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Résumé
Ce travail consiste à l’étude phytochimique des extraits hydro-méthanolique de quatre

types de pollen récupéré à partir des pieds males de palmier dattier (Phoenix dactilyfera et
Phoenix canariensis) récoltées de la région de Biskra et de la région de Ali-Mendjeli

Constantine respectivement. Ce travail a permis de doser les composés phénoliques et les

flavonoïdes et d’évaluer le pouvoir antioxydant et la capacité inhibitrice des enzymes en

utilisant différente méthodes (peroxydase, polyphénoloxydase et alpha amylase) ainsi que

l’activité anti lithiasique, anti inflammatoire et anti fongique des extraits étudiés.

Les résultats obtenus ont montré que l’extrait A était le plus riche en polyphénols avec

une teneur de 36.49±2 μg EAG/mg de poids sec suivie de l’extrait C, B et D avec des teneurs

qui varient entre 28.73±1.79 et 13.54± 0.18 μg EAG/mg de poids sec. Les résultats du dosage

des flavonoïdes ont révélé que l’extrait C était le plus riche en flavonoïdes contrairement à

l’extrait B qui était le plus pauvre (10.94±1.17, 6± 0.31 μg EQ/mg PS respectivement).

L’investigation de l’activité antioxydante par différents protocoles a montré que l’extrait A

présentait les meilleurs propriétés antioxydants pour la plupart des tests utilisés, DPPH et

ABTS avec des valeurs d’IC50 de 954,1±109,1 et 221,08±3,71 µg/ml respectivement. Et le

FPAP avec une valeur d’A0.5 de 1523±190,2 µg/ml contrairement à l’extrait B. Concernant le

test phénanthroline l’extrait C présentait le meilleur pouvoir réducteur avec une A0.5 égale à

132,88± 0,82 µg/ml.

Concernant les propriétés inhibitrices des enzymes, les résultats prouvent que les

extraits ont une faible activité d’inhiber l’effet hyperglycémiant et le brunissement. Les

extraits présentaient des IC50 supérieurs à 2500 µg/ml et 2000 µg/ml respectivement. Même

pour les activités anti-inflammatoire et anti-lithiasique où les extraits ont présenté des IC50

plus élevées à 16 mg/ml et 4000 µg/ml respectivement. Aucune activité antimycosique vis-à-

vis le champignons phytopathogène fusarium oxysporum par tous les extrait.

Mots clés : Pollen, DPP, Pheonix dactilyfera, Pheonix canariensis, Activités biologiques, in
vitro.



Abstract

This work consists of the phytochemical study of hydro-methanolic extracts from four types

of pollen recovered from male date palm trees (Phoenix dactylifera and Phoenix canariensis)
collected from the Biskra region and the Ali-Mendjeli, Constantine region, respectively. This

study involved quantifying phenolic compounds and flavonoids and evaluating the

antioxidant power and inhibitory capacity of enzymes using different methods (peroxidase,

polyphenoloxidase, and alpha-amylase), as well as studying the anti-lithiasis, anti-

inflammatory, and antifungal activities of the extracts.

The results showed that Extract A was the richest in polyphenols with a content of 36.49±2 μg

GAE/mg dry weight, followed by Extracts C, B, and D with contents ranging from

28.73±1.79 to 13.54±0.18 μg GAE/mg dry weight. The flavonoid quantification results

revealed that Extract C was the richest in flavonoids, whereas Extract B was the poorest

(10.94±1.17 and 6±0.31 μg QE/mg DW, respectively). The investigation of antioxidant

activity through various protocols showed that Extract A exhibited the best antioxidant

properties in most of the tests used, such as DPPH and ABTS, with IC50 values of

954.1±109.1 and 221.08±3.71 µg/ml, respectively. The ferric reducing antioxidant power

(FRAP) assay yielded a value of A0.5 of 1523±190.2 µg/ml for Extract A, unlike Extract B.

Regarding the phenanthroline test, Extract C exhibited the highest reducing power with an

A0.5 value of 132.88±0.82 µg/ml.

Regarding the inhibitory properties of enzymes, the results demonstrate that the extracts had

low activity in inhibiting hyperglycemic effects and browning. The extracts showed IC50

values higher than 2500 µg/ml and 2000 µg/ml, respectively. Even for the anti-inflammatory

and anti-lithiasis activities, the extracts exhibited higher IC50 values at 16 mg/ml and 4000

µg/ml, respectively. None of the extracts showed antimycotic activity against the

phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum.

Keywords: Pollen, DPP, Pheonix dactilyfera, Pheonix canariensis, Biological activities, in
vitro.



ملخص

حبوب من أنواع أربعة من المائية-الميثانولية للمستخلصات الفيتوكيميائية دراسة يتضمن العمل هذا
والتي كانارينسيس( وفينيكس داكتيليفيرا )فينيكس الذكور التمر نخيل أشجار من المسترجعة اللقاح
تقدير العمل هذا تضمن التوالي. على قسنطينة, منجلي علي ومنطقة بسكرة منطقة من جمعها تم
للإنزيمات التثبيطية والقدرة للأكسدة المضادة القوة وتقييم والفلافونويدات الفينولية المركبات
النشاط دراسة إلى بالإضافة آميليز(، وألفا وبوليفينولوكسيداز )بيروكسيداز مختلفة طرق باستخدام

المدروسة. للمستخلصات للفطريات والمضاد للالتهاب والمضاد للتحصين المضاد

ميكروغرام 2 ± 36.49 بتركيز الفينولية بالمركبات الأغنى هو A المستخلص أن النتائج أظهرت
13.54 و 1.79 ± 28.73 بين تراكيزها بتراوح D و B و C المستخلصات يليه الجاف، الوزن من /EAGملغ
C المستخلص أن الفلافونويدات تقدير نتائج كشفت الجاف. الوزن من ملغ EAG/ميكروغرام 0.18 ±
ميكروغرام 0.31 ± 6 و 1.17 ± 10.94( فقررا الأكثر كان B المستخلص بينما بالفلافونويدات، الأغنى هو
خلال من للأكسدة المضاد النشاط استكشاف أظهر التوالي(. على الجاف الوزن من /EQملغ
معظم في للأكسدة المضادة الخصائص بأفضل يتمتع A المستخلص أن مختلفة بروتوكولات
3.71 ± 221.08 و 109.1 ± 954.1 تبلغ IC50 قيم مع ، ABTSو DPPH مثل المستخدمة الاختبارات
1523 تبلغ A0.5 قيمة فأعطى )FRAP( للحديد الاختزالية القدرة اختبار أما التوالي. على ميكروغرام/مل
الفينانثرولين، لاختبار بالنسبة B. المستخلص عكس على ، Aللمستخلص ميكروغرام/مل 190.2 ±

ميكروغرام/مل. 0.82 ± 132.88 تبلغ A0.5 بقيمة اختزالية قدرة أعلى C المستخلص أظهر

في ضعيف نشاط لديها المستخلصات أن إلى النتائج تشير الإنزيمات، تثبيط لخصائص بالنسبة
من أعلى IC50 قيم المستخلصات أظهرت والتلون. الدم في السكر نسبة في الفرط التأثير تثبيط
للالتهاب المضادة للأنشطة بالنسبة حتى التوالي. على ميكروغرام/مل 2000 و ميكروغرام/مل 2500
4000 و ملغ/مل 16 تراكيز عند أعلى IC50 قيم المستخلصات أظهرت للتحصين، ومضادة
Fusarium فطر ضد للفطريات مضادرا ا نشاطر مستخلص أي ييظهر لم التوالي. على ميكروغرام/مل

oxysporumالنباتي.

، Pheonix dactilyfera،البيولوجية الانشطة المختبر، في التمر، لنخيل لقاح حبوب : المفتاحية الكلمات

Pheonix canariensis
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Introduction

Depuis l’antiquité, l’homme s’est inspiré de son environnement naturel pour combler

ses besoins, exploiter et améliorer son mode de vie. La flore végétale, qui fait partie intégrante

de la vie humaine quotidienne, le développement des sciences du végétal, leurs applications

en médecine, en cosmétique et dans l’agro-alimentaire ont reçu un nouvel élan. Les soins à

base de plantes étaient considérés comme la seule solution aux maladies, mais avec

l’avènement de la pharmacologie, les médicaments contenant des principes actifs synthétiques

ont dépassé la médecine conventionnelle. Au cours des dernières décennies, de nouvelles

pathologies sont apparues, principalement causées par l’ingestion de produits d’origine

synthétique, la pollution de l’air, le stress et de nombreux autres facteurs ont causé une

détérioration de la santé.

Actuellement, les scientifiques étudient la découverte de molécules d’origine végétale

afin de les incorporer dans des préparations médicinales et alimentaires. Le stress oxydatif est

devenu la pathologie la plus répandue de notre époque, même si la plupart des êtres ne

mesurent pas sa gravité. Il est responsable de plusieurs maladies : diabète, cancer, neuropathie,

stérilité…etc. Tel que rapporté par l’OMS, 70%-80% de la population mondiale font

confiance à la médecine traditionnelle, Ceci est illustré par l’utilisation du pollen de palmier

dattier (DPP) par la population de l’Egypte antique et de la Chine pour traiter l’infertilité chez

les femmes (Salmani et al., 2022). Actuellement, des études récentes visent à évaluer son
impact sur la glycémie, les déséquilibres testiculaires, le stress oxydatif et le système de

défense antioxydant (Mohamed et al., 2018), C’est pourquoi nous nous sommes intéressés à
étudier trois types de pollen qui appartiennent à trois différents pieds mâles (Dokkars) de

l’espèce Phoenix dactylifera et un type de pollen de l’espèce Phoenix canariensis ces espèces
s’installent dans des régions désertiques où se trouvent des points d’eau et forme ce qu’on

appelle Oasis qui constituent un écosystème à grande importance écologique, économique et

sociologique.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est la

valorisation de la richesse de l’Algérie en plante médicinale et d'évaluer le pollen de palmier

dattier algérien sous l'aspect thérapeutique , pour cela notre étude englobe deux aspects dont

le premier est d’ordre phytochimique basé sur une analyse quantitative du contenu en

composé phénoliques et flavonoïdes, le second aspect est consacré à une évaluation des
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activités antioxydantes et inhibitrice de quelques enzymes, anti-lithiasique, anti inflammatoire

et antifongique.

Notre travail sera présenté comme suit :

 La première et la deuxième partie concerne l’étude bibliographique. Cette étude

commence par une description botanique du genre Phoenix, suivi par des travaux

phytochimiques antérieurs relatifs aux métabolites secondaires les plus courants, reporte

également les résultats relatifs aux activités biologiques et l’utilisation dans la médecine

traditionnelle des plantes du genre Phoenix.
 La troisième partie porte sur la présentation des méthodes d’extraction des métabolites

secondaires, à l’étude phytochimique et à l’évaluation des activités, antioxydante,

inhibitrice des enzymes, anti lithiasique, anti inflammatoire et anti fongique.

 Enfin la quatrième partie présente les résultats obtenus, leurs discussions et leurs

comparaisons avec des études antérieures réalisée sur des échantillons de la même famille.



Synthèse
bibliographique



Partie I Synthèse biographique

3

I. Historique

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est considéré comme un symbole de la vie

dans le désert car il tolère mieux la chaleur, la sécheresse et la salinité que les autres espèces

cultivées. C'est l'un des arbres les plus anciens utilisés par l'homme et il est cultivé depuis

l'Antiquité.

