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Introduction générale

Depuis I’antiquité, I’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 1’agro-alimentaire ont recu un nouvel élan. Les soins a base de
plantes étaient considérés comme la seule solution aux maladies, mais avec ’avénement de la
pharmacologie, les médicaments contenant des principes actifs synthétiques ont dépassé la
médecine conventionnelle. Au cours des dernieres décennies, de nouvelles pathologies sont
apparues, principalement causées par 1’ingestion de produits d’’origine synthétique, la pollution de
I’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, méme si la plupart des étres ne mesurent pas sa
gravité. Il est responsable de plusieurs maladies : diabéte, cancer, neuropathie, stérilité... Les
antioxydants présents dans les aliments ne suffisent pas a neutraliser les radicaux libres présents en
forte concentration dans 1’organisme, et donc les études se concentrent sur les antioxydants
naturels.

Parmi les plantes, nous avons choisi pour cette étude le palmier dattier (Phoenix dactylifera
L.). Cette espece s’installe dans des régions désertiques ou se trouvent des points d’eau et forme ce
qu’on appelle Oasis qui constituent un écosystéme a grande importance écologique, économique
et sociologique.

Bien que le palmier dattier est une plante dioique, c’est-a-dire que les inflorescences males
qui donne le pollen et les inflorescences femelles qui donne les dattes se portent sur des pieds
différents. La pollinisation croisée est indispensable afin d’avoir des dattes comestibles et permet
de donner par conséquent, des nouveaux génotypes de palmier dattier et cela il est considéré comme
une source principale qui induit a la richesse de la diversité génétiques (Elsafy, 2015) En effet, les
palmiers males sont tres rarement clones et ils représentent le plus souvent des génotypes uniques,
car, ils sont généralement issus de graines et se caractérisent par des qualités des pollens tres
variables d’un individu a un autre (Boughediri, 1993)Ainsi, le pollen du palmier dattier possede
des molécules actives qui lui en conférent des propriétés pharmacologiques intéressantes, on peut

citer : la propriété antioxydante, enzymatique, antifongique, traitement de I’infertilité humaine...
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Partant de ces données, notre présent travail s’inscrit dans le cadre de contribution a 1’étude
phytochimique et biologique de certains types de pollens du genre Phoenix, notamment Phoenix
dactylifera, en étudiant leur diversité génétique sur le plan phytochimique, sachant que les pieds
males d’ou proviennent ces types de pollen sont prouvés préalablement qui sont différents sur le
plan moléculaire (Chaouch-Khouane, 2020)

Le manuscrit de ce mémoire est présenté par deux parties :

Premiére Partie : elle est consacrée a la synthese bibliographique et elle représente deux
chapitres;

Chapitre I : dans laquelle nous avons abordé la description de Phoenix dactylifera,

Chapitre 11 : les composées phénoliques et leur réle dans le stress oxydatif et leur role avec
les activités biologiques et fongiques

Pour la deuxiéme partie : nous avons abordé la partie pratique présentee par deux chapitres;

Chapitre I : dans laquelle nous citons la méthode d’extraction de nos extraits, 1’évaluation
des activités antioxydantes, enzymatiques, anti-lithiasique, anti-inflammatoire et enfin 1’anti-
fongique.

Chapitre 11 : qui représente les résultats obtenues, leur discussion et leurs comparaisons avec

des études antérieures réalisees sur le pollen du Phoenix dactylifera .
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Premiére partie :
Synthése bibliographique



Synthese bibliographique

CHAPITER:
PRESENTATION ET BIOLOGIE
DU PALMIER DATTIER
(PHOENIX DACTYLIFERA L)



Synthese bibliographique chapitre 1

CHAPITRE | : Présentation et biologie du palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.)

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) était primitivement cultivée dans les zones
arides et semi-arides chaudes de 1’ancien monde Invalid source specified.Cette espece
s’installe dans des régions désertiques ou se trouvent des points d’eau et forme ce qu’on
appelle Oasis. Ces derniers constituent un écosystéme a grande importance écologique,
économique et sociologique, qui est favorable a I’installation de populations humaine et
animales et constitue une source de revenus importante grace a ses fruits (dattes) d’une
qualité alimentaire importante.

D’apres Popenoe 1938 (Gros-Balthazard, 2012)le nom Phoenix vient du Grec et il
est dérivé du nom d’un oiseau qui peut se renaitre de ses cendres et a survivre apres avoir
été partiellement brulé. Quant a dactylifera, (dactylus en latin), ce terme et relatif a la forme
de doigts des fruits du palmier dattier (Peyron, 2000)

I Systématique

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) (Linné 1734) est une espece pérenne,
monocotylédone, a fruit comestible, Elle appartient a une grande famille des Areacacées
(anciennement Palmacées) comprenant plus de 2 800 espéces (Dransfield, 2008), (En
anglais ; date palm, en arabe ; Nekhla)

En se basant sur le classification de 1’International Code Of Botanic Nomenclature
(Moore, 1963) ; (Uhl, 1971); (Bransfield, 1999); (Elhoumaizi, 2002)sa position
systématique est la suivante :

Embranchement : Angiospermes

Classe : Monocotylédones

Ordre : Principes

Famille : Areacacées

Tribu : Phoenicées

Genre : Phoenix

Espéce : Phoenix dactylifera L.

