dans la silymarine, a
été évaluée chez des souris intoxiqguées par dessdawn thérapeutiques
d’acétaminophéne. Ce flavonoide s’est révélé he@patecteur, mais le mécanisme
d’action de cette protection n’est pas encore blanidé [164].
11.7.4.9 Propriétés inhibitrices d’enzymes

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiquésgard de I'aldose réductase
[165], de la phospholipase A2 et des enzymes dédihmation : la cyclooxygénase et la
lipo-oxygénase [166,167].
11.7.4.10. Propriétés antiallergiques

Les flavonoides sont également connus pour letetsefntiallergiques. lls agissent
par inhibition des enzymes qui favorisent la littiémad’histamine a partir des mastocytes
et des basophiles : TAMPc phosphodiestérase efda+ ATPase [168]. En outre, la
quercétine exerce un puissant effet inhibiteur adidération d’histamine a partir des
mastocytes.
[1.7.4.11. Activité anti-ulcérogéne

Les flavonoides sont capables de protéger la msguegastrique contre divers
agents ulcérogenes. L’hypolaetine-8-glucose, flavia présent dans diverses especes du
genre Sderitis, présente une activité anti-ulcérogene signifigatiLa naringine et la
guercétine exercent également une activité anéiraliene mise en évidence chez le rat
dont l'ulcére gastrique a été induit par I'étharibh été suggéré que la quercétine exerce
ses effets cytoprotecteurs grace a un complexe igogit la stimulation de la
prostaglandine et I'inhibition de la production ldecotriénesiia la production de mucus
et ses propriétés antioxydantes [169]. Par aillaLiesété établi que la quercétine inhibe la
croissance dielicobacter pylorii ainsi que la formation d’'acide par les cellulesigiates
en réponse a une stimulation par I'histamine eMPc dibutyrique.
[1.7.4.12. Activité anti-inflammatoire

In vitro, plusieurs flavonoides sont capables deliffer le métabolisme de I'acide
arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la o@fime et la quercétine bloquent I'action

des cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des contiensarelativement élevées. faibles
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concentrations, c'est la lipoxygénase qui est iédibréférentiellement. Certains travaux
suggerent qu'ils posséderaient une bonne activitiirgflammatoire sans les effets
indésirables de type ulcérogene [170].

L’hespéridine, administrée par voie sous-cutargse (nactive per os), présente
une activité anti-inflammatoire significative chiezrat dont 'oedéme a été induit aussi
bien par la carragénine que par le dextran .

[1.7.4.13. Activité sur les maladies neurodégéenérates

La roténone, mais aussi la dégueline sont connaesipduire des syndromes de
type parkinsoniens chez le rat [157]. Certainsdiaides protegent les neurones vis-a-vis
de la toxicité du glutamate. Le glutamate est iqy#di dans la mort neuronale, en menant a
une accumulation de ROS et en augmentant 'infeigique. Dans la protection contre le
glutamate, il est indispensable que les flavonofessedent une hydroxylation en 3 et un
cycle C insaturé [171]. Il semblerait également ghez les femmes ménopausées, un
manque en estrogenes augmenterait lincidence demddadie d’Alzheimer, les
phytoestrogénes auraient ainsi un effet bénéfiglig2,173]. La génistéine montre
egalement un effet neuroprotecteur a doses fafbleromolaire) par un mécanisme faisant
intervenir les récepteurs ER, alors qu’a des canatons plus élevées (micromolaires) le
mécanisme intervenant est essentiellement unenaanitioxydante de la génistéine.
[1.7.4.14. Activité sur le systeme cardio-vascula@

Certains flavonoides auraient un effet positif déathérosclérose et les formes stables de
maladies cardio-vasculaires en diminuant 'oxydatile LDL par inhibition de LOX, une
atténuation du stress oxydatif et une diminution ld&lammation. Les flavonoides
auraient également un intérét dans le traitemest algthmies et de I'hypertension
artérielle, en particulier grace a une diminutieanstress oxydatif. Dans la prévention des
infarctus myocardiques, les flavonoides agiraiemtiphibition de I'agrégation plaquettaire
et une diminution des ROS.

11.7.4.15. Autres effets biologiques des flavonoide

Les flavonoides préviennent la cataracte diabétigae inhibition de I'aldose
réductase du cristallin [162]. En effet, la myrinétprésente des effets hypoglycémiants et
hypotriglycéridémiants chez les animaux diabétiqueeffet des flavonoides sur le
systéme immunitaire est complexe et demeure enuoateélucidé. Certains d’entre eux

réduisent [l'activation du complément, diminuant dacon générale la réponse
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inflammatoire. doses élevées, ils inhibent les fions lymphocytaires, mais, a
concentrations plus faibles, ils pourraient agimoge immunostimulants chez les sujets
immunodéprimeés [174,175].

[1.8. Les stéroides

Les stéroides constituent un groupe de lipidesvdétide triterpénoides (lipides a
30 atomes de carbones), majoritairement le squdndls se caractérisent par un noyau
cyclopentanophénanthrénique hydrophobe (cortis@))(Jartiellement ou totalement
hydrogéné. Habituellement, les carbones C10, CaBl&s a un groupe méthyle - CH3 et
le carbone C17 a un groupe alkyle.

Par extension, les stéroides incluent également lifgdes dont le noyau
cyclopentanophénanthrénique a été modifié par ispisg'une liaison et I'ajout ou la
délétion d'un carbone. En médecine le terme «sk&pofait référence aux hormones
stéroidiennes. Dans un contexte sportif, «stéroige» habituellement employé pour
désigner les stéroides anabolisants [176].