L'origine exacte ou le centre génétique du palmier dattier a été perdu dans l'histoire,

mais les preuves de la culture du palmier dattier remontent à 4000 avant Jésus-Christ dans le

sud de l'Irak. Des références aux palmiers dattiers ont également été trouvées dans l'Égypte

ancienne. Des restes de datations ont été trouvés sur un certain nombre de sites néolithiques,

notamment en Syrie et en Égypte. Cela signifie qu'ils étaient mangés par l'homme il y a 7 000

à 8 000 ans (El-Juhany, 2010).

II. Palmier dattier

Le palmier dattier dénommé Phoenix dactylifera L, une vivace ligneuse monocotylédone
(Benouamane et al., 2022) , dioïque (Daoud et al., 2019) (Il existe des palmiers mâles et des
palmiers femelles, les deux ont des fleurs. Les fleurs mâles contiennent un pollen mûr et les

fleurs femelle contiennent des ovules prêts à être fécondés) (Wertheimer, 1957), diploïde (2n =

36), appartenant à la famille des Arecaceae. Elle est cultivée dans les régions arides et semi-
arides chaudes de l’ancien monde. Ses fruit comestible de très grande valeur écologique,

économique (Chaouch Khouane, 2022). En termes de valeur nutritionnelle, les dattes

contiennent une grande quantité de glucides (77,13 g/100 g), principalement du glucose et du

fructose, mais pauvres en protéines (2,61 %) et en matières grasses (0,35 %). Il constitue

également une excellente source de nombreuses vitamines, fibres alimentaires, minéraux,

phénoliques, caroténoïdes et antioxydants (Gnanamangai et al., 2019).

Figure 1. Photo du Phoenix dactylifera L.
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II.1. Répartition géographique du palmier dattier

II.1.1. Dans le monde

Les palmiers dattiers se trouvent principalement dans les régions arides et semi-arides

d'Asie et d'Afrique. On le trouve également en Amérique, notamment aux États-Unis

(Californie, Arizona, Texas), au Mexique, au Chili et au Pérou. En Australie, l'espèce se

trouve dans les États du Queensland et du Northern Territory. En Europe, La culture du

palmier dattier est marginale, en particulier dans l'Espagne (Elche) et Italie (Bordighera,

SanRemo) (Daher Meraneh, 2010).

Actuellement, on estime qu’il y a environ 3000 cultivars de palmiers dattiers dans le

monde (Al-Khayri et al., 2021).

En 2019, la culture du palmier dans le monde couvre une superficie estimée à 1381434

ha avec une production des dattes de 9075446 tonnes (FAOSTAT, 2019).

Figure 2. Répartition géographique des palmiers dattiers dans le monde (Hadrami &

Hadrami, 2009 in Chaouch Khouane, 2022).

II.1.2. En Algérie

Les palmiers dattiers se trouvent dans plusieurs oasis de la partie sud chaude et sec de

l'Algérie (zone saharienne). Sa culture s’étend depuis la frontière du Maroc à l'ouest jusqu’à

la frontière de la Tunisie et de la Libye à l'est et depuis l’Atlas Saharien au nord jus-qu’à

Reggane (sud-ouest), Tamanrasset (centre) et Djanet (sud-est) (Aberlenc-Bertossi, 2010).
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En 2019, La superficie dédiée pour la culture du palmier dattier dans Algérie couvre une

superficie estimée à 170082 ha, avec une production de 1136025 Tonnes de dattes, ce qui a

classé l'Algérie parmi les plus grands pays producteurs. Elle occupe le quatrième rang

mondial en termes de production juste après l'Égypte, l'Arabie saoudite et l'Iran (FAOSTAT,

2019).

II.2. Classification botanique de palmier dattier

Le palmier dattier est une monocotylédone de la famille des Areacaceae (anciennement
Palmacées) comprenant de 238 genres (Uhl,1969), plus de 2 800 espèces (Chaouch Khouane,

2022) dont les deux espèces (Phoenix dactylifera L et Phoenix canariensis).

En se basant sur la classification de l’International Code Of Botanic Nomenclature

(Moore, 1963 ; Uhl & Moore, 1971 ; Bransfield, 1999 ; Henderson, 1999 in El-Houmaizi,

2002) sa position systématique est la suivante :

 Embranchement : Angiosperme
 Classe : Monocotylédones
 Ordre : Principes
 Famille : Areacacées
 Tribu : Phoenicées
 Genre : Phoenix
 Espèce : Phoenix dactylifera L.

Le Phoenix canariensis est un palmier très fréquemment planté pour ses qualités

ornementales. L'espèce est endémique aux Canaries, et a été importée à Nice en 1864. Sa

silhouette est à présent emblématique des paysages méditerranéens sa position systématique

est la suivante (Chabaud, 1882) :

 Règne : Plantae

 Division : Magnoliophyta

 Classe : Liliopsida

 Ordre : Arecales

 Famille : Arecaceae

 Genre : Phoenix

 Espèce : Phoenix canariensis
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III. La palynologie

La palynologie est la science qui étudie la forme, la fonction et la composition du pollen

et de la paroi des spores. De bons renseignements peuvent être obtenus en peu de temps

(Walker et al.,1975). À travers les caractères de la paroi externe du grain de pollen, L’étude

du pollen est d’une grande importance pour de nombreuses sciences telles que la génétique, la

géologie, la taxonomie, les études évolutives. L’étude du phénotype du pollen contribue à la

classification des plantes (Al Masoudi et al., 2020).

III.1. Le pollen

Le mot pollen vient du mot grec « pâle » signifiant farine et poussière pollinique

(Alhamidi, 2017).

Constitue les gamètes mâles dans le règne végétal contenus dans les sacs polliniques des

anthères de la fleur. Il sert à féconder la partie femelle de la fleur (Blanc, 2010). Il est alors

transporté par un vecteur animal ou par le vent (Prieu, 2015).

Figure 3. Photo de pollen du palmier dattier.

III.2. Les caractéristiques physico-chimiques du pollen

III.2.1. Caractères structuraux

Malgré certaines différences morphologiques, les graines de pollen présentent une

structure anatomique uniforme. Ils sont constitués d'une partie centrale appelée cellule vivante

entourée d’une membrane appelée « sporoderme » qui protège contre la dessiccation,

l’écrasement, la dégradation par la lumière UV et l'oxydation par l'air (Blanc, 2010).

Chaque grain de pollen présente une couche extérieure dénommée « exine » et une

couche intérieur « intine » (Gastaldi et al., 2020). Ensemble, ils forment L’enveloppe

pollinique (sporoderme) (Ketfi, 2016).
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Figure 4. Schéma de l’organisation interne d’un grain de pollen (Sannier , 2006).

 Exine : elle est imperméable et peu flexible (Sannier, 2006) , L’exine est subdivisée en

deux sous couches, la couche interne non structurée l’endexine, et l’ectexine qui représentent

la couche structurée la plus externe (Ketfi, 2016).

 Intine : elle est très similaire dans sa construction à une paroi cellulaire végétale

(Frenguelli, 2003). Elle entoure la cellule végétative qui contiennent suffisamment de

réserves sous forme d'amidon nécessaires à la croissance du tube pollinique (Gastaldi et al.,
2020).

Figure 5. Différentes couches de la paroi des grains de pollen (Mehdi, 2016).
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III.2.2. Composition chimique du pollen

Le pollen frais est constitué d’eau (5 à 36 %) et de solides (64 à 95 %) (Daoud et al.,
2019), caractérise par un pH neutre et son humidité est très élevée qui dépasse 75 % (Babahani

& Bouguedoura, 2015).

Les taux de glucides dans le pollen varient entre (15% -75%) selon l’espèce (50 % pour

le pollen de palmier dattier). Ces glucides sont les fructoses, les glucoses et le saccharose en

moindre proportion. Le pollen contient des lipides (de 1% - 20%), dont une grande partie

d’acides gras essentiels et une forte proportion de protéines (de 16 à 40 %) contenant tous les

acides aminés connus. Le pollen contient également un certain nombre d’enzymes comme

l’amylase, l’invertase et certaines phosphatases, et des substances antibiotiques actives, On y

trouve aussi des coenzymes (Alhamidi, 2017).

Les études phytochimiques sur le pollen de palmier dattier (DPP) ont identifié la

présence des vitamines telles que B1, B2, B12, A, E et C, des minéraux tels que le zinc, le

sélénium, le fer et le cuivre. Il a également été signalé que (DPP) est riche en flavonoïdes

comme la catéchine et la quercénine (Bentayeb et al., 2018).

La composition chimique du pollen est influencée par plusieurs facteurs : la quantité et

la qualité de l’eau d’irrigation, et la nature des sols agricoles (Altemimi, 2020).

III.3. Les caractéristiques du pollen du palmier dattier

Pour une famille monocotylédone, les Arecaceae possèdent un pollen inhabituellement
varié, non seulement en nombre d'ouverture et en orientation, mais aussi en ornementation

exine (Harley & Baker, 2001).

En termes de forme, il existe des grains de pollen elliptique asymétriques ou sphériques,

des grains de pollen en forme de cerf-volant ou des grains de pollen rectangulaire et parfois

rectangulaire. Des grains de pollen triangulaires, analogue ou asymétriques, des grains de

pollen sphériques ou des grains de pollen oblat sont également indiqués.

De même, la taille représente un large éventail de variations selon les recherches de

Thanikaimoni (1970) (Sannier, 2006).
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Figure 6. Images en microscopie électronique à balayage (MEB) de la morphologie des

grains de pollen de palmiers dattiers (phoenix dactylifera L.) (Soliman & Al-Obess, 2013).

III. 4. La Classification de pollen

Les grains de pollen sont classés selon le type, la quantité et la disposition des apertures.

III. 4.1. Le type

Selon les mesures réalisées en vue polaire et équatoriale, différentes formes d’apertures

peuvent être définies :

• Porus : est régulièrement distribué dans des apertures circulaires au sein de la zone

équatoriale, ou à la surface du pollen.

• Ucus : l’aperture circulaire se trouve dans la zone polaire distale.

• Colpus : l’aperture est plus de deux fois plus longue que large et sont soit situées dans la

zone équatoriale, soit réparties régulièrement sur toute la surface du grain de pollen. Le même

type d’aperture présente dans la zone polaire distale sont appelées « sulcus ».

• Colporus : une aperture composée d’un colpus (aperture au niveau de la sexine) associé à

une endoaperture (aperture au niveau de la nexine) de forme et de taille variable.
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III. 4. 2. la quantité

Dans la nature, on trouve du pollen sans apertures (inaperturé). Dans le cas où le pollen

présente des apertures, un préfixe est ajouté au type d’aperture pour indiquer la quantité

(mono, di, tri, tetra, …). Le préfixe zono ou stéphano est ajouté lorsqu'il y a six ou plus

apertures disposées dans la zone équatoriale.

III. 4. 3. la disposition

Si les apertures se trouvent dispersées sur la surface du grain de pollen, on utilisera le

préfixe panto. Il est également possible d'avoir différents types d’apertures dans le même

grain de pollen. Dans ce cas, il est préfixé par hetero (Gastaldi et al., 2022).

III.5. L’utilisation de pollen de palmier dattier

Le pollen et les produits polliniques sont depuis longtemps utilisés en phytothérapie

traditionnelle (Daoud et al., 2019), pour contenir des bienfaits alimentaires et médicaux élevés
(Muhsin, 2022). Il a été utilisé pour améliorer la fertilité des femmes dans la médecine

traditionnelle asiatique (Abdollahi et al., 2015). D’autre part, les anciens Egyptiens l’utilisaient
comme une nourriture stable. De plus, de nombreux résidents du Moyen-Orient ont consommé

du pollen de palmier le matin, lorsque l’estomac est vide pendant cette période, parce qu’ils

croient que le pollen agit comme une substance anti-poisonnement à laquelle le corps peut être

exposé pendant la journée (Ali, 2011).