Le genre Phoenix & diverses caractéristiques et usages, dont I’espéce est la plus
connue et répartie dans le monde gréace a ses fruits comestibles et délicieuses appelés” dattes

" faisant I'objet d'importants échanges de commerce internationaux
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Synthese bibliographique chapitre 1
I Morphologie du palmier dattier

Le palmier dattier est une plante rustique qui s'adapte aux régions les plus séches du
monde et s’hybride facilement, dii a sa dioécie; en créant de nombreuses variétés (Chehma.,
2001); Cette espéce arborescente, monocotylédone a un tronc (ou stipe) monopodique et
cylindrique qui peut atteindre 20 a 30 metres de haut, surmonté d’une couronne composée
des longues feuilles appelées « palmes » d’environ 4 a 7 métres de long pennées composées
chacune en folioles , ,

L’architecture du palmier dattier est caractérisée par la présence de parties
principales ; Appareil végétatif et appareil reproductif.

I1.1. Appareil végétatif

=
)
1
1
.
'
1
1
1

Figure 1 : appareil végétatif de palmier dattier (Munier, 1973)

4|Page



Synthese bibliographique chapitre 1
11.1.1. Systéme racinaire

Le systéme racinaire du palmier dattier est de type fasciculé, les racines ne se ramifient

pas et n’ont relativement que peu de radicelles (Peyron, 2000)(figure 1)

Il présente plusieurs zones d’enracinement :

> Les racines respiratoire « 0 a 20 cm » : est situé dans la base de palmier
dattier ;il posséde plusieurs racines épiphytes qui peuvent pousser a partir de la base du tronc
(Munier, 1973)

> Les racines de nutrition « 20 a 100 cm » : elle possede le pourcentage des
racines le plus élevé dans la région et elles ont des sous racines (Munier, 1973)

> Les racines d’absorption « 100 a 200 cm » : leur longueur varient selon les
conditions de culture et le niveau des eaux souterraines (Peyron, 2000)

> Les racines d’absorption de profondeur « plus de 200 cm »:Sont des
racines formant un faisceau pivotant qui peut atteindre des profondeurs allant jusqu'a 17
meétres. (Peyron, 2000)

11.1.2. Tronc (stipe)

Le tronc est de forme cylindrique, Marron vert, et non ramifié avec une couronne
moins dense que 1’espéce Phoenix canariensis ; avec une hauteur plus de 30 (Sedra, 2003)
et de diametre de 30 a45cm par an (Boucetta, 1995). La hauteur et la vitesse de croissance
varient selon les cultivars, 1’age et le poids des rejets dont ils sont issus lors de la plantation
(TourerN, 1967) Le fibrillium "Lif" est la partie qui recouvert le stipe des jeunes palmiers
il ne persiste pas a I'état adulte que dans la partie coronaire. Les stipes peuvent se ramifier
dans le cas ou ils se développent des gourmands ou des rejets aériens « rkebs » (Djerbi,
1994).(figure 1)

11.1.3. Couronne et les feuilles

La couronne du dattier est un ensemble de palmes (ou feuilles) vertes (figure 2) avec
un nombre de 50 a 200 palmiers dans un dattier adulte (Peyron, 2000).Ces palmes sont
émises par le bourgeon terminal ou « phyllophore » (figure 1). On distingue en conséquence
la corolle basale, la corolle centrale et les palmes du cceur. Le bourgeon apical ou terminal
est responsable de la croissance en hauteur du palmier et du developpement des feuilles et

des bourgeons axillaires (Girard, 1962)
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Synthese bibliographique chapitre 1

:Efzthﬂ_e_ :;w Epﬂ.ﬂ'li-ﬁ ?ME
Y 2

Figure 2 :schéma d’une palm Invalid source specified. (Munier, 1973)

11.2. Appareil reproducteur

- Spathe
_..Sepale
® petale -
) carpelle _ _ __
e @ OSL ) itamine

ou staminoides

Figure 3 : les inflorescences et des fleurs males et femelles du palmier dattier (Munier,

1973)
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Synthése bibliographique chapitre 1
11.2.1. Inflorescences

Le palmier dattier est une espéce dioique ; c’est-a-dire chaque individu ne posséde
que des inflorescences de méme sexe ; males ou femelles. Les inflorescences males donnent
du pollen tandis que les inflorescences femelles donnent des fruits « dattes ». Ces deux
types d’inflorescences appelés « spathes » sont portées par des palmiers seéparés.
L'inflorescence se développe dans la région coronale du stipe a partir de bourgeon auxiliaire.
IIs ont la forme de grappes d'épis, recouvert par une grande bractée ligneuse fermée et de

forme allongée. (TourerN, 1967)
11.2.2. les fleurs femelles

Les fleurs femelles sont sphériques, cupuliforme, comporte trois sépales soudés, avec
un diametre de 3 a 4 mm;. Elle posséde une couleur entre ivoire et vert claire. Les fleurs
femelles se forment d’un calice court, de trois sépales soudés et une corolle formée de trois

pétales ovales et de six étamines avortées ou staminoides (Munier, 1973)(figure 3)
11.2.3. les fleurs males