[1.8.1. Classification

Les différentes instances scientifiques ne s'aecdrgas sur leur classification.
Dans la classification de I''UPAC, les stéroidesistibuent une catégorie incluant les
stérols. Dans la classification classique les féfmrment une catégorie qui inclut les
stéroides.

Selon I''UPAC, les stéroides incluent tous lesdisi possédant un noyau
cyclopentanophénanthrénique (10) ou dérivant dei-cel Toutefois, I'lUPAC précise que
les «stérols sont des stéroides» se caractériaatd présence d'un groupe hydroxyle OH
sur le carbone C3 (par exemple, le cholestérokEssmté ci- dessus (8). En revanche, pour
plusieurs biochimistes, les «stérols constituerg oatégorie a part entiére incluant les
«stéroides», cholécalsiférol (11); les acides ib#& les stéroides conjugués; les
hopanoides [177].

[1.9. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapqui signifie savon, parce que ces
composés moussent une fois agités avec de l'emwsellcomposent d'aglycones non
polaires liés a un ou plusieurs sucres. Cette commnn d'éléments structuraux polaires et
non polaires explique leur comportement moussant selution aqueuse. Comme

définition, on dirait qu'une saponine est un glydesde stéroide ou de triterpene.
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Fondamentalement, on distingue les saponines gt&®iet les saponines triterpéniques
dérivant tous deux biosynthétiguement de l'oxydealealéne [168]. La saponine de soja
(12) en est un exemple.

lIs manifestent des propriétés hémolytiques, awctiofiennes, insecticides,

molluscicidales [178], anti-inflammatoires et agtques.

CO0OH CHyOMc

OH

HOH,C OH
OH

Figure 15 . Saponine de Soja
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l1l.1. Matériels et méthodes
l11.1.1.Réactifs chimiques et appareillage

Tous les produits chimiques utilisés sont de qualités analytiquesrébesifs
chimiques et solvants nous ont été fournis par les sociétés 8ignzh (France), Alpha
Asear ( France).
Les différents appareils utilisés pour nos analyses sont les suivants:

e Un Rotavapeur de marque B.U.C.H.I modéle R-210, équipé par un refroidisseur
Supérieur.

* un spectrophotométre Shimadzu UV-Vis 1800, caractérisé par un hanltgioés
et une erreur inférieur a 0.01 nm. Cette appareil liée avec unardanateur pour
faciliter le traitement des résultats.

* Un chromatographe liquide haute performance HPLC (RP - HPLGpatque
Shimadzu composé par un dégazeur DGU-20dBux pompes LC-20 AT couplé a
un détecteur UV-Visible SPD-20 A et équipé d'une boucle d'injeae 20ul et
d'une colonne CTO-20 AC (RP C18 taille 4.6 mm x 150 mm; avec une daille
particules de um),

e Incubateur Mammert caractérisé par une haute précisionadtenhpérature
(Allemagne, figure 47)

* Un centrifugeuse a grande vitesse de type EBA 21 de marque Hittech (AlBmagn

[11.1.2. Matériels végétaux

Les matériels végétaux utilisés au cours de notre étude sonindsrilg la région de Oued
Souf: les feuilles de la variété de Ghars, Deglet Nour etrblga a récoltées en Mars 2011
dans la zone Nord-est de la wilaya d'El oued (33° 07" 00" N 7° 11' 00" E).

Ces plantes ont été authentifiées par le professeur Ouahrananivi@d Ridha,
Laboratoire de valorisation et technologie des ressources sate@(\TRS). Un spécimen
pour chaque plante y a été déposé.

[11.2. Méthodologie

[11.2.1. Préparation des échantillons

La préparation des échantillons est d'une importance principateqada analyse fiable.
De nombreuses méthodes de préparation des échantillons ont été développées
déterminer les composés phénoliques. Les procédures de préparatémialatillons pour

analyse des composés phénoliques varient beaucoup en fonction de & desur
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composés a analyser. Celles-ci doivent tenir compte de nombreuxépas parmi
lesquels: la polarité, I'acidité des molécules, le nombre de gremperydroxyles et de
noyaux aromatiques. Les méthodes de dosage les plus courammens déanjpeennent
plusieurs étapes de préparation d'échantillons. Chacune d'elle dytadiaugmenter la
sensibilité et la sélectivité du dosage. Malheureusement, liEsedifes étapes peuvent
parfois introduire des interférences qui créent des artefaetsgquc n'est pas sans
conséqguence sur la reproductibilité du dosage et nécessiteadia fiaioyenne de plusieurs
essais.

Il est donc important de contrdler toute la préparation et d'évéhferdnce de ces effets
sur l'analyse des résultats. En général, les échantillonsssebdé soumis a un broyage et
a un tamisage, souvent précédés par une étape de séchadibeeldir matériel végétal a
analyser. Les échantillons liquides sont centrifugés et filtrés.