Il aide également à activer les selles et prévenir la constipation. Aide à traiter l’anémie en

contenant l’élément de fer. Il est efficace contre les allergies parce qu’il contient du zinc et

réduit le risque de saignement chez les femmes enceintes, car il contient de la vitamine K et

soulage l’acidité et les brûlures d’estomac (Ibrahim et al., 2011).

En outre, il contient de l’estradiol, qui est similaire à l’oestrogène. Le pollen de palmier a

également le potentiel de stimuler les ovaires, où l’œstrogène affecte le processus d’induction

de l’ovulation en raison de son effet sur l’efficacité des hormones FSH (follicle stimulating

hormone) et LH (luteinizing hormone), et l’ovulation se produit (Erhaem, 2014).

Également pour traiter divers troubles, y compris les troubles de la mémoire, les

infections, la fièvre, la paralysie, la perte de conscience et de nombreux troubles neurologiques

(Mohamed et al., 2018).
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III. 6. Les dernières recherches sur le pollen

Le diabète sucré est une maladie épidémique qui est considérée comme un problème de

santé commun dans le monde. Selon la Fédération internationale du diabète en 2013, 381

millions de personnes ont souffert du diabète, et on estime qu’il sera presque doublé d’ici 2030

(Mohamed et al., 2018).

Des études récentes ont montré que le pollen de palmier dattier et ses extraits avaient un

effet hypoglycémiant chez les rats diabétiques, ce qui peut être dû à la teneur phytochimique du

pollen de palmier dattier sous forme de polyphénols, de flavonoïdes et de minéraux. En outre,

ils étaient très efficaces dans la gestion des complications du diabète sucré telles que

l’hyperlipidémie et la perte de poids. Les effets antidiabétiques du pollen de palmier dattier et

de ses extraits hydroéthanoliques peuvent être médiés par l’augmentation de la sécrétion

d’insuline, la stimulation de l’absorption du glucose et de la synthèse du glycogène par les

cellules, et la protection des β-cellules pancréatiques contre le stress oxydatif induit par

l’alloxane et le glucose (Abdel-Shaheed et al., 2021).

En outre, Les suspensions de DPP peuvent avoir un rôle protecteur potentiel contre le

dysfonctionnement de l’axe testiculaire hypophysaire induit par le diabète et les changements

histologiques délétères testiculaires en association avec des actions antihyperglycémiques via

leurs propriétés antioxydantes et leur efficacité à améliorer le taux d’insuline dans le sang et la

fonction des cellules bêta.

Toutefois, d’autres études cliniques sont nécessaires pour évaluer l’efficacité de la DPP

chez les hommes diabétiques (Mohamed et al., 2018).
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IV. Les métabolites secondaires

Selon des études sur la composition chimique et nutritionnelle des grains de pollen de

palmier dattier (Phoenix dactylifera) et ses composants d’éléments métalliques, les graines de
pollen contient des stérols, des flavones, des alcaloïdes, des protéines, des glucides, des

glycosides, composés phénoliques, tanins, terpènes, saponines, coumarines, lignine, huiles et

graisses et l'absence de quinones (AL-Samarai et al., 2016).

Tableau 1. Criblage phytochimique de divers extraits de pollen du palmier (AL-Samarai et

al., 2016).
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IV.1 Définition

Les végétaux possèdent des métabolites dits « secondaires », par opposition aux

métabolites primaires comme les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés varient

selon les espèces et, malgré leur rôle, interfèrent clairement avec la relation entre les plantes et

les organismes qui les entourent. Ceux-ci peuvent être des éléments essentiels dans la

coévolution des organismes et des plantes, comme les parasites, les pathogènes et les

prédateurs, mais aussi les pollinisateurs et les éleveurs. Ces différentes relations ont conduit à

une extrême diversification des composés secondaires (Krief, 2003).

Les métabolites secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures et ont une

distribution limitée au sein de la plante, dont plus de 200 000 structures ont été définies,

démontrant une surprenante diversité structurale. Ces molécules peuvent marquer de manière

unique une espèce, une famille ou un genre de plantes, permettant d'établir une taxonomie

chimique (Hartmann, 2007).

Figure 7. Arborescence des métabolites secondaires

IV.2 Les polyphénols

Les composés polyphénoliques sont généralement désignés comme un groupe diversifié

de composés naturels contenant de multiples fonctionnalités phénoliques. Ces composés se

trouvent couramment dans les plantes supérieures. Ils ont une valeur synthétique, médicinale

et industrielle. Les polyphénols naturels sont connus pour avoir de nombreuses activités

biologiques. Ils s'avèrent être des candidats potentiels pour une utilisation en tant que

médicaments, par exemple les maladies cardiaques, les infections bactériennes, mutagenèse et

les troubles neuraux.
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Figure 8. l’existence des polyphénols dans les sources de nourriture
(Bennetau-Pelissero, 2014).

D'un point de vue chimique, les polyphénols peuvent réagir avec des oxydants à un

électron, ce qui empêche la formation de radicaux libres dans les systèmes biologiques.

(Handique & Baruah, 2002).

IV.2.1 Classification des polyphénols

Les composés phénoliques sont classés en fonction du nombre d'atomes de carbone

dans le squelette de base et ces structures peuvent être libres ou attachées à des esters ou des

glycosides. (Bruneton, 1999). Ils sont communément subdivisés en acides phénoliques

(dérivés de l’acide benzoïque ou dérivés de l’acide cinnamique), flavonoïdes, tanins,

coumarines, lignines,(Cheynier, 2005).

Les polyphénols sont des molécules à plusieurs groupements phénoliques, c'est-à-

dire un noyau aromatique, sur lequel un ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH) sont

présents. Quelques exemples sont donnés avec des sources de nourriture dans la figure 8.

IV.2.2.1. Les acides phénoliques

Selon Bruneton (1999), les phénols simples sont des composés dans lesquels le cycle

benzénique est attaché à un groupe hydroxyle libre ou engagés dans les liaisons

hétérosidiques, éther ou ester. Les acides phénoliques sont des composés formés d'un ou

plusieurs cycles benzéniques avec un ou plusieurs groupes fonctionnels carboxyle. Ils sont

dérivés des acides benzoïque et cinnamique à base de C6-C1 et C6-C3 (Tsao, 2010).L'acide
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Figure 9. Example d'acide phénolique "l'acide gallique" (Szwajgier et al., 2017).

hydroxy-cinnamique est plus fréquents que l'acide hydroxy-benzoïque (Pandey & Rizvi,

2009).

IV.2.2.2. Les flavonoïdes

Les flavonoïdes appartiennent à une grande famille de polyphénols, molécules connues

pour leurs diverses activités biologiques. Les flavonoïdes sont omniprésents dans les plantes

et presque tous les tissus végétaux peuvent synthétiser des flavonoïdes. La diversité naturelle

est également grande. En fait, le nombre de structures flavonoïdes signalées au début des

années 1990 était d'environ 4000 (Harborne, 1994), et plus de 6000 composés naturels qui

sont quasiment universels chez les plantes vasculaires(Ghedira, 2005), et un grand nombre de

molécules sont impliquées dans la structure de base de ces composés. Il est constitué d'un

squelette carboné en (C6-C3-C6) de type phényl-2-benzopyrane. Ces 15 atomes de carbone

séparés entre les deux cycles benzéniques (A et B) sont reliés par une chaîne linéaire de 3

atomes de carbone formant en général un hétérocycle après condensation avec un OH

phénolique du noyau A (Harborne, 1994).

Figure 10. Structure de base des flavonoïdes (SMAIL, 2015).
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IV.2.2.2.1. Rôles des flavonoïdes

IV.2.2.2.1.1. Pour la plante

Dans la physiologie végétale son rôle est la pigmentation, sont impliqués aussi dans la

croissance et la reproduction des plantes (Manach et al., 2004). Ils travaillent également à
protéger le corps contre les agents pathogènes soit origine virale ou bactérienne, prédateurs

comme les insectes (Bravo, 1998).

En particulier, les flavonoïdes sont impliqués dans le transport des électrons dans les

plantes. Lors de la photosynthèse, ils servent à protéger contre les effets nocifs des rayons

lumineux (rayonnement UV) en agissant comme un antioxydant (Havsteen, 2002).

IV.2.2.2.1.2. Pour la santé humaine

IV.2.2.2.1.2.1. Propriétés antioxydantes et piégeurs de radicaux libres

 Les radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui a un ou plusieurs électrons non

appariés dans les couches d'électron voisin. Autrement dit, il n'est pas lié à un électron de spin

opposé. Cela il est très réactif chimiquement avec les éléments voisins Les espèces

radicalaires sont électrophiles et essaieront d'arracher des électrons aux molécules voisines

afin d’apparier leur électron célibataire. Cet état est donc transitoire en microsecondes et le

radical soit reçoit un autre électron, soit transfère l'électron libre à une autre molécule (lipide,

protéine, acide nucléique) afin de rapparier son ou ses électrons célibataires et d’obtenir ainsi

un état plus stable. C'est donc un intermédiaire réactif. Cela conduit à une réaction en chaîne

qui génère de nouveaux radicaux libres, les molécules attaquées par les radicaux libres

devenant à leur tour des radicaux libres. Ils sont indispensables à la vie car ils interviennent

dans de nombreuses fonctions physiologiques lors de la croissance ou de la défense d'un

organisme. En effet, ils interviennent dans le fonctionnement de certaines enzymes (Guillouty,

2016).

 Stress oxydatif

Le stress oxydatif se caractérise par un déséquilibre entre la génération d'espèces

radicalaires et la capacité de défense antioxydante de l'organisme (Durand & Beaudeux,

2011).

La production d’espèces réactives de l’oxygène est utile mais peut être néfaste pour

l’organisme lors d’une production excessive et en l’absence de mécanismes de défense. Cela

peut favoriser l'émergence des cas pathologiques (cancer, maladies cardiovasculaires,
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maladies dégénératives) et le vieillissement prématuré. L'une des principales fonctions

déclenchées par le stress oxydatif est la mort cellulaire programmée ou l'apoptose (Belaïch &

Boujraf, 2016).

Les propriétés les mieux décrites des flavonoïdes sont leurs propriétés antioxydantes et

leur Capacité à inactivent et stabilisent les radicaux libres grâce à leur groupement hydroxyle

(C3-OH) hautement réactif, des radicaux libres comme : Radicaux hydroxyles (OH), anions

superoxydes (O2. –) et radicaux peroxylipides issus des réactions suivantes :

 Propriétés inhibitrices des enzymes

Les flavonoïdes sont des inhibiteurs d'enzymes alpha amylases, alpha glucosidase aldose

réductase, phospholipase A2 et les enzymes de l’inflammation : cyclooxygénase et

lipoxygénase.

 Propriétés anti-inflammatoires

Plusieurs flavonoïdes sont capables de modifier le métabolisme de l’acide arachidonique

plaquettaire, et comme mentionné ci-dessus sont capables d’inhiber et bloquer les enzymes

qui interviennent dans l’inflammation.

 Propriétés hépatoprotecteur

Il est utilisé en médecine traditionnelle depuis des siècles pour traiter les maladies du foie.

 Propriétés anti-allergiques

Les flavonoïdes sont également connus pour leurs effets antiallergiques, agit en inhibant les

enzymes Favorise la libération d'histamine par les mastocytes et basophiles : AMP c

phosphodiestérase et Ca++ ATPase (Ghedira, 2005).

Flavonoïde (OH) + R. → flavonoïde (O.) + RH
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I. But et objectif du travail

Notre travail s’est concentré sur l’étude de la phytochimie du pollen de palmier dattier

(Phoenix dactylifera L et Phoenix canariensis), dans le but d’évaluer les activités

antioxydantes et enzymatique, anti-lithiasique, anti inflammatoire et antifongique dans les

quatre extraits. Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Biochimie (labo 2),

phytochimie (labo 5) et laboratoire de Mycologie (labo 9) du Centre de Recherche en

Biotechnologie (CRBt).