Les fleurs males sont plus allongées que les femelles, d’une couleur blanc ivoire. Le
calice est court et cupuliforme, constitué de trois sépales soudés et une corolle composée
de trois pétales allongées et pointus avec trois étamines remplies de pollen. Apres
I'ouverture de la spathe male (a partir de fin janvier), la fleur libére du pollen et elle exhale

une odeur caractéristique. (TourerN, 1967)(Figure 3)

Il Répartitions géographiques
Le palmier dattier est une espece tolérante a la sécheresse. C’est une espéce bien
connue avec de nombreuses variétés exigeant un climat chaud et sec pour donner des dattes
de bonnes qualités nutritionnelles (Hadrami, 1998).

1.1.1. Dans le monde

En raison des conditions topographiques spécifiques du microclimat qui permettent au fruit
de mdrir. La culture des palmiers dattiers revét une importance socio-économique ; grace a ses
fruits et au microclimat qu'il crée dans le vaste désert, supporte de multiples cultures dans les sous-
bois (Hadrami, 1998)
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Synthése bibliographique chapitre 1

Il faut citer que le cultivar du palmier intensifié dans les pays méditerranéen ; D' apres
(Meraneh., 2010) dans les 15 e siecles, il est introduit dans les coté de I'Afrique de I'Est, 16 e
siecle dans I’Amérique, et 17 e et 18 e siecle sur les les des Comores, Mascareignes et
Madagascar et enfin 19 e siécle ; en Australie et Afrique du sud Le nombre total de palmiers dans
le monde est estimé a plus de 100 millions d’arbres (Zaid, 2002). Et selon FAO en 2021 la
production des dattes dans le monde estimé par 13005056 tons .

Figure 4 : la distribution de Phoenix dans le monde (Gros-Balthazard, 2013)

111.1.2. en Algérie

Le palmier dattier d'Algérie est cultivé dans de nombreuses oasis réparties dans tout
le sud du pays ou le climat est chaud et sec (saharien).Et dans les pays Maghreb I'Algérie
possede une forte production des dattes en raison de leur climat favorable et cela selon la
FAO en 2021 la valeur est 1155612.00 tons .

v La diversité génétique

Bien que le palmier dattier plante dioique, c’est-a-dire les fleurs males donne du pollen
et les fleurs femelles donne des dattes, et aussi il peut se propagé soit par tissu, rejet ou
bien des graines donc ces deux caracteres permet de donner des nouveaux génotypes ou
formes de palmier dattier et cela il est considéré comme une source principale qui induit a
la richesse de la diversité génetiques (Elsafy, 2015)

Concernant les pieds femelles, Il existe actuellement plus de 5000 cultivars dans le
monde Invalid source specified.et plus de 940 cultivars en Algérie (Hannachi, 1998)ont été
recenses. En revanche, (Boughediri, 1993)notent qu’en Algérie les palmiers males sont tres

rarement clonés et ils représentent le plus souvent des génotypes uniques, car, ils sont
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généralement issus de graines et se caractérisent par des qualités des pollens trés
variables d’un individu a un autre. Et cela revient a la marginalisation des pieds males de la
part des phoeniciculteurs car ils les utilisent seulement pour assurer la fecondation de fleurs

femelles en utilisant n’importe quel type de pollen (Chouach-khouane, 2022).

palmier dattier male et pollen

Le nom palynologie défini par deux botanistes britanniques (Williams, 2004)C’est
la science qui étudie les pollens, elle apporte des éléments utiles pour les études
phylogénétiques des plantes.

Le pollen ou grain de pollen est I'élément fécondant méle du gamétophyte méle ou
phanérogame. Ce sont des microparticules naturelles que les plantes utilisent pour
transporter en toute sécurité le matériel génétique, parcourant souvent de grandes distances
géographiques. Il se forme au niveau de l'anthere au niveau de I'étamine et germe pour
produire un tube pollinique qui permet le transfert du noyau au gamétophyte femelle au
niveau du pistil de la fleur femelle. (Atwe, 2004)

V.1.Présentation et description du Pollen

Le pollen provient du grec « palé » ; c'est-a-dire farine, ou poussiére (Donadieu,
1982); on le trouve dans les organes males de la fleur ; 1l s'agit de petits grains, plus ou
moins ovoides (les diametres sont a I'échelle du micrometre) (Blanc, 2010)qui sont a
I'origine des antheres situant a I'extrémité des étamines (Arruda, 2013)sa couleur varie du
jaune clair au noir et passe par toutes les nuances de brun et de rouge selon l'origine de la
fleur. (Almeida-Muradian, 2005)