[11.2.2. Extraction des composés phénoliques

L'extraction est une étape trés importante avant l'analysetitgtise et qualitative
proprement dite. Elle est influencée par la méthode d'extractioisie en fonction des
composeés phytochimiques a étudier. D'autres facteurs, comme, la péipérature, le
rapport quantité de matiére au volume du solvant, les intervallemgs,tke nombre et les
étapes d'extractions individuelles, jouent également un réle iampatans cette procédure.
Des étapes supplémentaires de purification des échantillons peueemé@ssaires en vu
d'éliminer des composeés tels que les cires, les graisses, les tafpesashlorophylles.
Dans notre étude, pour I'analyse des composés phénoliques et polyphéntdijuastjdn
liquide - liquide et/ou solide-liquide sont les procédures les plus couramment sitilisée
En effet, ces techniques sont faciles d'utilisation, trés eficat peuvent étre largement
appliguées. Les solvants d'extractions les plus communément utiisédes alcools
(méthanol, éthanol), l'acétone, I'éther éthylique et l'acétateyt®. Cependant, pour les
composeés tres polaires tel que les acides phénoliques (benzoiquenigir)ane pouvant
étre extraits complétement avec les solvants organiques punglesges d'alcool - eau ou
acétone-eau sont recommandés [176]. Les solvants moins polaires (iicitmane
(DCM), chloroforme, hexane, benzéne) sont utilisés pour élimineoleposés apolaires
(cires, huiles, stérols, chlorophylle...). Les extractions sontéépéteux a trois fois et les
extraits sont ensuite combinés. La technique d'extraction liquidiesaiiilisée est:

I'extraction par l'utilisation du montage de Soxhlet.
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[11.2.3. Principe d’extraction par Soxhlet

Un extracteur Soxhlet est une piece de verrerie utilisée en chimieigualgt en chimie
organique qui permet de faire I'extraction continue par solvant d’un solide (figuri g
compose d’un corps en verre (4) dans lequel est placé une cartoyzdugiearfiltre épais
(5), d’'un tube siphon (6/7) et d’'un tube d’adduction (3). Le corps de I'extiraest placé
sur un ballon (2) contenant le solvant d’extraction. Les résidugr@irexsont placés dans
'extracteur surmonté d’'un réfrigérant (9). Quand le balloncksuffé, les vapeurs de
solvants passent par le tube adducteur, se condensent dans déeandifreg retombent dans
le corps de l'adducteur, faisant ainsi macérer les résidus ldasslvant. Le solvant
condensé s’accumule dans l'extracteur jusqu’a atteindre le socdunitbe siphon, qui
provoque alors le retour du liquide dans le ballon, accompagné des sab®atraites. Le
solvant contenu dans le ballon s’enrichit progressivement en composégsolizbtaille
du corps en verre étant limitée, il peut étre nécessaireatiseréplusieurs extractions
successives pour récupérer une quantité suffisante d’extratdraction a chaud peut

dégrader certaines substances chimiques.

Figure 16.Le Soxhlet

l11.2.4. Préparation des extraits
La matiere végétale (les feuilles) ont été cultivés perglanmhois avant d'étre utilisé. Les

feuilles ont été séchées dans des espaces bien ventiééext a la température ambiante,
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transférés en poudre et tamisé dans un tamis (0,750 um) avantianiliézt poudre de
chaque matiere végétale (50 g) a été extrait trois fois 8@aenL de 80% v / v (MeOH:
eau) par Soxhlet pendant 6 h. Les extraits ont été filtrés pdiltdes Whatman N ° 0,1.
Le filtrat a été concentré sous vide a 40 ° C par un évaporatetif (B-210 BUCHI,
Suisse) pour éliminer le méthanol. Les extraits stocké a -4dfl@ dans le méthanol et
I'eau distillée pour les concentrations nécessaires dans ce travalil.

[11.2.5. Résultats et discussions de rendement des extramiis des composés
phénoliques

Les rendements d'extraction des composés phénoliques de différeéételmaégetaux
étudiés sont reportés dans le tableau 11. Chaque essai a éé&rmpdbis ainsi, chaque
valeur reportée dans ces tableaux est une moyenne. De céstsésulis constatons que
les feuilles de la variété Deglet Nour donne la meilleur nexeaé d'extractions par rapport
aux d'autre variétés.

% rendement= (la masse d'extrait/la masse initixla ()0

Tableau 11 Rendement d'extraction des composés phénoliques dans MeOH/Eau
(80%/20%)

o Masse seche d'extrait
Variete . Rendement (%)w/w
0/50 g des feuilles

Gars 8.25 16.50
Deglet Nour 9.56 19.12
Hamraya 7.82 15.64

111.3. Réaction de caractérisation (Screening phytochimique)

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettevidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans unidlacldaninée. Toute
fois, ce screening phytochimique ne renseigne point sur la nasinmalécules chimique.
Bien entendu, les tests de caractérisation phytochimiques présdeseimprécisions car
ils sont basés en partie sur I'analyse qualitative.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les princigasx

alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les sapdemes,
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stéroides, les coumarines, les stérols, les terpenes, les idé®rasdiotoniques, les huiles
essentielles, les sucres réducteurs (oses-holosides et mucilages).

Le principe est soit basé sur la formation des complexes insolubles emiutgssegactions
des précipitations, soit sur la formation de complexes colorés|santtides réactions de
coloration (conjugaison ou instauration dans une molécules)

[11.3.1. Screening phytochimiques préliminaires

e Polyphénoles

A 20 ml de chaque extrait des feuilles de variétés sélectiormiézdM d'hydroxyde de
sodium (NaOH) solution a été mélangé dans une fiole jauge, pai®wie une goutte de
phénolphtaléine (1 goutte), et le mélange progressivement secoué pour metiahgerve
I'apparition d'un couleur pourpre des 30 s [179,180].

* Flavonoides

Des volumes égaux (5 ml) NHilué et I'extrait des feuilles de trois variétés s@&aoges
Ghars, Deglet Nour et Hamraya ont été mélangées avec 2-3sgbk®®, concentré. La

formation d'une coloration jaune indique la présence de flavonoides [179].