II. Matériel

II.1. Matériel Biologique

Dans notre étude, nous avons utilisé trois types de pollen appartiennent à trois différents

pieds mâles (Dokkars) de l’espèce "Phoenix dactylifera". Ces pieds mâles ont des profils
génétiques différent (Chaouch khouane et al., 2020). Ces pollens ont été récoltés de la

région de Biskra, en période de pollinisation (Mars-Avril), où chaque extrait pour chaque

espèce avait son propre codage (Extrait A, Extrait B, Extrait C). Ainsi, un autre type de

pollen a été récolté à partir d’une autre espèce Phoenix canariensis de la région d’Ali-

Mendjeli, Constantine et utilisée en tant que « Out groupe » pour faire la comparaison codée

par Extrait D(OG).

Notant que ces deux espèces ayant un aspect morphologique très proche, quoique la

première espèce est cultivée et la deuxième espèce est ornementale.

Figure 11. Localisation géographique des régions des échantillons.
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II.2. Réactifs Chimiques et solvants

Dans cette étude nous avons utilisée :Extraits(A,B,C,D(OG)), Eau distillé, Méthanol,

FCR (Folin-Ciocalteu réactif), Na2CO3 de 7,5% (Carbonate de sodium), Acide Gallique,

Potassium acétate(CH3COOK)1 M, Nitrate d’aluminium (Al(NO3)2,9H2O)10%, Quercetin,

DPPH, ABTS, K2S2O8, Acide trichloracétique (TCA), Potassium ferricyanide

K3Fe(CN)6 ,Ferric chloride FeCl3,Phosphatebuffer(pH=6.6), Phenanthroline, Gaiacol,

Na2HPO4 ,NaH2PO4 ,Pomme de terre, Peroxyde d’hydrogène,Pyrocatéchol, Enzyme α-

amylase 1U, Amidon0.1%, HCl 1M, Solution IKI, BSA, Tampon tris HCl,Tampon

phosphate(PH 6.9),Chlorure de calcium (CaCl2), d’oxalate de sodium (Na2C2O4),Tampon Tris

à pH 6.5,NaOH , Acide ascorbique et le trolox, Voltarène, Acide citrique, Acarbose, DMSO,

Champignon (Fusarium Oxysporum ) , Agar , Glucose .

II.3. Matériel du laboratoire

Balance de précision de type Kern, Agitateur Magnétique de type Heidolph, pompe à

vide de type Buchi V-710 Vacuum Pump, Evaporateurs Rotatif de type Buchi R-200,

Ultrason de type Elma, Vortex de type WIZARD Advanced IR Vortex Mixer, Etuve de type

Memmert, Bain Marie de type Julabo sw 22,Hotte chimique de type SHINSAENG,

Micropipette de type Eppendorf, Lecteur de Microplaque de type EnSpire Multimode Plate

Reader – Perkin-Elmer, Spectro- Photometre HILIOS EPLSILON Microscope inverséde type

Leica D M1000.

III. Méthodes

III.1. Préparation des extraits méthanolique

III.1.1. Extraction solide-liquide

Cette technique est effectuée par la macération qui est une technique d’extraction la plus

simple, elle consiste en la mise en contact de 8 g du matériel végétal pollen avec un système

solvant MeOH/H2O estimée à 32 ml dans une proportion de (80/20, v/v). Le mélange est

soumis à une agitation à l’aide d’un agitateur magnétique durant 24 heures à température

ambiante (environ 20°C). L'extraction a été répétée trois fois pour chaque échantillon avec

renouvellement du solvant chaque 24 h pour obtenir le maximum des métabolites secondaire.

Après macération le mélange a été filtré à l’aide d’un papier filtre.
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Figure 12. Le pollen de palmier dattier sous forme poudre.

III.1.1.2. Evaporation

Les filtrats des quatre échantillons ont été rassemblés et évaporé en utilisant un

évaporateur rotatif (Figure 13) L’élimination des solvants a été réalisée à 40°C et à pression

réduite permettant ainsi la préservation des constituants de la dégradation thermique. Les

résidus ainsi obtenus sont récupérés, pesés, et stockés.

Figure 13. Evaporateur rotatif.
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Figure 14. Protocole d’extraction des métabolites secondaires.

III.1.1.3. Rendement d’extraction
Nous pouvons déterminer le rendement des extraits en calculant le rapport suivant selon

(Chniti, 2015) :

R : rendement (%).

PEB : poids de l'extrait brut (g).

PMV : poids de matière végétale (g).

R (%) = (PEB/PMV) x100
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III.2. Préparations des échantillons

Une quantité de 20 milligrammes de chaque extrait, a été dissoute dans 1 ml du

méthanol, c’est à partir de cette dernière qu’une série de 7 dilutions a été réalisée dans des

microtubes de 1.5 ml comme montré dans la (figure15) :

Figure 15. Série de dilutions et concentration respectives de chaque extrait.

La série de dilutions a été effectuée et utilisée pour évaluer le dosage et les activités

antioxydantes et enzymatique, anti-lithiasique dans des microplaques. Les absorbances sont

ainsi mesurées à l’aide d’un lecteur de microplaque (EnSpire Multimode Plate Reader -

PerkinElmer) (Figure 16).

Figure 16. Lecteur de microplaque.
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Pour évaluer l’activité anti-inflammatoire l’absorbance est mesurée à l’aide d’un

Spectrophotomètre (HILIOS EPLSILON) (Figure 17).

Figure 17. Spectrophotomètre à cuve.

IV. Dosage des polyphénols

IV.1. Dosage des polyphénols totaux (TCP)

•Principe

La teneur en polyphénols totaux est déterminée à l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu

(FCR). Selon une méthode de dosage sur microplaque décrite parMüller et al., (2010).

Le réactif FCR, qui consiste à un mélange d'acide phosphotungstique (H3 PW12O40) et

d'acide phosphomolybdique (H3 PMo12 O40), est réduit, lors de l’oxydation des phénols, en

mélange d'oxydes de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O23). La coloration bleue

produite est proportionnelle à la teneur en phénols totaux et possède une absorption maximum

aux environs de 750 -765 nm.

• Mode opératoire

Un volume de 20 μl de chaque extrait (1 mg/ml) a été transféré dans une microplaque de

96 puits. Ensuite, 100 μl du réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) avec une dilution de 1/10, et 75

μl de carbonate de sodium (Na2CO3) (7,5 %) ont été ajoutés. Après incubation pendant 2

heures à température ambiante dans l'obscurité, l'absorbance à 765 nm a été mesurée à l'aide

d'un lecteur de microplaques Un blanc est préparé de la même manière en remplaçant l’extrait

par le solvant utilisé (Méthanol). La teneur en polyphénols a été déterminée à partir d'une

courbe standard préparée avec de l'acide gallique et est exprimé en μg équivalent acide

gallique par mg d’extrait (μg EAG/mg).
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• Gamme d’étalonnage de l’acide gallique

Une quantité de 1 mg d’acide gallique est dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir

la solution mère (SM), les dilutions sont préparées dans des microtubes de 1.5 ml (figure 18).

Figure 18. Série de dilutions et concentration respectives d’acide gallique.

• Mode opératoire

Les dilutions de l’acide gallique sont traitées de la même manière décrite précédemment

pour les extraits.

IV.2. Dosage des flavonoïdes (TFC)

•Principe

La méthode repose sur le principe de dosage directe par le chlorure d’aluminium, en

effet les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible

de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunâtre par chélation de l’ion

Al3+ ; la coloration jaunâtre produit est proportionnelle à la quantité de flavonoïdes présente

dans l’extrait (Ribereau-Gayon, 1968).

•Mode opératoire

Le dosage des flavonoïdes totaux est déterminé selon la méthode de Topçu et al., (2007)
avec quelque modification. 50 µl de chaque extrait (1 mg/ml) sont transférés dans une

microplaque 96 puits. Ensuite, 130 µl méthanol (MeOH) et 10 µl Potassium acétate

(CH3COOK) et 10 µl nitrate d’aluminium (Al (NO3)2,9H2O) ont été ajoutés respectivement.

Après incubation pendant 40 minutes à température ambiante dans l'obscurité, l'absorbance à

415 nm a été mesurée à l'aide d'un lecteur de microplaques. En parallèle, un blanc échantillon

est préparé en remplaçant les réactifs par le méthanol (50 µl extrait + 150 µl méthanol).
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Les concentrations en flavonoïdes sont déterminées à partir d’une courbe d’étalonnage

tracée utilisant la quercétine comme standard. Les résultats sont rapportés en termes de μg

équivalent de quercétine par mg d’extrait (μg EQ/mg).

• La préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine :

Une quantité de 1 mg de la Quercétine est dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir

la solution mère (SM), les dilutions sont préparées dans des microtubes de 1.5 ml (figure 19).

Figure 19. Série de dilutions et concentration respectives la Quercétine.

• Mode opératoire

Les dilutions de la quercétine sont traitées de la même manière décrite précédemment

pour les extraits.

V. Evaluation de l’activité antioxydante

L’évaluation de l’activité antioxydante d’un produit peut se réaliser selon plusieurs

méthodes. Au cours de cette étude nous avons effectué les tests suivants :

V.1. Activité antiradicalaire par le test DPPH

•Principe

Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et centré par l’azote

qui porte un électron impair. Il est de couleur violet foncé. En présence d’antioxydants, il

réagit avec eux par l'intermédiaire de deux mécanismes différents : une abstraction directe de

l'hydrogène des groupes d'hydroxyles ou un processus de transfert d'électron, pour former un

produit final stable qui est le diphényl-b picrylhydrazine coloré en jaune et qui absorbe à 517

nm (Blois, 1958).
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Figure 20. Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Ningjian & David ,

2014).

• Mode opératoire

Le test anti radicalaire est réalisé selon la méthode de Blois, (1958). Dans une

microplaque 96 puits. Un volume de 160 µl de la solution DPPH ont été ajoutés à 40 µl de

différentes concentrations d'extrait et incuber pendant 30 minutes à l'obscurité. Un contrôle

négatif (blanc) est préparé en remplaçant l’extrait avec du méthanol. La lecture se fait dans un

lecteur de microplaque à 517 nm. Les mesures ont été répétées trois fois et comparé à l’acide

ascorbique et le trolox comme standards. L`activité anti oxydante de notre échantillon est

exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH en suivant l’équation (Blois, 1958) :

Abs contrôle : correspond à l’absorbance du contrôle.

Abs échantillon : correspond à l’absorbance de l‘échantillon.

V.2. Test de l’activité ABTS

•Principe

Le radical cation de l‘acide 2,2‘-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) est

stable à l'état libre. Dans cette méthode, une solution du cation ABTS•+ de couleur bleue est

préparée au préalable par la réaction de l’ABTS (forme réduite) avec le persulfate de sodium

(oxydant) pendant 16h. La réduction de l’ABTS•+ par l’addition d’un antioxydant entraine la

décoloration de la solution bleue dont l’absorbance est mesurée par spectrophotométrie à

%Inhibition = [(Abs contrôle – Abs échantillon) / Abs contrôle] x 100



Partie III Matériel & méthodes

27

734 nm. Cette diminution, dépend de l’activité antioxydante du composé testé mais souvent

aussi du temps et de la concentration déterminée par la méthode de Re et al., (1999).

Figure 21. Oxydation de l’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS+•

(Gülçin, 2012).