La représentation morphologique initiale du pollen de palmier dattier est apparue suite a des
observations par microscopie optique faites par (Wodehouse, 1935)Malgré des différences
morphologiques spécifiques, mais les grains de pollen ont une structure anatomique
uniforme ; elles sont formées d’une partie centrale qui appelle les cellules vivants entouré
par une membrane avec une épaisseur entre 0.51 um a 0.69 um qui est appelé ‘sporoderme’
qui permet de protéger les cellules contre I’écrasement ; les dégradations par des ultras violets
ou bien I’oxydation de I’air (Blanc, 2010).L’enveloppe externe de ces microspores se
compose en deux couches internes et externes (Gharbi, 2011)

v Interne appelé également Intine ; Elle est perméable et souple, plus ou moins
épaisse, et présente autour du grain de pollen. Elle est constituée de cellulose et de pectine.
(Faegri, 1964)
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v Externe appelé également Exine ; elle est imperméable et ayant un peu de
flexibilité (Meyer, 2004)

L’exine présente un avantage pour les pollens car il permet de protéger les spores et
les grains de pollen lors de leur dispersion dans l'air. (Sannier, 2006).

Elle présente :

- Une forme Ellipsoidale, plus spécifique hétéroploide monocolpée .

- Un seule aperture sous forme d'un sillon longitudinal qui occupe le pdle distal ; de
type hétero-polaire .

-représente un type de tectum discontinue, perforé (Tissera, 1982)

Pour la forme, le nombre ; et la lumiére des perforations se différe d’un pollen a un
autre (Abdessemed, 2018) (Sannier, 2006).

Manteau pollinigue

Exine (paroes « endexine + cctexlnc)\

Intine (parci)

cytoplasme

Cellule végétative

Agerture = pore cerminatif

Figure 5 : structure de grain de pollen (Caulten, 2009)

EKETXINE - ; E
; Columelta%ﬁD"D Columelh] SEXINE

—n j’*Nexmtﬂ

} NEXINE

Figure 6 : la structure de la paroi de pollen (Caulten, 2009).
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V.2.  Composition de pollen

Vue leur composition biochimique, les grains de pollen sont considérés comme une
sources naturelles de protéines, minéraux, fibres alimentaires.... D’aprés (Salomodn-
Torres, 2021)les grains de pollen sont riches et contiennent 5 a 36 % de I’eau, et 64 a 95%
des composes solides tels que les vitamines, acide amine, agent antioxydant et des agents
antibactériens.

Tableau 1 : composition chimique de grain de pollen de palmier dattier (Hazem,
2011)

Paramétre Pollen
Humidité 28.80%
Cendres 4.57%
Fibre brute 1.37%
Graisse brute 20.74%
Protéine brute 31.11%
Glucides 13.41 %

V.3. Utilisation du pollen
V.3.1. En Agriculture
V.3.1.1. Pollinisation

La pollinisation est une étape culturelle importante dans la production de la datte .
Cette étape se réalise naturellement par le vent (anémophile) et les insectes pollinisateurs
(entomophile), ou bien manuellement par I’intervention de I’homme, en mettant quelques
épillets males au milieu de I’inflorescence femelle, cette derniere méthode est la plus
fréquente car c’est la plus rentable afin d’assurer une bonne production dattiére (Chaouch-
Khouane, 2020).Cette étape est considérée tres critique car tout échec dans la pollinisation
aboutit a la formation des fruits parthénocarpiques non comestibles. Plusieurs parameétres
s’interviennent pour la réussite de 1’opération de pollinisation, entre autres, la qualité et la

quantité du pollen, ainsi que les facteurs climatiques adéquats (Chaouch-Khouane, 2020)
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Les critéres de sélection d’un bon pollinisateur :
Parmi les criteres de sélection on cite :

v La période d’éclatement des spathes : Le moment de floraison de spathe
chez les males et les femelles doit étre coincidé (Peyron, 2000)in (Chouach-khouane,
2022)

v Une bonne qualité germinative : selon les observations pour la période de
germination, les premiéres ou les derniéres spathes de dokkars ou des pieds adultes
posseédent un pouvoir germinatif faible (Peyron, 2000)in (Chouach-khouane, 2022) .

v Taille des inflorescences et rendement de pollen : 1l doit assurer qu’un bon
pollinisateur peut donner annuellement en moyenne entre 10 a 30 spathes et donner un
rendement de pollen important (Arar, 2016)

v La compatibilité entre les males et femelles (Djerbi, 1994)

v Effet metaxénique (Lakhoua, 1966) (Nixon, 1928) (Nixon, 1934)

V.3.1.2. La métaxenie

La métaxénie agit sur la morphologie du fruit, de la graine et de I’endosperme (Nixon,
1928)Le pollen joue un réle important, a savoir I'effet métaxénie démontrés par (Nixon,
1934)c’est-a-dire que le pollen affecte non seulement la maturité des fruits, mais aussi le poids,
la taille et le volume des fruits. (Osman, 1974)ont montré que le rapport entre le poids des
noyaux et le poids total des fruits était influence par le pollen.

(Osman, 1974)a suggéré que les pollens de certaines especes qui induisent une
maturation tardive peuvent étre utiles dans des conditions ou la maturité précoce est
défavorable.Les effets métaxéniques attendus doivent également étre pris en compte pour éviter

les effets indésirables.