* Flavonols

A 1 ml des d'extraits feuilles de trois variétés sélectionnées Ghatst Degr et Hamraya
nous avons ajouté 1 ml d'alcool-chlorhydriqgue, 1 ml d'alcool isoamypgige quelques
copeaux de magnésium. L'apparition d'une coloration rouge indique lanqeése
flavonols [176].

* Anthocyanines

Un volume de 1 ml d'eau trés chaude, 0.5 ml d'acide chlorhydrique3(H&) et 10 mg
d'extrait sec des feuilles de trois variétés sélection@éess, Deglet Nour et Hamraya ont
été mélangés dans un tube a essai et le mélange cha0fB&€@&. Puis refroidi et on ajoute
0,4 ml d'alcool amylique a la réaction précédente, observer un chanigde couleur vers
le bleu foncé [181].

* Tanins condensés

0.5 g d'extrait seche bouillir a I'eau (20 ml) dans un tube & psgafiltré. On ajoute 1 ml
de 0,1% de chlorure ferrique et on observe une coloration vert brunatre oalaonation

bleu-noir.
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* Saponines

0.1 g d'échantillons seche d'extrait des feuilles de trois varéte®té ajoutés a dix
millilitres d'eau distillée dans des tubes a essai. Les tabessai bouchées et agitées
vigoureusement pendant 2 min. L'apparition d'une mousse stable etapezssir la
surface du liquide pendant 15 min indiqué la présence des saponines [182].

» Stéroides

Un volume de 1ml d'extrait des feuilles est évaporé a seadigurobtenu est dissous
dans un mélange de 1Q0 d'anhydride acétique et 1Q0 de chloroforme. La solution
obtenue est repartie entre deux tubes a essais (I'un servigdédence). Ensuite nous
avons ajouté 100l d'H,SO, au fond du tube sans agiter. La formation d'un anneau rouge
brunatre a la zone de contact des deux liquides et d'une coloratietievite la couche
surnageant révelent la présence des stéroides. C'est la réaction dedmnebBuchard.

111.3.2. Résultats et discussions

L'évaluation préliminaire de la composition phytochimique des ¢xtiai feuilles de trois
variétés sélectionnées drhoenix dactyliferaL donne des résultats représentés dans le
tableau 12. De ce tableau, il est constaté que les extraitsuilees dePhoenix dactylifera

L Ghars, Deglet Nour et Hamraya étudiés contiennent des polypséflavonoides, des
flavonols, tanins condensés, anthocyanines, des stéroides et des sapaniaidlsurs, par
comparaison I'extrait des feuilles de variété Ghars gqdtgeriche par ces composeés puis

la variété Deglet Nour et en fin la variété Hamraya.

Tableau 12: Composition phytochimique des extraits de feuilles Phoenix dactyl des

variétés Ghars, Deglet Nour et Hamraya.

Composition L'extrait de Ghars L'extrait Deglet  L'extrait Hamraya
phytochimique Nour
Polyphénoles +++ ++ ++
Flavonoides ++ ++ ++
Flavonols ++ ++ +
Tanins condensés ++ ++ +
Anthocyanines + + +
Saponines + + +
Stéroides + + +

+++: abondant; ++: présence modérée; + faible
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[11.3.4. Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)

l11.3.4.1.La spectrophotométrie

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qusteoasimesurer
l'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en.dlusi cette
espéece est concentrée plus elle absorbe la lumiere danmiles lde proportionnalités
énoncées par la loi de Beer-Lambert.

La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotpréatablement
étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de I'espéce chimique er.étodsqu'une
lumiere d'intensitdy passe a travers une solution, une partie de celle-ci est abgarbée
le(s) soluté(s). L'intensitéde la lumiere transmise est donc inférieudg alL'absorbance

de la solution est définie comme suit :

Iy
A =logy (7)

A= —logT

Avec T (transmittance) T = IL
0

L'absorbance est une valeur positive, sans unité. Elle est dpluisgrande que l'intensité
transmise est faible.

Domaine UV-visible de la spectrophotométrie

Un soluté coloré ou chromophore absorbe la lumiere visible (longuewmdedcomprises

entre 400 et 800 nm). On parle de spectrophotocolorimétrie ou plus rsiemlale
colorimétrie. Certaines solutions absorbent dans l'ultraviolet (lemguonde inférieures

a 380 nm), on parle alors de spectrophotométrie UV.

Un spectrophotométre mesure l'absorbance d'une solution a une longueur d'onde donné
Un dispositif monochromateur permet de générer, a partir d'une steitaeniére visible

ou ultraviolette, une lumiére monochromatique, dont la longueur d'ondénastecpar
l'utilisateur. La lumiére monochromatique incidente d'interigititaverse alors une cuve
contenant la solution étudiée, et I'appareil mesure l'intehgiéela lumiere transmise. La
valeur affichée par le spectrophotomeétre est I'absorbance a la longuelerétiadice.

Le spectrophotometre peut étre utilisé pour mesurer de maniére instantanésoupanee

a une longueur d'onde donnée ou pour produire un spectre d'absorbance
(spectrophotométre a balayage). Dans ce dernier cas, le disposibochromateur décrit

en un temps court I'ensemble des longueurs d'onde comprises entre deux valeuss choisie
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[11.3.4.2. Analyses quantitatives

Les méthodes colorimétriques basées sur I'utilisation du spedibaptoe UV-visible, ont été
utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques dans la matiete.végéta

» Dosage des composeés polyphénoliques totaux (PPT)

Le réactif utilisé est le réactif de «Folin-Ciocaltegsest un mélange de complexes des
acides phosphotungsténe sB¥;,0.0) et phosphomolybdene §AM0;2040) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur I'oxydation des canmb@swliques par ce
réactif, elle entraine la formation d'un nouveau complexe molyhé@gsténe de couleur
bleu qui absorbe a 725 nm, le dosage de PPT est effectué par laaisarpde la D.O
observée a celle obtenue par un étalon d'acide gallique de concentration connue.