• Mode opératoire

La méthode rapportée par Re et al., (1999) est utilisée pour déterminer la capacité des
extraits étudiés à réduire le radical ABTS•+. La solution de l’ABTS•+ est préparée en faisant

réagir 7 mM d’ABTS avec 2.45 mM de persulfate de sodium (K2S2O8) pendant 12-16h.

L'absorbance de la solution concentrée est ensuite ajustée à 0,700 ± 0,020 à la longueur

d’onde 734 nm avant l’usage. Ensuite, 40 μl de chaque extrait à différentes concentrations et

160 μl de la solution ABTS•+ sont mélangés dans une microplaque. Après 10 min de réaction

à température ambiante, la lecture de l’absorbance est effectuée à 734 nm en utilisant le

lecteur de microplaque. Le test est répété 3 fois. Une 4ème répétition est préparée comme

blanc en faisant réagir 40 μl d’eau et 160 μl de la solution ABTS. L’acide ascorbique et le

trolox sont utilisés comme des standards. L’activité antioxydante de nos échantillons est

exprimée en pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ suivant l‘équation (Re et al., 1999) :

Abs contrôle : correspond à l‘absorbance du contrôle.

Abs échantillon : correspond à l‘absorbance de l‘échantillon.

%Inhibition = [(Abs contrôle – Abs échantillon) / Abs contrôle] x 100
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V.3. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

•Principe

La méthode de pouvoir réducteur est utilisée pour mesurer la capacité réductrice des

ions de fer. Dans cette méthode, le fer ferrique complexé au ferrocyanure (Fe3+(CN)6) est

réduit en fer ferreux (Fe2+(CN)6) présentant une couleur bleue-verte avec un maximum

d’absorption à 700 nm (Hsu et al., 2006).

Figure 22.Mécanisme réactionnel du test FRAP (Ben-Moussa et al., 2020).

• Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des différents extraits est estimé en appliquant la méthode

d’Oyaizu, (1986) avec quelques modifications. La réaction est effectuée dans une

microplaque à 96 puits. Un volume de 10 μl d’extrait est additionné à 40 μl du tampon

phosphate (pH=6.6) et 50 µl du potassium ferricyanide (1%) K3Fe (CN)6. L’ensemble est

incubé à 50°C pendant 20 minutes. Un volume de 50 µl d’acide trichloracétique (TCA) (10%)

est ajouté par la suite, puis 40 µl d’H2O et 10 µl de ferrichloride FeCl3 (0.1%) sont ajoutés

respectivement. Un blanc est préparé dans les mêmes conditions en remplaçant l’extrait par le

méthanol. L’absorbance est mesurée à une longueur d’onde de 700 nm. L’acide ascorbique et

le trolox sont utilisés comme des standards. L`activité antioxydante liée au pouvoir réducteur

des extraits est exprimée en A0.5 qui exprime la concentration d’extrait à 0.5 d’absorbance.

V.4. L’activité Phénanthroline

•Principe

Cette méthode est basée sur la réduction des ions fer (III) (Fe3+) en fer (II) à partir de

complexes 1,10-phénanthroline-Fe (III) par des antioxydants. L’ion ferreux forme
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spécifiquement un nouveau complexe 10-phénanthroline-Fe (II) rouge-orange qui absorbe au

maximum à 510 nm (Szydlowska-Czerniaka, 2008).

Figure 23. Formation de complexe Fe+2 –Phenanthroline (Agustina et al.,2015).

• Mode opératoire

Selon la méthode Szydlowska-Czerniaka, (2008) on peut mesurer la capacité des

extraits à réduire le fer ferrique dans le complexe phénanthroline-Fe (III). Sur une

microplaque à 96 puits, 10 μl d’extrait sont mélangés avec 50 μl FeCl3, (0,2%), 30 μl

phénanthroline (0,5%), et 110 μl de méthanol. Le mélange est incubé à température ambiante

pendant 20 minutes, puis l'absorbance est mesurée à 510 nm. Un blanc est préparé dans les

mêmes conditions en remplaçant l’extrait par le MeOH. Les résultats sont rapportés en A0.5

L’acide ascorbique et le trolox sont utilisé comme des standards.

VI. Les activités inhibitrices des enzymes

VI.1. Activité anti–brunissement enzymatique

• Principe

Activité browning enzymatique au niveau de tissus des fruits et légumes. Cette réaction

est due aux deux enzymes polyphénol oxydase (PPO) et peroxydase (POD). Et leur inhibition

est nécessaire pour réduire la possibilité de dégradation. Donc importance de l’Activité anti-

browning il a été prouvé que l’acide chlorogénique était plus efficace pour inhiber l’activité

peroxydase (Hemeda & Klein, 1990).

La méthode rapportée par Ponce et al., (2004) est utilisée pour évaluer cette activité le
protocole est suivi avec quelques modifications.
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VI.1.1. L’activité anti-peroxydase (POD)

• Mode opératoire

Un volume de 40 µl de chaque extrait à différentes concentrations et mélangé avec 60

µl d’extrait enzymatique (E) (Annexe 5). Après l’incubation du mélange pendant 5 min à

25°C, 200 μl du substrat (S1) sont ajouté. Un contrôle négatif est préparé en remplaçant

l’extrait par le méthanol. L’absorbance du mélange réactionnel est mesurée à 470 nm. La

relation suivante permet le calcul des pourcentages d’inhibition :

Activité enzymatique initiale (Ai) : Δ DO/min mesurée en absence d’extrait.

Activité enzymatique résiduelle (Ar) : Δ DO/min mesurée en présence d’extrait.

VI.1.2. L’activité anti-polyphénoloxydase (PPO)

• Mode opératoire

Un volume de 100 µl de chaque extrait à différentes concentrations est transféré dans la

microplaque 96 puits. 40 µl de l’extrait enzymatique (E) (Annexe 5) ,60 µl de tampon

phosphate (0.05 M, pH = 6.8) sont rajoutés respectivement, Après l’incubation du mélange

pendant 5 min à 25°C. Un volume de 100 µl de solution de pyrocatéchol à 0.2 M est ajouté.

Un blanc est préparé en remplaçant l’extrait par le méthanol. L’absorbance est mesurée par la

suite à une longueur d’onde de 420 nm.

.

Activité enzymatique initiale (Ai) : Δ DO/min mesurée en absence d’extrait.

Activité enzymatique résiduelle (Ar) : Δ DO/min mesurée en présence d’extrait.

VI.2. Inhibition de l’α-amylase

• Principe

L’α-amylase décompose l'amidon en composés non complexes qui ne peuvent pas

réagir avec l'iode. L'inhibition de l'α-amylase par des inhibiteurs provoque une accumulation

d'amidon, qui réagit avec l'iode pour former un complexe bleu-noir, dont l'absorbance est

mesurée à 630 nm (Zengin et al., 2014).

Taux d’inhibition (%) =

Taux d’inhibition (%) =
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• Mode opératoire

Cette activité est déterminée selon la méthode de Zengin et al., (2014) avec de légère
modification. Sur une microplaque à 96 puits, Un volume de 25 μl de chaque extrait à

différentes concentrations sont mélangés avec 50 μl de la solution d’α amylase (1 U/ml dans

le tampon phosphate, 100 mM, pH=6,9, 6 mM NaCl). Après l’incubation du mélange pendant

10 min à 37 °C. Un volume de 50 μl d’amidon 0.1% est ajouté, le mélange est incubé une

deuxième fois pendant 10 min à 37°C. Enfin, un volume de 25 µl d’HCl (1 M) est ajouté pour

stopper la réaction. Afin de révéler l’activité enzymatique un volume de 100 μl de l’IKI

(Annexe 6) est ajouté à tous les puits. L’absorbance est mesurée à 630 nm. En parallèle, un

blanc est préparé en mettant 20 μl de méthanol avec 50 μl solution d'α-amylase et 50 μl

solution d'amidon et 25 μl de HCl et 100 μl d’IKI.

La relation suivante permet le calcul des pourcentages d’inhibition (Zengin et al.,
2014) :

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCl+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]

Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+Vol de solvant d’extrait]

As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCl]

Ab=Absorbance [Extrait+IKI+125 µl de tampon]

VII. Evaluation du pouvoir anti-lithiasique

Dans notre travail, on s’intéresse à évaluer le pouvoir inhibiteur des extraits de DPP sur la

cristallisation oxalocalcique In vitro, suivi par une étude microscopique selon la méthode de

Abu Zarin et al., (2020) avec quelques modifications.
L’évaluation de l’activité anti-lithiasique est effectuée sur une microplaque 96 puits

utilisant différentes concentrations d’échantillon. Pour cela, une série de 6 dilutions a été

réalisée dans des microtubes de 1.5 ml (figure 24).

%Inhibition=1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/ (Ac-Ae)]
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Figure 24. Série de dilutions et concentration respectives de chaque extrait pour évaluer

l’activité anti-lithiasique.

VII.1. Test de nucléation

•Principe

Afin de connaître l’effet des extraits sur la formation des calculs (formation d'oxalate de

calcium) le test de nucléation est lancé dans une microplaque à 96 puits.

•Mode opératoire

Un essai de nucléation a été effectué selon la méthode décrite par Abu Zarin et al.,
(2020) avec quelques modifications. Le chlorure de calcium (CaCl2) (4 mmol/l) et l’oxalate

de sodium (Na2C2O4) (7,5 mmol/l) ont été préparés dans un tampon Tris (Tris 0.05 mol/l et

NaCl 0.15 mol/l) à pH= 6.5. Sur une microplaque à 96 puits, un volume de 80 μl de solution

de chlorure de calcium (CaCl2) est mélangé avec 40 μl de chaque extrait à différentes

concentrations. Ensuite 40 μl d’Oxalate de Sodium a été ajouté au mélange pour induire la

réaction de cristallisation. Le mélange a été incubé à 37 °C. L’activité de nucléation a été

estimée en comparant la densité optique en présence d’eau distillée. L’acide citrique a été

utilisé comme standard. La réaction d’inhibition a été mesurée à une absorbance de 620 nm à

l’aide d’un lecteur de microplaques pour 0, 30, 60, 180 et 360 min.



Partie III Matériel & méthodes

33

VII.2. Test d’agrégation

•Principe

L’étude a été poursuivie pour déterminer l’effet des extraits contre le démantèlement de

complexe COM (cristaux monohydratés) dans une microplaque 96 puits In vitro.

•Mode opératoire

L’agrégation des cristaux d’oxalate de calcium (CaOx) a été déterminé par la méthode

de Abu Zarin et al., (2020) avec une légère modification. Le CaOx cristaux monohydratés

(COM) ont été préparés par mélange chlorure de calcium (50 mmol/l) et oxalate de sodium

(50 mmol/l). Les deux solutions sont mélangées dans un bain d’eau pendant 1 h à 60 °C pour

la formation de cristaux de COM. les cristaux ont été refroidis à 37 °C. Les cristaux COM ont

été préparés à une concentration finale de 0.8 mg/ml dans un tampon tris (Tris 0,05 mol/l et

NaCl 0,15 mol/l) à un pH de 6,5. 40 μl d’extraits ont été ajoutés à la solution de cristaux

COM (120 µl) et incubée à 37 °C pour 360min. Avec l’utilisation de l’acide citrique comme

standards. L’activité d’agrégation a été estimée par mesure de la turbidité en utilisant un

lecteur de microplaque en présence de l’extrait contre un témoin par mesure de l’absorbance à

620 nm pour 0, 30, 60, 180 et 360 min. Les pourcentages d’inhibition de la nucléation et de

l’agrégation ont été calculés comme suit (Abu Zarin et al., 2020) :

Abs contrôle : correspond à l‘absorbance du contrôle.

Abs échantillon : correspond à l‘absorbance de l‘échantillon.