En effet, plusieurs études ont été effectuées sur la métaxénie, et I’effet du pollen sur le

fruit chez plusieurs especes, principalement chez le palmier dattier (Nixon, 1928) (Chouach-
khouane, 2022) (Rezazadeh, 2013), (Hafez, 2014) (Salomon-Torres, 2017)ce qui rend le
choix d’un bon pollen a utiliser pour la fécondation est indispensable pour assurer une meilleure

production de dattes en quantité et qualité.
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V.3.2. En pharmacologie et médecine traditionnelle

Le pollen du palmier dattier possede des molécules actives qui lui en conférent des

propriétés pharmacologiques intéressantes, on peut citer :
V.3.2.1. La propriété antioxydante

Actuellement, 1’utilisation d’antioxydants a base de plantes pour neutraliser les
especes réactives de I’oxygene (ERO) et réduire les effets négatifs du stress oxydatif sur les
cellules et les tissus du corps attire 1’attention des chercheurs. Le pollen et les graines du
palmier dattier ont un fort pouvoir antioxydant dd a la présence de nombreux composés aux
effets cicatrisants et antioxydants (Bentrad, 2017)Ainsi, d’autres travaux ont prouvé qu’il
y a une corrélation entre la teneur en polyphénols et la capacité antioxydant de pollen du
palmier dattier qui provoque I’amélioration de neutralisation des radicaux libres

(Benouamane, 2022)

V.3.2.2. La propriété enzymatique

C’est la capacité¢ d’inhiber un enzyme responsable a un effet nocif ou bien une
maladie grave tels que : anti-brunissement, ou bien réglage de des taux de glucose par
quantité élevé de polyphénols et flavonoides (Al-Okbi, 2022)

V.3.2.3. La propriété antifongique

C’est I’effet du substrat sur les microorganismes, ¢’est-a-dire la capacité de traiter les
mycoses ; ou bien I’infection causée par le champignon ; Autrement dit, la capacité de

I’extrait a inhiber la croissance de champignon Fusarium oxysporum (Bentrad, 2017)
V.3.3. La fertilité male

Certains chercheurs ont décrit I'importance de pollen de datte en médecine traditionnelle. I
est largement utilisé pour traiter l'infertilité masculine. De méme ce pollen a un effet
aphrodisiaque di peut étre attribué a la présence d'alcaloides, de flavonoides et de saponines
dans l'extrait (Abedi et al.2014 in (Bentrad, 2017))Les composés gonadotropes et stéroidiens
du pollen de palmier dattier jouent un réle dans le traitement de I’infertilité masculine.
Certaines études ont trouvé des changements positifs aux niveaux des hormonaux qui jouent

un role sur 1’infertilité masculine.
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Le nombre limité d’études menées sur ce sujet indique que davantage de recherches sont
nécessaires. (Bentrad, 2017)En effet, Il pourrait avoir le potentiel d'améliorer les facteurs de
fertilité ; le nombre et la motilité des spermatozoides, le rapport de I'épididyme ou des
testicules au poids corporel et le taux d'cestradiol, I’augmentation de I'hormone lutéinisante et
de la testostérone et I’augmentation du diametre des tubules séminiféres ont été révélés lors
du traitement des rats avec des pollens de palmier dattier a augmenté aux trois doses
appliquées (120, 240 et 360 mg/kg), ce qui indique que Mehraban F. et al., 2014 in (Al-
Okbi, 2022).
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Chapitre Il Les substances bioactives d’origine végétale

Dans ce chapitre nous parlons des composées phénoliques et leurs roles dans le stress
oxydatif, les activités biologiques (antioxydants, enzymatiques ...) et ’activité antifongique

Bien que toutes les plantes possedent plusieurs molécules actives, qui sont issue du
métabolisme cellulaire ou bien du milieu extérieur et car elles se different avec sa
caractérisation et sa fonction, on peut 1’utiliser dans les domaines thérapeutiques. Elles se
divisent en deux catégories : les métabolites primaires et les métabolites secondaires
(Bruneton, 1999)

VI Meétabolites primaires

Les métabolites primaires se trouve dans toutes les cellules et elles sont nécessaires
pour la vie de la plante car elles participent a des nombreuses fonctions essentielles tels que,
la photosynthese, respiration, croissance et développement de la plante (Croteau,
2000)Parmi ces métabolites : glucides, lipides, protides, acides aminés et protéines.