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniére suivantajell'extrait
méthanolique des feuilles de trois variétés sélectionnéesnistluit dans un tube
Eppendorff de 3 ml, 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (1N) est ajowitimmédiatement
apres il est ajouté 0.2 ml d'une solution de®@ (10 %). Le mélange obtenu est incubé a
la température ambiante pendant environ 40 minutes a l'abri denieré. L'absorbance
est ensuite mesurée au spectrophotometre a 700 nm contre une si@utiéthanol (80%)
utilisé comme blanc [183]. Notons qu'une droite d'étalonnage est préaabletalisée
avant I'analyse avec de l'acide galligue dans les mémes condjtieries échantillons a
analyser. Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivatengatique par gramme
de matiere seche (E GA/g Ms). Le coefficient de corrélatemba courbe d'étalonnage est:
R? =0.991 et tous les résultats présentés sous forme des moyenB&Mj+et sont
analysées avec trois expériences séparées.

» Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Les réactifs utilisés sont: les solutions incolores de nitigtesodium (NaN@ 5%) et de
chlorure d'aluminium (AIGl 10%). Le principe de la méthode est basé sur I'oxydation des
flavonoides par ces réactifs, elle entraine la formation d'un ceenptenatre qui absorbe
a 510 nm. La comparaison de la D.O observée a celle obtenue patamdeét catéchine
de concentration connue permet d'évaluer la teneur totale en flavonoides.

Les flavonoides totaux sont évalués par colorimétrie, dans un balldrO dal sont
introduits successivement 5Q0de l'extrait des feuilles a concentration connus et 1.25 ml
d'eau distillée. Apres 5 minutes on ajouteu8'une solution de NaNQ5%), aussi apres

5 minutes 125l de AICl; (10 %) sont ajoutés. Et & 6 minutes, 50@e NaOH (1N) et

275ul d'eau distillée sont ajoutés successivement au meélange [184].

76



Chapitre 11l Partie Expérimental

Une courbe d'étalonnage est élaborée avec des solutions standzatéchme préparées a
de concentrations différentes. L'absorbance du mélange obtenuecetdniént mesurée
au spectrophotomeétre UV-visible a 510 nm et les résultats sominéspen mg équivalant
catéchine/ gr de matiere seche (EC/g Ms). Le coeffiagienicorrélation de la courbe
d'étalonnage est:?R=0. 988 et tous les résultats présentés sous forme des moyennes (
SEM) et sont analysées avec trois expériences séparees

» Dosage des flavonols totaux (FLT)

Un volume 25 pl des extraits méthanolique des feuilles a été aazbéul HCI (0.1%)
dans 95% d'éthanol. La réaction précédentes mélangée avec 500 (2@)dt incubée
pendant 30 min a la température ambiante. L'absorbance est me36@em en utilisant
spectrophotométre UV-visible (Shimadzu UV-1800, Japon). Le blanc gsrpréavec le
méme mode opératoire décrit ci-dessus, mais on remplacait'eer la quercétine [185].
La teneur totale en flavonols exprimée en mg équivalent quer¢&tifle/ g de poids sec a
l'aide de la courbe d'étalonnage qui donne un coefficient de caméRti= 0,997. les
résultats présentés sous forme des moyennes (x SEM) et rsapsées avec trois
experiences séparées.

* Dosage des anthocyanines totaux (ATT)

Les composés anthocyaniques totaux ont été évalués par colorinmétutilisant un
spectrophotometre UV-visible. La méthode utilisée est baséansudifférentiation des
absorbances en utilisant deux tampons; KCl a pH 1.0 (0,025M) (1);&@@BNa a pH 4.5
(0.4M) (2).

Pour cela 40Qul de I'extrait sont mélangés a 3,6 ml du tampon (1) ensuiteu4@0
tampon (2). Les solutions sont incubées pendant 30 minutes a l'abriuleideel et les
absorbances sont ensuite successivement mesurées a 510 et 700 nnmatiba des
absorbance est calculée par la formule suivante:

AA = (A510 - A700) pH — (A510 - A700) pho

La concentration de pigment d'anthocyanine dans l'extrait estrédggn mg d'équivalent
cyanidine-3 glucosé par litre de solution ou en mg d'équivalent cyaridglucosé/ g de
matiére séche (Cg/ g dM).

D'ou Cg (mg/ I) =AA x Mmx Df x1000/ (Ma)

Avec AA: variation des absorbances, Mm: masse moléculaire (449,2)faEieur de

dilution; Ma: absorptivité moléculaire (26900).
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» Dosage des tanins condenseés (TC)

La détermination de la teneur en tanins condensés a été efecutdisant la méthode
spectrophotométrique [186]. Un volume de 0.5 ml d'extrait méthanolique odasia
(catéchine) ajouté au mélange de 3 ml au mélange 4% vanilline et de méthanol 3%,
1.5 ml d'acide chlorhydrique puis vortexé. Le mélange résultant &iét® au repos
pendant 15 min a température ambiante, I'absorbance de chaquéecalca®0 nm en
utilisant le spectrophotométre UV-Visible (Shimadzu UV-1800, Japorfeneur totale en
tanins condensés est calculée comme étant mg équivalent déinea(€TE mg / g) en
utilisant I'équation obtenue a partir de la courbe d'étalonnage:

Y = 0.561%, R? = 0,985, o x est 'absorbance et Y est I'équivalent de la aaeédes

résultats présentés sous forme des moyennes (x SEM) et rsapsées avec trois

expériences separees.