VII.3. Etude microscopique par microscope optique

Les échantillons obtenus par nucléation et agrégation sont observés au microscope

inversé équipé d’un appareil photo numérique à 10X grossissement pour visualiser les

cristaux d’oxalate de calcium formation et inhibition.

VIII. Anti-inflammatoire

Principe

L’activité Anti-inflammatoire In vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu,
(2013) avec quelques modifications. Le principe consiste à l’inhibition de dénaturation

thermique (72°C) du BSA par les extraits.

%Inhibition = [(Abs contrôle -Abs échantillon) / Abs contrôle] x 100
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Figure 25. La méthode de manipulation de l'activité anti-inflammatoire.

Protocol expérimental

Quatre concentrations différentes ont été préparées à partir des solutions mères en

utilisant de l’eau distillée comme solvant pour faire une cascade de dilution. 0,5 ml de chaque

extrait 16 mg dans 4 ml a été transféré dans quatre tubes 0,5 ml de BSA a été ajouté par la

suite à tous les tubes.

En parallèle, des blancs étés préparés pour chaque concentration d’extrait en ajoutant

0,5 ml l’eau distillé à 0,5 ml d’extrait. Un control positif de la dénaturation du BSA est

préparé par 0,5 ml de BSA et 0,5 ml de Tampon Tris-HCl. Après refroidissement des tubes La

turbidité est mesurée à 660 nm par spectrophotomètre à cuve. Le Diclofénac de Sodium est

utilisée comme standard (Bertrade & Hamzaoui, 2022) (figure 25).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit

(Kandikattu, 2013) :

% inhibition= [Abs control – (Abs extrait –Abs blanc extrait) / Abs control] x 100
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PI (%) = (C – T) / C) x 100

Abs contrôle : correspond à l‘absorbance du contrôle.

Abs extrait : correspond à l‘absorbance de l‘échantillon.

IX. Activité antifongique

Principe

L’activité antifongique In vitro consiste a déterminé l’inhibition de la croissance de

champignon « Fusarium oxysporum » en milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar), contenant le

complexe à tester (Song et al., 2004).

Protocol expérimental

Pour ce faire, nous avons tout d’abord préparé un milieu de culture PDA, environs 280

g de pomme de terre sont bouilli dans de l'eau distillée, puis filtré dans un erlenmeyer qui

contient 21 g de glucose, le mélange est bien agité pour que le jus de pomme de terre et le

glucose soit bien homogénéisé ; l’agar est ensuite ajouté sous agitation avant de stériliser le

milieu pendant 2h à 121 °C. Après stérilisation et le refroidissement du milieu, les extraits

sont ajoutés dans les dilutions déterminées (600 µg /ml ;400 µg /ml ;200 µg /ml). Enfin le

milieu est coulé dans sous hotte dans des boites de pétris à raison de 25 ml par boite. En

parallèle, deux boites de pétri ont été utilisé comme contrôle positif et négatif contenant le

milieu PDA sans aucune addition et le milieu PDA additionné par 1 ml de DMSO

respectivement. Un disque de 5 mm de diamètre est prélevé sur une jeune culture fongique du

champignon Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL) strain 4287 (disponible au niveau

du laboratoire de mycologie au CRBt) est déposé aseptiquement au centre de la boîte de pétri

contenant le milieu PDA et l’extrait a étudié. Après 6 jours d'incubation à 25°C, la croissance

mycélienne de l'agent phytopathogène est mesurée à l'échelle millimétrique et les résultats

sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance radiale dans les milieux contenant

des extraits par rapport au contrôle selon la formule (Dennis et al., 1971).

PI : Pourcentage d‘inhibition.

C : Croissance radiale de l'agent phytopathogène en mm sur milieu PDA avec DMSO

(témoin).

T : Croissance radiale, en mm, de l'agent phytopathogène sur milieu PDA contenant le

complexe à tester.

La lecture est faite après 4-7 jours d’incubation à 25°C.
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X. Analyse Statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne ± SD d’analyses en trois

essais. Les valeurs d’IC50 (Concentration d’inhibition à 50%) et A0.5 (concentration réductrice)

sont calculées par la méthode de régression linéaire.

Le test ANOVA à un seul facteur suivi par un test de multi-comparaison tukey a été

utilisé dans le but de déterminer la différenciation entre les types de pollen utilisés. Les

résultats sont exprimés en moyenne ± l’erreur standard avec un seuil de significativité

p ≤ 0.05. Tous les calculs ont été effectués par le logiciel XL STAT 2016.



Résultats & discussion
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I. Extraction et quantification des antioxydants

I.1. Rendement d’extraction des polyphénols

Les rendements d’extraction pour les quatre extraits sont reportés dans la figure

suivante :

Figure 26. Rendement d’extractions en pourcentage des extraits.

Les résultats obtenus montrent une variabilité des rendements entres les quatre extraits.

Les pourcentages varient entre 5.75% et 12.49%. L’extrait B, donne le rendement le plus

élevé (12.49%) suivie par l’extrait C et A (11.38% et 10.64% respectivement). Cependant,

l’extrait D (OG) présente le rendement le plus faible 5.75% (Figure 26).

II. Analyse quantitative des composés phénolique

II.1. Quantification des polyphénols totaux (TPC)

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques,

résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques très importantes. De même

pour les flavonoïdes qui sont considérés comme la classe la plus importante des polyphénols

(Ramalho & Jorge, 2006). Les teneurs en polyphénols totaux ont été déterminés par la

méthode de folin-ciocalteu (FCR) contre l’acide gallique comme standard, le maximum
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d’absorbance est évalué à 765 nm. Le FCR est réduit en un complexe bleu lorsque le

polyphénol est oxydé. L'intensité de la couleur est proportionnelle à la teneur en composés

phénoliques oxydés (Boizot & charpentier, 2006).

Figure 27. Photo de la microplaque du dosage des polyphénols totaux.

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage ayant l’équation :

(Y=0.0079X+0.09) avec R2 =0.9809. La quantité des polyphénols a été déterminé par

extrapolation sur la courbe du standard et rapportée en μg équivalent acide gallique par mg de

poids sec de l’extrait (μg EAG/mg PS).

Figure 28. Courbe d’étalonnage de l’acide gallique.
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Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’histogramme (figure 29).

Figure 29. Evaluation des polyphénols totaux des extraits DPP.

Les résultats montrent que l’extrait A est le plus riche en polyphénols avec une teneur

de 36.49±2.00 μg EAG/mg, suivi par les extraits C et B (28.73±1.79 et 27.53±0.44 μg

EAG/mg d’extrait, respectivement). Enfin, l’extrait D qui est le plus pauvre en polyphénols

13.54±0.179 µg EAG/mg. D’après les résultats obtenus dans notre étude basés sur l’analyse

de la variance ANOVA et le test de multi-comparaison Tukey des extraits de pollen. Une

différence significative (p< 0.05) a été observée entre les extraits, néanmoins les deux extraits

B et C sont proche appartiennent au même groupe.

Dans une étude réalisée par Benouamane et al., (2022) sur des échantillons de pollen
de palmier dattier (Phoenix dactylifera) de différents types de cultivars DN qui ont été

collectés au printemps 2019/2020 dans le Jardin des Ferdous de l'Etat algérien de Biskra,

montre que la quantité en polyphénols totaux la plus élevée a été trouvée dans l’extrait

acétonique suivi par l’extrait éthanolique et méthanolique (20±4a, 13±2c et 7±0.9 mg GAE/g

DW, respectivement). La teneur en polyphénols totaux dans l’extrait méthanolique est plus

faible à celui trouvé dans notre étude. En revanche, la quantité de polyphénol dans l’extrait

éthanolique est égale à la quantité recueillie dans l’extrait D de notre étude.

Une autre étude, cette fois tunisienne de Daoud et al., (2019), sur deux échantillons de
DPP en avril 2014 collectés dans deux régions tunisiennes (Tozeur et Kerkennah), où chaque

extrait prenait un codage indiquant sa région (DPP-T et DPP-K respectivement). Les résultats
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ont montré que la DPP-T extraite avait en général une teneur en polyphénols plus élevée que

la DPP-K extraite, et cette teneur augmentait avec l'augmentation de la polarité du solvant.

Les résultats obtenus par ces chercheurs ont montré que le rendement des matières

aqueuses est l'un des meilleurs solvants pour l'extraction des composés phénoliques par

rapport aux autres solvants pour la DPP-T extraite, puisque sa quantité a été estimée à 237,74

9,58 mg/g, suivi par d'autres extraits (acétone 213,36±5,72, éthanol 211,11±10,02,

chloroforme 133,14±6, éthyle 100,36 ±4,69, hexane 5,40 ±0,87 mg GAE/g de l’ordre) Ces

résultats sont relativement élevés par rapport à nos extraits au méthanol.

Tandis que dans DPP-K extraite. L'extrait acétonique est riche en composés phénoliques

avec une teneur de (197,62 ±7,41 mg GAE/g), suivi des extraits aqueux et chloroformiques.

Hexane et Éthyle avec teneur (180.04 ±6.72, 53.53± 5.30, 48.29± 2.81, et 31.93 ±1.62 mg

GAE/g respectivement) ces valeurs sont significatives par rapport aux valeurs obtenues dans

nos extraits méthanolique. Alors que l'extrait à l'éthanol a le rendement le plus faible de 13,42

0,95 mg GAE/g, ce résultat est relativement similaire à celui de l'extrait D méthanolique dans

notre étude. La différence des résultats est probablement liée à la différence dans des facteurs

saisonniers ou la région où ils sont cultivés.

II.2. Quantification des flavonoïdes totaux (TFC)

La détermination quantitative des flavonoïdes a été effectuée par la méthode de

trichlorure d’aluminium, elle se base sur la formation d’un complexe flavonoïde-ion

d’aluminium (Al3+), ayant une absorbance maximale à 430 nm. La couleur jaune produite

indique la présence des flavonoïdes dans le mélange réactionnel. La quercétine a été utilisée

comme étalon, les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage ayant

l’équation : Y=0.0085X+0.0241 avec R2=0.9915. La quantité des flavonoïdes a été rapportée

en μg d’équivalent de la quercétine par mg de poids sec de l’extrait (μg EQ/mg PS).
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Figure 30. Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

Les résultats du dosage des flavonoïdes sont illustrés dans la figure au-dessous.

Figure 31. Evaluation des flavonoïdes des extraits DPP.
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D’après la (figure 31), les extraits C et D représentent les extraits les plus riche en

flavonoïdes avec 10.94±1.17 et 9.61±0.07 μg EQ/mg d’extrait, respectivement. Suivi par les

extraits A et B qui ont montré les teneurs les plus faible avec 7.07±1.11 et 6±0.31 μg EQ/mg

d’extrait respectivement.

D’après les résultats de notre étude basés sur l’analyse de la variance ANOVA et le test

de multi-comparaison Tukey des extraits de pollen. Les deux extraits B et A sont proche

appartiennent au même groupe alors que les deux extrait C et D apparteinnent à un autre

groupe.

Selon Benouamane et al., (2022) l’extrait acétone avait la plus forte teneur en

flavonoïdes avec (12.7±1.2a mg EQ/g PS), suivi par l’extrait méthanolique avec (7.2±1.2b mg

EQ/g PS) Cette valeur est proche de celle que nous avons obtenu dans l'extrait A de notre

étude. Alors que l’extrait éthanoïque possède la teneur la plus basse (5.2±0.9b mg QE/g DW)

par rapport aux extraits de cette expérience et de la nôtre.