Les métabolites secondaires se forment a partir de ces molécules a travers différentes
réactions chimiques. (Bruneton, 1999)

VIlI Métabolites secondaires

Le terme "métabolites secondaires”, probablement introduit en 1891 par Albrecht
Kossel, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés chimiques chez les plantes ;
qui n’exerce aucune fonction directe aux niveaux de I’activité fondamentale de I’organisme
végeétale, telles que la défense, le développement, la régulation de la communication de
cellule a cellule et le cycle catalytique (Guillaume, 2008)

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 ont des structures definies
et sont trés diversifiés, et sont produites en petites quantités seulement. Ces molécules
peuvent étre utilisées comme des marqueurs discriminants spécifiques a des espéces, des
familles ou des genres de plantes, permettant la construction de taxonomies chimiques
(Hartmann, 2007)

VI1.1. Classification des métabolites secondaires

Les composés de métabolismes secondaires sont classés en 3 grandes classes ; les

composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides
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Tableau 2 : Les grandes classes des métabolites secondaires (Merghem, 2009)

Les classes Les exemples

Phénols simple(C3), flavonoides

Les composes phénoliques
(C6-C3-Cb)

o Les tétras terpenes
Les terpénoides o
(C40) « caroténoides »

Les alcaloides Quinine, atropine(C 17 H 23 NO 3)

VIIL1.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont un groupe de substances présentes et diversifiées allant de
molécules simples a des structures tres complexes (Reynaud, 2007)Les composés
phénoliques jouent un réle important dans les qualités sensorielles et nutritionnelles des
produits végétaux car ils sont présents dans la plupart des organes et des tissus utilisés ou
consommés par I’homme (Cheynier, 2006)

Ils sont classés selon la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau de
benzénique : dérivés C6C1, dérive C6 C3 (phenylpropanoide) et les composes C6-C3-C6
(la classe la plus important)

Tableau 3 : Quelques composés phénoliques basiques : acide gallique (a), acide caféique

(b) pélargonidine Invalid source specified.

dérivés en C6C3 ou bien C’est la classe la plus
dérivé de C6C1 phenylpropanoides importante deC6-C3-C6
HO—_—"C " O
0 o ! OH
HO”:\ XX OH HO OH
HO N~ °
HO OH
OH . .
acide caféique )
acide gallique Quercétine
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Le terme flavonoide (flavus, dérivé du latin «jaune»») décrit un trés large éventail de
substances naturelles appartenant a la famille des polyphénols. Ce sont des pigments responsables
de la coloration jaune, orange et rouge de divers organes végétaux (Yezza, 2014)Les flavonoides
sont des pigments végétaux presque omniprésents qui sont presque toujours solubles dans 1’eau
(Bruneton, 1999).Les flavonoides sont constitués d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3
C6)) (Collin, 2011)La structure de I’hétérocycle central et son degré d’oxydation permettent de
distinguer différents flavonoides.

Les flavonoides ont une classe principale dans les composes phénoliques a cause de leurs
importances dans la physiologie de la plante et leurs r6les de pigmentations (Claudine, 2004)Elles
se localise dans les feuilles, les fleurs et les fruits (Bruneton, 1999)nous citerons : (Merghem,
2009)

D’une part, on a Les anthocyanes : c’est la classe qui donne par I’ionisation des couleurs
différents, exemple : pélargonidine donne couleur rouge-maginta

D’autre part, les flavonoides a des phytoconstituants de principes actifs-soluble dans et on
le trouve dans plusieurs plantes médicinales qui possede un réle thérapeutique, nous citons :

flavanones,flavones, flavonols

Figure 7: Structure des bases de flavonoides (Collin, 2011)
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Tableau 4: les différentes classes des flavonoides (Cheynier, 2006)

Flavones Flavanones

flavonols

Anthocyanidine : exemple :pélargondine

VIl Les activités biologiques des polyphénols

Les propriétés biologiques des polyphénols sont essentiellement établies in vitro,
résultant de leur activité réductrice (effets antioxydants) et de leur affinité pour diverses
protéines (enzymes, récepteurs, facteurs de transcription).

Aujourd'hui, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le domaine
médical, et on sait qu'ils ont des activités antivirales, anti-tumorales, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anticancéreuses. lls ont également un effet positif sur l'obésité, le
diabéte. L'activité biologique des polyphénols est fréeguemment évaluée in vitro, y compris
les protéines purifiées, les extraits cellulaires et les cellules entiéres cultivées.

Néanmoins, pour démontrer les effets des polyphénols sur la santé in vivo, une
meilleure compréhension de la biodisponibilité des polyphénols (leur devenir aprés leur
absorption finale a travers la paroi intestinale) et la combinaison d'études cliniques

pertinentes sont essentielles.
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VIII.1. Effet antioxydant

VIIL1.1. Les antioxydants

Le terme « antioxydant » est défini comme « une substance qui, a de faibles
concentrations, en présence d'un substrat facilement oxydant, ralentit ou empéche de
maniere significative I'oxydation du matériau du substrat». Autrement dit, les antioxydants
en tant que substances qui neutralisent ou réduisent les dommages causés par les radicaux
libres dans le corps et aident & maintenir des niveaux non cytotoxiques de ERO (espéce
réactive de 1’oxygéne) au niveau cellulaire. Il existe deux types d'antioxydants : endogénes
(ex: catalase...) et exogeénes (ex : glutathion ....) (Vansant, 2004) (Mohammedi, 2013)

VIIL1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux
libres et les especes réactives des dérives de I’oxygene (ERO) et I’activité antioxydants de
la cellule (Pizzino, 2017)En effet, nos mauvaises habitudes alimentaires contribuent a une
augmentation de concentration des ERO qui sont produits dans notre corps. C’est un
potentiel associé a un risque accru de développement de stress oxydative ; et de nombreuse
maladies telle que : les maladies cardiovasculaires et le cancer (ding, 2003)