» Dosage de I'acide ascorbique (AAS)

La concentration totale de l'acide ascorbique dans les extiestSeuilles de Phoenix
dactylifera L pour les trois variétés sélectionnées a &erminée en utilisant la méthode
de compléxation du ferroin [187]. Un volume de 1 ml d'extrait (diffé&a® concentrations)
ou (acide ascorbique) standard ajouté a 100 ul de 3.3 mM de réactif colore fare(iiiet
on ajuste le mélange a pH=4.5 avec de l'acétate de sodium (R@#gorbance est
calculée a 512 nm en utilisant un spectrophotométre (Shimadzu UV-1§@h) & la
teneur en acide ascorbique a été calculée d'apres I'équation de la eodigieldnnage qui
trouvée par l'acide ascorbique 2(R 0.98). les résultats présentés sous forme des
moyennes (x SEM) et sont analysées avec trois expériences séparées.

» Dosage des saponines totaux

La teneur en saponine est déterminée sur la base de la procédtitee @ Poornima et
Ravishankar [188]. 5 grammes de poudre trés fine de feuilles de trois variétéiesgées
mélangés avec 50 ml méthanol-eau a 80% et placés dans un baia 8% C pendant 4
h. Le résidu recueilli aprés filtration extraite une deuxiémis fivec encore 50 ml
meéthanol 80% et concentré a 20 ml sur un bain d'eau chaude g&xaame d'ébullition.
L'extrait concentré obtenu agité vigoureusement avec 10 ml d'déthgdiqée dans une
ampoule a décanter, la phase aqueuse recueillie pour le procédéicationr Un volume
de 20 ml de butanol-1 est ajouté au filtrat, puis lavés avec 10 nilloeire de sodium

agueux (5%). L'ensemble du mélange chauffé et concentré sous videéCa & teneur en
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saponine d'échantillon mesurée en utilisant la formule.
% Saponine = (masse de finale filtrat / masse d'échantillon) x100

» Dosage des stéroides

La teneur totale de stéroides dans les extraits des $eddlePhoenix dactylifera L est
déterminée selon la procédure rapportée par Trease et EvansJB8] de poudre de
feuilles des variétés sélectionnées ajouté a 50 ml d'eauédistiilagité vigoureusement
pendant 1 h. Un volume de 2 ml de la mélange résultante prélevé et lavée avec 3 ml

d' hydroxyle de sodium 0.1 M (pH 9), puis mélangée avec 2 ml de chlomf&ml de
d'anhydride acétique glacier et deux gouttes d'acide sulfuriquertoéclL'absorbance est
mesurée a 420 nm en utilisant un spectrophotometre (Shimadzu UV-1800, Jagpon). |
résultats présentés sous forme des moyennes (x SEM) et rsapsées avec trois
experiences séparées.

111.3.4.3. Courbes d'étalonnages des dosages des PPT, FVT, FLT, ATT, TC et AAS

» Courbe d’étalonnage pour le dosage de polyphénols totaux (PPT)

Cette courbe est établie en utilisant I'acide gallique coméfégence et les résultats sont
exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de madene gng EGa/ gMs).
La courbe d'étalonnage est établie avec un coefficient de corréltiof.B91 (figure ).

0.25

0.204

R’=0.991

0.154

Absorbance

0.104

0.054

0.00 L LI T T T T L
0 25 5 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325
Concnetration de 'acide gallique (mg/m)

Figure 17. Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

» Courbe d’étalonnage pour le dosage de flavonoides totaux (FVT)
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Le composé de référence utilisé pour I'établissement de cette coudbeagdthine. La courbe
est établie avec un coefficient de corrélatids B,988 (figure 18). Les résultats obtenus sont

exprimés en mg équivalent catéchine par gramme de matiere secBeCiiiggVis).

0.64
0.5+
R’=0.9838

0.4

0.34

Absorbance

0.2+

00 v T v T v T v T v T
0 20 40 60 80 100

Concentration de catéchine (mg/ml)

Figure 18. Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides totaux

» Courbe d’étalonnage pour le dosage de flavonols totaux (FLT)

Le composé de référence utilisé pour I'établissement de acmitbe est la quercétine. La
courbe est établie avec un coefficient de corrélation ®997 (figure 19). Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent quercétine par grammatiéee seche (mg QE /g
Ms).
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Absorbance
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Figure 19. Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonols totaux

» Courbe d’étalonnage pour le dosage des anthocyanines totaux (ATT)

Le composé de référence utilisé pour I'établissement de cette coudbeyestidine 3-glucosé.
Les courbes sont établies & 510 et 700 nm afecFo8 et 0.99 respectivement (figures 20 et
21). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent cyanidine-3 glucgpsépae de

matiere séche (mg ECg/ gMs).
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Figure 20.Courbe d'étalonnage pour le dosage des anthocyanines totaux (510 nm)
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Figure 21.Courbe d'étalonnage pour le dosage des anthocyanines totaux (700 nm)
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» Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés (TC)
La courbe est établie en utilisant la catéchine référence eslégte sont exprimés en mg
équivalent catéchine par gramme de matiere seche (mg ECa/ lggMsurbe d'étalonnage

établie avec un coefficient de corrélation=RL (figure 22).