Dans une autre étude réalisée par Daoud et ses collaborateurs en (2019), ils ont trouvé

que le meilleur solvant pour l'extraction des flavonoïdes est le solvant acétone avec une teneur

de 75.10±4.37mg GAE/g pour la DPP-T extraite suivi par l’extrait aqueuse 73.59±5.62 mg

GAE/g et l’extrait éthyle 69.72±3.76 mg GAE/g, puis l’extrait éthanolique et chloroformique

avec des teneurs de 22.25±2.86 et 7.69±1.13 respectivement. Alors que l’extrait Hexane

possède la teneur la plus basse 5.40± 0.87 mg GAE/g par rapport aux extraits de cette

expérience et de notre expérience.

Tandis que l'extrait acétonique est riche en composés flavonoïdes avec une teneur de

(30.85±1.98 mg GAE/g) dans DPP-K extraite Suivi par l’extrait aqueuses (27.05± 1.84 mg

GAE/g). Ces résultats sont relativement élevés par rapport à nos extraits au méthanol. Alors

que les extraits d’Éthyle et Hexane contiennent la quantité de chloroforme égale à ce que nous

avons obtenu dans nos résultats (9.48±1.51, 8.85±0.83 mg GAE/g respectivement). Alors que

l’extrait éthanolique et Chloroformique possèdent la teneur la plus bas (4.29 ±0.31, 3.79±0.26

mg GAE/g respectivement) par rapport aux extraits de cette expérience et de notre expérience.

A travers nos expériences et celles d’autres chercheurs, il a été observé que les

polyphénols et flavonoïdes présents dans tous les extraits de PPD avec des teneurs différentes

d'un extrait à l'autre. Ceci est cohérent avec ce qu'Abdel-Shaheed et al., (2021) ont trouvé,
car ils ont confirmé que le pollen du palmier dattier égyptien (variété Al-Hayani), qui a été

acheté sous forme de poudre fin Mars 2020, contenait des polyphénols et des flavonoïdes,
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mais avec différents compositions et concentrations chimiques. Les mêmes résultats sont

atteint par El-Kholy et al., (2019).
Autres facteurs peuvent influencer le rendement de TPC et TFC tels que les méthodes

d’extraction, les facteurs génétiques, les variations géographiques, les changements

climatiques, la qualité du sol et la saison de récolte (Daoud et al., 2019 ; TAMMA et al.,
2020).

III. Evaluation de l’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes utilisées pour déterminer l'activité antioxydante d’un

échantillon. Dans cette étude, les propriétés antioxydantes des extraits méthanoliques de DPP

ont été déterminées par les quatre méthodes suivantes : Le piégeage du radical libre DPPH, la

réduction du radical-cation ABTS, le test du pouvoir réducteur FRAP et l’activité de

phénanthroline.

III. 1. Activité antioxydante par le test de piégeage du radical DPPH

L’activité antioxydante des quatre extraits DPP (méthanolique) vis-à-vis du radical

DPPH a été évaluée par spectrophotomètrie en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne par son passage de la couleur violette à la couleur jaune mesurable à 517 nm.

La cinétique de décoloration de ce radicale a été suivie après addition de 40 µl de chacune des

concentrations A, B, C, D.

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus montrent que les extraits possèdent une

activité antiradicalaire exprimée par les concentrations d’extraits et standards qui piègent

50 % du radical DPPH (IC50). La valeur IC50 est liée à la capacité antioxydante d’un composé,

donc, plus la valeur d’IC50 est basse, plus l’effet antioxydant est grand. 1895.76±14.29 μg/ml.

Parmi les extraits testés, l’extrait A représenté l’extrait le plus actif avec une IC50 de

954.1 ±109.1 μg/ml. Suivi par les extrait C et D avec des IC50 : 1137.15±154.01 μg/ml et

1145.57±62.18 μg/ml respectivement. Cependant, l’extrait B représenté l’extrait le plus

faible avec une IC50 1895.76±14.29 μg/ml donc très faible activité.

En comparaison avec les standards tous les extraits testés s’avèrent très faible par

rapport l’acide ascorbique et le trolox représenatant des IC50 égalent à 4.39±0.01 et 5.12±0.21

µg/ml respectivement. Les résultats sont représentés dans la (Figure 32).

D’après les résultats obtenus dans notre étude basée sur l’analyse de la variance

ANOVA et le test de multi-comparaison Tukey des extraits de pollen, il n’y’a pas de



Partie IV Résultats &discussion

44

variabilité significative entre les extraits de pollen (Extrait A, Extrait C, Extrait D) avec un

p˂0.05.

Figure 32. Valeurs d’IC50 de l’activité DPPH des extraits de DPP.

On remarque que l’extrait A était une activité anti radicalaire DPPH la plus efficace,

suivi par les extraits C et D qui présentent une activité moyenne par rapport l’extrait A contre

l’extrait B qui a montré l’activité la plus faible.

Selon l’étude de Daoud et al., (2019). Les résultats ont indiqué que l'extrait d'acétone
DPP-T présentait la meilleure activité de piégeage du DPPH avec une IC50 de

46,56 ± 0,28 µg/ml par rapport aux d’autres extraits de divers solvants comme l'eau,

l'éthanol ,le chloroforme , l'acétate d'éthyle et l'hexane qui ont des faibles activités, pour la

DPP-K aucune activité détectée .En comparaison, Nos extraits présentent une activité faible

qui pouraient dû à la diffrence dans les méthodes d’extraction, les facteurs génétiques, les

variations géographiques, les changements climatiques, la qualité du sol et la saison de récolte.

Autre étude réalisé par Benouamane et al., (2022) sur le pollen du palmier dattier

d'Algérie Phoenix dactylifera du cultivars Deglet Nour (DN) en utilisant trois solvants

acétone, éthanol et méthanol. Les valeurs de IC50 des échantillons présentaient une faible

capacité antioxydant (500 ± 30 ; 2200 ±300 ; 3600 ± 900 µg/ml) dans l’ordre des solvants.
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On remarque que l’acétone est le meilleur solvant suivi par l’extrait du l’éthanol et

finalement le méthanol qui donne le moins d’activité antioxydant. Nos résultats dans la phase

méthanolique sont supérieurs à les leurs.

III.2. Test de l’activité ABTS

Les résultats sont exprimés en termes d’IC50 représentant la concentration nécessaire

pour diminuer la concentration initiale du radical ABTS + de 50% et la plus petite valeur

d’IC50 correspond à la plus grande activité antiradicalaire. Parmi les extraits testés, l’extrait A

représenté l’extrait le plus actif avec une IC50 de l’ordre de 221,08±3.71 μg/ml. Suivi par

l’extrait C avec une IC50 = 253.05±22.05 μg/ml. Cependant, les autres extraits : extrait D,

extrait B, ont présenté des IC50 plus faible de l’ordre de 504.54±17.66 et 658.53±0.35 μg/ml

respectivement. En comparaison avec les standards tous les extraits testés s’avèrent moins

important à celle de l’acide ascorbique et le Trolox, qui présentent des IC50 égalent à

3.04±0.05, 3.21±0.06 μg/ml dans l’ordre.

D’après les résultats obtenus dans notre étude basée sur l’analyse statistique des extraits

de pollen, une différence significative a été signalé entre les différents extraits des pollens

utilisés (p˂0.05), néanmoins les deux extraits A et C appartiennent au même groupe.

Figure 33. Valeurs d’IC50 de l’activité ABTS des extraits de DPP.
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III.3. Pouvoir réducteur de fer (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques de DPP a été évaluée en utilisant la

méthode du pouvoir réducteur. La présence des réducteurs dans les extraits des plantes

provoque la réduction du fer ferreux (Fe3+) au fer ferrique (Fe2+). Par conséquent, Fe2+ peut

être évalué en mesurant et en surveillant l’augmentation de la densité de la couleur bleue dans

le milieu réactionnel à 700 nm (Chung, 2002).

Dans cette étude, nous avons testé les quatre extraits de DPP mais seulement les extraits

A et C ont présenté des IC50 quantifiable (figure 34). L’extrait A représenté l’extrait le plus

actif avec une concentration correspond à A0,5 de 1532±190.21 µg/ml. Suivi par l’extrait C

avec une concentration de A0,5 = 1663.34±4.72 µg/ml. Les autres extraits B et D ont alors des

concentration correspondent à A0,5 supérieure à 2000 μg/ml.

Par rapport aux standards, tous les extraits testés se sont avérés très faible par rapport à

l'acide ascorbique et le Trolox, avec des valeurs de 3,62±0.29 et 5.25±0.2 µg/ml

respectivement. Ainsi, le test Tukey montre que les deux extraits A et C sont proche

appartiennent au même groupe.

Au contraire. Selon la recherche conjointe palestinienne préparée par Sadeq et al.,
(2021) L’extrait d’éthanol de pollen de palmier (échantillon de la zone palestinienne) est très

efficace car la valeur A0.5 a été estimée à 0.585 ± 0.026 mg/ml.

Figure 34. Valeurs A0.5 du pouvoir réducteur des extraits de DPP.
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III.4. L’activité Phénanthroline

Ce test est basé sur la réduction de Fe+³ par un agent antioxydant pour donner l’ion

Fe+² qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner un complexe de couleur rouge

orangé.

D’après les résultats obtenus dans notre étude basée sur l’analyse de la variance

ANOVA et le test de multi-comparaison Tukey des extraits de pollen, une différence

significative (p< 0.05) a été observée entre les deux espèces Phoenix dactylifera L et Phoenix
canariensis. Les résultats obtenus ont montré que tous les extraits présentent une activité

faible de réduction de fer ferrique dépendante à la concentration par comparaison aux l’acide

ascrobique et trolox (3.08 ± 0.02, 5.2 ±10.27 μg/ml respectivement).

D’après les résultats représentés dans l’histogramme, on constate que l’extrait C a une

capacité antioxydante plus élevée que celle des autres extraits avec A0.5=132.88±0.82 μg/ml.

Suivi par l’extrait A (145.42±0.59 μg/ml), l’extrait B (151.67±10.21 μg/ml) respectivement.

Tandis que l’extrait D présente une activité antioxydant supérieure à 240 µg /ml (Figure 35).

Figure 35. Valeurs A0.5de la phénonthroline des extraits de DPP.

IV. Evaluation des activités inhibitrices des enzymes

IV.1. Activité anti – brunissement enzymatique

L’activité inhibitrice des enzymates a été mesurée par la méthode colorimétrique.

L’activité est représentée par l’action de deux enzymes polyphénol oxydase (PPO) et

peroxydase (POD).
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Les résultats de test de l’activité anti – brunissement enzymatique ont montré que tous

les extraits présentent une IC50 supérieurs à 2000 μg/ml.

IV.2. Inhibition de l’α-amylase

Un léger changement de couleur a été obtenu, avec des proportions variables d'un

extrait à l'autre, les extraits (A, B, C, D) contiennent une faible activité (la meilleure valeur

attribuée à l’extrait D(OG)). Alors tous les extraits présentent des IC50 supérieurs à 2500

μg/ml.

V. Evaluation du pouvoir anti-lithiasique

Par observation microscopique, il a été conclu que les quatre extraits méthanoliques

contiennent une faible activité. Tous les extraits présentent des IC50 supérieurs à 4000 μg/ml.

Figure 36. Observation microscopique de l’agrégation des cristaux d’oxalate de calcium
(Gr.x 10).

VI. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des extraits DPP a été évaluée In vitro, Le principe de

cette technique repose sur la capacité des extraits à inhiber la dénaturation du BSA (albumine

sérique bovine). Provoquée par la chaleur. Réalisé par Kandikattu , (2013). On remarque que

tous les extraits présentent une IC50 supérieurs à 16 mg/ml. Aucune activité n’a été détectée.
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VII. Evaluation de l’activité antifongique

L’activité antifongique In vitro consiste a déterminé l’inhibition de la croissance radiale
de champignon « Fusarium oxysporum » en milieu PDA, par nos extraits DPP selon le

protocole réalisé par Song et al., (2004). Les résultats de pourcentage d’inhibition du test

antifongique des extraits DDP sont variés de 6 à 7 % et sont regroupés dans le tableau 02.