VIIL1.3. Les radicaux libres

Un radical libre (RL) est une espece chimique avec un ou plusieurs électrons isolés
dans sa couche externe, ce qui lui confére une instabilité et une réactivité élevée (Ortiz,
2013). Les espéces radicalaires tentent de réparer I'électron isolé en attaquant la molécule
ou I'électron aurait pu étre arraché. (Afanasev, 2009)Ce sont des éléments indispensables a
la vie; car ils sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques dans les
processus de croissance et de défense de I'organisme. En effet, ils interviennent dans le
fonctionnement de certaines enzymes. (Guillouty, 2016)

VII1.1.3.1. Espéce réactive de ’oxygéne (ERO)

Les especes reactives de l'oxygéne sont les produits d'activation de I'oxygene
moléculaire par le métabolisme cellulaire normal (Preiser, 2012); elles se devisent en deux
classes ; radicalaires et non radicalaires (tableaux 5). La classe des ERO radicalaire
présente les radicaux libres ; qui sont des espéces chimiques (atomes ou molécules)
possédant un non-électron s'apparier dans leurs orbites extérieures. (Burton, 2011)Ces
radicaux libres ont un nombre impair d'électrons, ce qui les rend instables, réactifs et
puissants, il se stabilise en retirant des électrons d'autres composés. La molécule du compose
ciblé perd un électron et devient lui-méme un radical libre, déclenchant une série de

réactions des chaines qui finissent par endommager les cellules vivantes (Phaniendr, 2014)
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La forme non radicalaire est créée lorsque deux radicaux libres partagent un électron non
apparié. (Burton, 2011)

Tableaux 5 : liste de classe radicalaires et non radicalaires des ERO (Preiser, 2012)

ERO radicalaire ERO non radicalaire

Anion super oxydé Oz~ Oxygéne singulet 102
Dioxyde de carbone CO2~ Hydroperoxyde ROOH
Radical alcoxyle RO~ Ozone O3

Radical hydroxyle OH: Peroxyde d’hydrogene H20;
Radical peroxyle ROO- Acide hypochlorique HOCI

1.1.1.1.Origine du stress oxydatif (origine des ERO)
1.1.1.1.1. Origine Endogene
Les especes endogenes réactives de l'oxygene peuvent avoir deux sources ;
enzymatique et non enzymatique. Premiérement, I’enzymatique comprennent les enzymes
qui stimulent les réactions génératrices de ERO telles que la xanthine oxydase et la
NADPH oxydase, tandis que les sources non enzymatiques concernent les organes
cellulaires tels que les mitochondries, les peroxysomes et Réticulum endoplasmique (RE)
ou la consommation d'oxygéne est élevée. (Bhattacharyya, 2014)
1.1.1.1.2. Origine exogéne
Ce sont principalement des oxydants environnementaux tels que les pesticides, les
métaux lourds (fer, cuivre, cadmium, mercure et arsenic), la fumeée de tabac, l'alcool, la
poussiere. (Liguori, 2018)Et le rayonnement solaire et électromagnétique (rayons
ultraviolets). Certains médicaments comme la cyclosporine, le tacrolimus, la gentamycine

et la bléomycine peuvent également étre envisagés
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Figure 8: Origine des différents radicaux libres oxygenés et Espéces réactives de 1’oxygene
impliqué en biologie (Dalton, 2002)

1.2.  Effet inhibiteur des enzymes

Grace a la propriété des polyphénols d’interagir avec les protéines, ils ont la capacité
d’inhiber certaines enzymes constituant des cibles biologiques.

1.2.1. Alphaamylase

L'alpha amylase est l'une des enzymes industrielles les plus importantes et les plus
anciennes. C'est une macromolécule appartenant a la classe des protéines globulaires,
endoglycanases, hydrolases, et agissant sur les liaisons a (1-4) de I'amidon. L'effet présente
un mélange de glucose, de maltose et de dextrine des le depart. La réaction finale produit du
glucose et des résidus correspondant aux liaisons a (1-6) aux points de ramification de la
chaine (Alais, 2008). Elle existe chez les animaux, les plantes et les micro-organismes, et
leur structure tridimensionnelle et la structure tissulaire des parties actives sont similaires.
elles sont d'une grande importance, tant pour leurs applications industrielles et
biotechnologiques, que pour leur implication dans certains désordres métaboliques(Diabéte,
obésité, etc.) (Mercier, 1985)Plusieurs composés phénoliques ont une activité inhibitrice de
l'a-amylase (Sales, 2012) Ces derniéres années, de nombreuses tentatives ont été faites pour
définir inhibiteurs efficaces de l'a-amylase a partir de ressources naturelles pour le
développement de nouveaux composés antidiabétiques pour le traitement du diabéte sucré
(Kumar, 2011) (Saha, 2012)

Récemment, ce type de polyphénol joue un rdle de régulateur de la sensibilité a
I'insuline et de facteur préventif du diabéte et de I'obésité (Kao, 2006)Ces auteurs ont
découvert que I' Epigallocatechine gallate (EGCG) perturbe l'insuline en reduisant
I'expression des génes qui contrblent la gluconéogenése, réduisant ainsi la production
hépatique de glucose et augmentant la gluconéogenése. (Hanhineva, 2010); (Bahadoran,
2013)

21| Page



Synthese bibliographique chapitre 2

Aussi, une étude menée par (Kumar, 2011)décrit les effets des polyphénols sur le
métabolisme du glucose a trois niveaux : diminution de I'absorption intestinale du glucose,
augmentation de la sensibilité des récepteurs pancréatiques au glucose, et amélioration de
I'absorption du glucose par les tissus périphériques.