075
0.704
0,65+
0.60
0554 -1
0.50
0.45-
0.401
035
0.30
0.254
0.204
0.15-
0104
0.05-:
) ¥ —
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
Concentration de catéchine (mg/mi)

Absorbance

Figure 22.Courbe d'étalonnage pour le dosage des tanins condensés
» Courbe d’étalonnage pour le dosage d'acide ascorbique (AAS)
La courbe est établie en utilisant la catéchine référentes eésultats sont exprimés en mg
équivalent d'acide ascorbique par gramme de matiere sech&A®/ g Ms). La courbe

d'étalonnage établie avec un coefficient de corrélatfon@R98 (figure 23).
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Figure 23.Courbe d'étalonnage pour le dosage d'acide ascorbique

[11.3.4.4. Résultats et discussions de compositions phytochimiques

» Polyphénols totaux

Les résultats des analyses quantitatives par spectrophotometrisible des extraits des
feuilles des variétés dehoenix dactyliferd. étudiées sont représentés ci-dessous (figure
24). Dans cette composition nous trouvons que l'extrait des feuillesvdeiété Ghars est
guantitativement plus riche en composés phénoliques, puis I'extraiéglet Dlour et en

fin 'extrait de la variété Hamraya.
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Figure 24.La teneur des polyphénols dans les extraits des variétés sélectionnées de
Phoenix dactyliferd..
* Flavonoides totaux
Les résultats des analyses quantitatives des flavonoides densrdéts des feuilles de la
variété Ghars, Deglet Nour et Hamraant reportés dans la figure 25. Ces résultats nous
indiquent que les extraits des feuilles de trois variétéstg@iaées étudiée sont trés riche

en flavonoides et que la variété Ghars contienne la concentration la plus éleveée.
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Figure 25. La teneur des flavonoides dans les extraits des variétés sélectionnées de

Phoenix dactyliferd..
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* Flavonols totaux

La figure 26 montre la composition quantitative des flavonols todi@sxextraits trois variétés
analysées. L'analyse de ces résultats montre que I'extraitvdriété Ghars est le plus riche en
flavonols (39.21 mg E Qe/g Ms) . Les extraits de Deglet NoHaatraya contiennes aussi des

teneurs considérables en flavonols (28.57 et 24.58 mg E Qe/g Ms successivement).
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Figure 26. La teneur des flavonols dans les extraits des variétés sélectionnées de
Phoenix dactyliferd..

* Anthocyanines totaux

Dans la figure 27, nous avons repris la composition quantitativardbecyanines contenus
dans les extraits de trois variétés sélectionregeaslysées. De cette composition, nous
constatons que les extraits de trois variétéBlamenix dactyliferd. sont relativement pauvres
vis-a-vis les composés d'anthocyanires.teneur de ces composés est variée entre 11.79,
10.89 et 7.62 mg E cyanidine-3 glucosé/ g Ms successivement pour Gaglet, [four et
Hamraya.
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Figure 27. La teneur des anthocyanines dans les extraits des variétés sélestitennée
Phoenix dactyliferd..
* Tanins condensés

La figure 28 montre les résultats de la composition en tanins casdiraux des extraits
de feuilles des variétés sélectionnéesPtieenix dactyliferd. analysés par spectroscopie
UV-visible. En analysant ces résultats, nous remarquons que l'ensdpwlextraits

relativement riche en tanins condensés totaux, pour 1 g de mateiess la quantité de

tanins condensés varie d'une maniére décroissante d'extrait des fdeiiGhars extrait

des feuilles de Deglet Nottrextrait des feuilles de Hamraya.
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Figure 28. La teneur des tanins condensés dans les extraits variétés sélestitnnée
Phoenix dactyliferd..
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* Acide ascorbique
La figure 29 montre la composition quantitative d'acide ascorbiqueaitedes feuilles
des variétés sélectionnéesRigoenix dactyliferd.. L'analyse de ces résultats montre que
les extraits des trois variétés sont trés pauvres en asobebajue, la teneur en acide
ascorbique variée entre 0.127, 0.074 et 0.031 successivement pour la vanigsid&glat

Nour et Hamraya.
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Figure 30. La teneur d'acide ascorbique dans les extraits des variétés sélestidané
Phoenix dactyliferd..
* Les saponine
La figure 31 montre la concentration quantitative des saponinexiaissedes feuilles de
la variété Ghars, Deglet Nour et Hamraya. L'analyse de ces tesatiatre que les extraits
sont relativement pauvres en stéroides. Le pourcentage des sapeaiidesentre 1.54,
1.14 et 1.02 successivement pour la variété Ghars, Deglet Nour et Hamraya.
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Figure 31. Le pourcentage des saponines dans les extraits des variétés sélectionnées de
Phoenix dactyliferd..
* Les stéroides
Dans la figure 32, nous avons repris le pourcentage des stéroitieisus dans les extraits de
trois variétés sélectionnéaralysées. De cette composition, nous constatons que les extraits de
trois variétés dé€hoenix dactyliferd. contiennes de faibles quantités des stéroides.trois
variétés Ghars, Deglet Nour et Hamraya présentent des yg@iersgue €gaux pour cette

composition.
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Figure 32. Le pourcentage des stéroides dans les extraits des variétés sélectennée
Phoenix dactyliferd..
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[11.3.5. Chromatographie liquide de haute performance (HPLC)

La HPLC est un moyen trés flexible et simple d'isolerd@entifier les différents

composeés d'un melange.