Tableau 2. Détermination du pourcentage d’inhibition de la croissance de champignon

«Fusarium oxysporum » des différents extraits DPP.

On remarque que les extrais n’ont pas pu atteint la moitié de concentration d’inhibition

IC50 donc on constate que les extraits A, B, C, D présentent des IC50 supérieurs à 600 μg/ml.

Extrait A Extrait B Extrait C Extrait D

T(+) T(-) A A' A'' B B' B'' C C' C'' D D' D''

7.2% 6.8% 6.2% 6.5% 6.6% 7% 6.5% 6.4% 6.8% 6.5% 6.7% 6.3% 6.6% 6.7%

7% 7% 6.6% 6.6% 6.5% 6.5% 6.5% 6.8% 6.6% 6% 6.7% 6.7% 6.3% 6.7%

7% 6.8% 6.5% 6.6% 6.8% 6.9% 6.2% 6.2% 6% 6.7% 6.8% 6.6% 6.5% 6.6%

7% 7% 6.6% 6.4% 6.7% 6.5% 6.5% 6.9% 6.2% 6.1% 6.9% 6.4% 6.5% 6.5%
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Conclusion

Les humains utilisent des plantes médicinales depuis des milliers d'années pour traiter

diverses maladies et problèmes de santé, et ces plantes médicinales sont toujours très

populaires, car différentes parties de ces plants médicinales, y compris les feuilles, l'écorce,

les tiges, les racines, les graines, les fleurs et le pollen sont utilisées pour la formulation des

remèdes à base de plantes.

Comme plusieurs pays au monde, l’Algérie dispose d’une diversité exceptionnelle aux

plantes. Le désert d’Algérie est caractérisé par l’or vert, qui est représenté par les palmiers, et

c’est ce qui nous pousse à l’exploiter dans plusieurs domaines, dont la médecine, la pharmacie

et cosmétologie et la nutrition. De nos jours, les scientifiques ont confirmé que cette plante

possède des propriétés phytochimiques et biologiques très importantes en soignant diverses

maladies et inflammations, les tests In vitro sont nécessaires pour confirmer l’utilisation des
espèces dans la pratique médicinale.

Dans notre étude, nous avons travaillé sur trois types de pollen de Phoenix dactylifera et
un type de pollen de Phoenix canareinsis. L’extraction des DPP par un solvant hydro-

méthanolique a permis d’obtenir une faible teneur en composés phénoliques qui diffère d’un

extrait à un autre. Les tests phytochimiques ont permis de mettre en évidence la présence des

polyphénols dans tous les types étudiés. Les rendements de l’extraction sont compris entre

5.75% et 12.49%. Ce travail a permis de doser les composés phénoliques particulièrement les

flavonoïdes et d’évaluer le pouvoir antioxydant et la capacité inhibitrice des enzymes en

utilisant différente méthodes (peroxydase, polyphénoloxydase et alpha amylase) ainsi que

l’activité anti lithiasique, anti inflammatoire et anti fongique des extraits étudiés.

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une différence significative (p˂0.05) entre les

types de pollen utilisés au sein de la même espèce (Phoenix dactylifera) et entre les deux

espèces du genre Phoenix (Phoenix dactylifera et Phoenix canariensis). Concernant, l’extrait
A, il a été le plus riche en polyphénols avec une teneur de 36.49± 2 μg EAG/mg de poids sec

suivie de l’extrait C, B et D avec des teneurs varient entre 28.73± 1.79 et 13.54± 0.18 μg

EAG/mg de poids sec. Les résultats du dosage des flavonoïdes ont révélé que l’extrait C qui

était le plus riche en flavonoïdes contrairement à l’extrait B qui était le plus pauvre (10.94±

1.17, 6± 0.31 μg EQ/mg PS respectivement). L’investigation de l’activité antioxydante par

différents protocoles a montré que l’extrait A présentait les meilleurs propriétés antioxydants
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pour la plupart des tests utilisés. Alors que pour l’activité phénantroline, l’extrait C présentait

la meilleure par rapport les extraits A et B.

Alors que, les activités enzymatiques tel que l’inhibition de l’alpha-amylase et l’anti-

brunissement donne faible activité pour tous les extraits, donc les activités présentent IC50

supérieurs à 2500 µg/ml et 2000 µg/ml respectivement. Les mêmes constatations pour les

activités anti-inflammatoire et anti-lithiasique où les différents extraits ont montré des IC50

supérieures à 16 mg/ml et 4 mg/ml respectivement. Concernant l’activité anti-fongique, nous

avons utilisé fusarium oxysporum comme agent pathogène, mais nous avons constaté une

faible activité pour tous les extraits (entre 6 et 7%), et par conséquent, des CMI supérieures à

600 µg/ml.
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Annexe



1. Préparation de la solution DPPH

DPPH............................................................4 mg

Méthanol ....................................................100 ml

Conservation à -20° c à l’abri de la lumière.

2. Préparation de la solution d’ABTS

Le radical cation ABTS+ est produit en faisant réagir l’ABTS [19,2 mg (7 mM) de l’ABTS

+ 5 ml H2O] avec du persulfate de potassium (K2S2O8) [3,3 mg (2.45 mM) + 5 ml H2O], le

Mélange est laissé à l’obscurité à température ambiante pendant 12-16h. L’absorbance de la

Solution ainsi obtenue est ajustée à 0.700±0.020 par l’éthanol ou l’H2O à 734 nm avant

l’usage.

3. Pouvoir réducteur

◘Préparation de tampon phosphate 0,2 M, pH=6,6 :

Na2HPO4 : 8.51 g/300 ml d’eau distillé.

2NaPO4, 2H2O : 9.36 g/300 eau distillé.

On mélange les deux solutions de façon à obtenir une solution tampon de pH à 6.6.

◘Préparation de l’acide trichloracétique (1%) :

L’acide trichloracétique ………………………1 g

H2O…………………………………………100 ml

◘Préparation Solution ferricyanure de potassium 1% :

K3Fe (CN)6 ……………………………………1 g

Eau distillée…………………………………100 ml

◘Préparation Solution de chlorure ferrique à 0,1% :

FeCl₃……………………………………….…..0.1 g

Eau distillée………………………………….100 ml

4. activité phénanthroline

◘Préparation de Ferric chloride FeCl3 (0,2%)

FeCl3 .............................................................................................. 0.02 g

H2O...................................................................10 ml



◘Préparation de phénanthroline (0,5%) :

1,10-Phenanthroline.........................................0.05 g

MeOH.............................................................. 10 ml

5. Activité anti – brunissement enzymatique

◘Préparation de l’extrait enzymatique (E) :

Pomme de terre découpée en petits morceaux……30 g

Eau distillée à 4 C………………………………100 ml

 Mixer le tous au mixeur/broyeur pendant 3 min

 Filtration sous vide dans un bain de glace

 Centrifugation tournant de 6000 à 10000 trm pendant 15 min à 4 C

 Récupérer le surnageant

 Conservation a -20 C.

◘Préparation du substrat (S1) :

Gaïacol à 1%............................................10 ml ; (0,1 ml de de gaïacol dans 10 ml H2O)

Peroxyde d'hydrogène (0,3%)…………..10 ml ; (3 ml H2O2 + 7 ml H20)

Tampon phosphate (0,05 M, pH= 6,5)…………………100 ml

NaH2PO4 (Acide) : 0,689 g dans …………………….100 ml H2O

Na2HPO4 (Base) : 0,7098 g dans ……………………100 ml H2O

 Suivre le tableau du pH, la préparation de S1 est ajustée selon besoin.

◘Préparation du substrat (S2) :

Solution de 0,2 M de pyrocatéchol (0,11 g pyrocatéchol est dissoute dans 5 ml)

 La préparation de S2 est ajustée selon besoin.

6. Inhibition de l’α-amylase

•Amidon 0.1% : 0,1 g de l’amidon est dissout dans 100 ml d’eau distillée puis chauffé à la

microonde durant une minute pour obtenir une solution homogène.

•Solution IKI : Dissoudre 3 g de KI dans 100 ml d’eau distillée. Ajouter 127 mg d’iodine

(5mM) puis agiter jusqu’à dissolution complète de la solution.

•Acide hypochlorique (1M) : un volume de 4,17 ml d’HCl pur est ajouté doucement à un

volume de 45.83 ml d’eau distillée.



•Tampon phosphate à 6 mM de NaCl : Une quantité de 35.1 mg de NaCl est additionné à

100 ml de tampon phosphate pH= 6,6.

7. activité anti-inflammatoire

◘Préparation de tampon TRIS-HCL :

Tris………………………………….………...1.2144 g

H2O………………………………….…………200 ml

HCl pure ajusté jusqu’à ……………………….pH= 6.6

◘Préparation de BSA :

BSA……………………………………………….0.2 g

Tampon TRIS-HCl ……………………………100 ml

8. activité antifongique

◘Composition de Milieu PDA :

Extrait de pomme de terre.................................1400 ml

Glucose....................................................................28 g

Agar ........................................................................21g

Ce milieu est stérilisé à l’autoclave à 60º C pendant 2h.
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Résumé

Ce travail consiste à l’étude phytochimique des extraits hydro-méthanolique de quatre types de pollen

récupéré à partir des pieds males de palmier dattier (Phoenix dactilyfera et Phoenix canariensis) récoltées de la
région de Biskra et de la région de Ali-Mendjeli, Constantine respectivement. Ce travail a permis de doser les

composés phénoliques et les flavonoïdes et d’évaluer le pouvoir antioxydant et la capacité inhibitrice des

enzymes en utilisant différente méthodes (peroxydase, polyphenoloxydase et alpha amylase) ainsi que l’activité

anti lithiasique, anti inflammatoire et anti fongique des extraits étudiés.

Les résultats obtenus ont montré que l’extrait A était le plus riche en polyphénols avec une teneur de

36.49±2 μg EAG/mg de poids sec suivie de l’extrait C, B et D avec des teneurs qui varient entre 28.73±1.79 et

13.54± 0.18 μg EAG/mg de poids sec. Les résultats du dosage des flavonoïdes ont révélé que l’extrait C était le

plus riche en flavonoïdes contrairement à l’extrait B qui était le plus pauvre (10.94±1.17, 6± 0.31 μg EQ/mg PS

respectivement). L’investigation de l’activité antioxydante par différents protocoles a montré que l’extrait A

présentait les meilleurs propriétés antioxydants pour la plupart des tests utilisés, DPPH et ABTS avec des

valeurs d’IC50 de 954,1±109,1 et 221,08±3,71 µg/ml respectivement. Et le FPAP avec une valeur d’A0.5 de

1523±190,2 µg/ml contrairement à l’extrait B. Concernant le test phénanthroline l’extrait C présentait le

meilleur pouvoir réducteur avec une A0.5 égale à 132,88± 0,82 µg/ml.

Concernant les propriétés inhibitrices des enzymes, les résultats prouvent que les extraits ont une faible

activité d’inhiber l’effet hyperglycémiant et le brunissement. Les extraits présentaient des IC50 supérieurs à

2500 µg/ml et 2000 µg/ml respectivement. Même pour les activités anti-inflammatoire et anti-lithiasique où les

extraits ont présenté des IC50 plus élevées à 16 mg/ml et 4000 µg/ml respectivement. Aucune activité

antimycosique vis-à-vis le champignons phytopathogène fusarium oxysporum par tous les extraits.
Mots clés : DPP, Pheonix dactilyfera, Pheonix canariensis, Pollen, Activités biologiques, in vitro.
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