La HPLC peuvent étre assez largement décrite par des théomesune. Un fluide appelé

phase mobile traverse une colonne qui contient une phase solide,(silices fondues,

silice greffées).

A linstant initial, le mélange a séparer est injectérirée de la colonne ou il est entrainé

par la phase mobile. Si la phase stationnaire a été bien chessamrstituants du meélange

ayant des temps de rétentions différents sont séparés par dliriokétecteur placé a la

sortie de la colonne couplé a un enregistreur permet d'obtenir ué &pgoelé

chromatogramme.

111.3.5.1. Appareillage

Les différentes parties constituant 'HPLC sont décrites ci-dessous:

* Pompe: une pompe est alimentée a partir des plusieurs flacons contiesaswlvants
de polarités différentes permet d'effectuer une programmaticsobl@sts pour assurer
un systéme de gradient.

- En mode isocratique: 100% d'un mélange du méme éluant tout au long de l'analyse,
- En mode gradient, la concentration des constituants du mélange didiaren fonction
du temps.

* Injecteur : c'est une vanne d'injection qui porte une boucle d'échantillonnage.

* Colonne: elle contient la phase stationnaire qui définie le type dendtagraphie,

soit en phase normale soit en phase inverse.

- Laphase normale :
Dans le cas d'une chromatographie en phase normale, la sticgreffée par des
groupements polaires et I'éluant utilisé est apolaire.
- Laphaseinverse:
Dans le cas de la phase inverse, la silice est grefféeparhaines carbonées linaires (C8,
C18 et I'éluant utilisé est polaire (ACN (acétonitrile), MeORLOH
o Détecteur: un détecteur UV-visible a longueur d'onde variable (190-400 nm) qui
permet de détecter les différents composés contenu dans I'dchaatibnalyser.

Notons qu'il est important que les produits a détecter portent un aphone qui
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absorbe dans cette plage de longueur d'onde. Le principe de fonctionderieiRLC
est schématisé ci-dessous.
* Les solvants
L'équilibre en adsorption est un phénoméne de compétition. Les mel@rilla phase
mobile entrent en compétition avec les molécules de solutés pousitdss polaires
d'adsorption (séparation liquide-solide). Plus l'interaction enfpedae mobile et la phase
stationnaire est forte moins l'adsorption du produit en solution sera tanfsor Les
solvants sont donc classés selon leur force qui va dans le méme sens que leur polarité.

Tableau 12.Propriétés de quelques solvants utiles en chromatographie phase liquide

UV cutoff Viscosité Indice de

Solvant (nm) (cP) Eb (°C) miscibilité (M) Polarité (P)
Isooctane 215 0.50 99 29 0.1
Hexane 195 0.31 69 29 0.1
Toluéne 284 0.59 111 23 2.4
Méthyl-t-butyléthe 210 0.27 55 - 2.5
Dichlorométhane| 233 0.44 40 20 3.1
Propanol-1 210 2.30 97 - 4.0
Tétrahydrofurane, 212 0.55 66 17 4.0
Chloroforme 245 0.57 61 19 4.1
Ethanol 210 1.08 78 - 4.3
Acétate d'éthyle 256 0.45 77 19 4.4
1,4-Dioxane 215 1.37 101 17 4.8
Acétone 330 0.36 56 15 5.1
Méthanol 205 0.55 65 - 5.1
Acétonitrile 190 0.38 82 11 5.8
Acide acétique - 1.10 118 - 6.0
Eau 190 1.00 100 - 10.2

[11.3.5. L'Analyse par HPLC des composés phénoliques
[11.3.5. 1. Conditions opératoires d'HPLC

L'analyse des composés phénoliques individuels a été réalisée aivathode proposée
par Gonzlez-Gomez [174]. La séparation chromatographique effeateéeune colonne
Shimadzu C18 HPLC (250 mm 4,6 mm, 5 ml) et chauffé a 35 °C. La phase mobile
utilisée pour la séparation est composé de TFA aqueux a 0,1% q&acétonitrile (B) en

mode gradient défini comme suit: conditions initiales de 10% B;3 ®nén 10% de B; 3 a
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15 min 15% B; 15 a 20 minutes la composition a été maintenue constamfi&it B; 20

a 25 min 18% de B et de 25 a 40 min 30% de B. La période de I'éqdiilbaecolonne est
5 minutes. Le débit a été fixé a 1 ml/ min pour toutes lesriexm&s.La concentration des
extrais sont 3 mg/ml et la capacité de la boucle d'iojectst de 1Ql. La détection a été
réalisée a 300 nm. Aprés chaque cycle, le systeme est remonélipendant 20 minutes avant

une nouvelle analyse.
[11.3.5. 2. Résultatsdes chromatogrammes d'étalons

Les figure 61 donne les chromatogrammes des mélangesattes attilisés, les analyses
sont faites a deux longueurs d'ondes différentes 300 nm. L'identification et |dicptéorn
de composés phénoligues contenu dans les extraits se fait par dsompdiatemps de
rétention, des surfaces des étalons utilisés par rapport aob&nus en analysant les

extraits. Les analyses ont été répétées 3 fois.
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Figure 33. Profil du chromatogramme du mélange des étalons
1: Acide ascorbique; 2: Acide gallique; 3: Acide chloregénique; 4: Acideqoafé

5: vanilline; 6: Rutine
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Figure 34.Chromatogramme d'acide ascorbique (solution standards)
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Figure 35. Chromatogramme d'acide gallique (solution standards)
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