1.2.2. Inhibition des enzymes impliqués dans le brunissement enzymatique

Ce phénoméne peut entrainer l'oxydation et la polymérisation des composés
phénoliques du fait de l'activité enzymatique du phénol oxydase (PPO) et/ou de la
peroxydase (POD), conduisant a la formation de pigments bruns.

1.2.2.1. Mécanisme de I’activité PPO

En présence d'oxygene, le PPO catalyse I'nydroxylation des monophénols en o-
diphénols (activité crésolase) et ensuite, l'oxydation des o-diphénols en o-quinones
respectives (activité catécholase) (Robb, 1984)Le PPO peut insérer de I'oxygene orthogonal
au groupe hydroxyle existant dans le cycle aromatique, suivi de I'oxydation de diphénol en
quinone correspondante; L'oxygéne moléculaire est utilisé dans la réaction (Meyer, 2004)

Un brunissement enzymatique a été observé chez des végétaux riches en composés
phénoliques ( (Cheftel, 1984); (Jeantet, 2006)). En effet, le degré de brunissement dépend
de la teneur en phénol et de I'activité polyphénoloxydase (PPO) Invalid source specified.La
couleur brune des fruits aprés récolte est principalement due a la décomposition des
anthocyanes et composés phénoliques oxydants ( (Whitaker, 1995) (Sanchez-Ferrer,
1995).Divers composés phénoliques sont oxydés par le PPO (Sapers, 1993)

1.2.2.2. Mécanisme de P’activité de POD

La peroxydase est un groupe d'enzymes qui catalysent les réactions d'oxydation en
réduisant le peroxyde d'hydrogéne en eau tout en oxydant une variété de substrats (Bucheli,
1994); La deuxiéme catégorie est celle des donneurs d'hydrogene, tels que les composes
phénoliques, les nitrites, I'acide ascorbique et les amines.

C'est en raison de son role de catalyseur de I'oxydation des composes phénoliques, qui
en présence d'eau oxygenée conduit a la formation de produits de dégradation bruns, que la
POD est impliquée dans la dégradation des composés phénoliques et réduit la couleur et la
saveur des produits horticoles (Terefe, 2014)

VI1.3. Effet anti-inflammatoire

L'inflammation est un mécanisme avec des bienfaits sur le corps. Leur but principal,
est I’¢élimination des agents pathogénes et réparations des lésions cellulaires.

L’inflammation, soit néfaste par l'agressivité du pathogéne, sa persistance, la

localisation de l'inflammation, la dérégulation du processus inflammatoire, ou bien par des
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anomalies quantitatives ou qualitatives des cellules impliquées dans [I'inflammation.
(Rousselet, 2005).

Les anti-inflammatoires se divise en trois categorie : Les anti-inflammatoires non
stéroidiens(AINS) (Ziltener, 2010)stéroidiens (corticostéroides) (Thomas, 2017)naturels
(Maroon, 2010).

L’évaluation de cette activité consiste a mesurer le pourcentage d’inhibiteur de la
dénaturation thermique (72°C) de protéine BSA (Bovine sérum albumen) par les extraits de
pollen de la plante Phoenix dactylifera L. lorsque la température permet de dénaturer le
BSA donc elle permet de modifié leurs propriétés par D’apparaissent des antigénes

hypersensible de type Il et peut lié a plusieurs maladies. (Dharsana, 2014).
Vil4. Effet anti-lithiasique

C’est une activité qui se réalise par la présence des inhibiteurs capables de former des
produits chimiques solubles en se fixant a la surface du cristal de grain pour empécher la
croissance et agrégat réduisant ainsi le risque de cristallisation (Sbahi, 2017)et ils réagissent
sur les difféerents étapes de la formation des cristaux : nucléation et agrégation (Daudon,
2012).

L’¢évaluation de cette activité consiste a mesurer le pourcentage d’inhibiteur de 1’extrait aquex
pollen de Phoenix dactylifera sur la cristallisation d’oxalocalcique in vitro, basée sur le

principe de la mesure de la turbidité, suivie d'une étude microscopique (Abu Zarin, 2020)

VIL5. Evaluation in-vitro des activités antifongiques

De nombreux flavonoides ont des propriétés antifongiques inhibent les cellulases, les
xylanases et les pectinases microbiennes, chélatent les métaux requis par les enzymes et
forment des structures cristallines dures qui agissent comme des barriéres physiques contre
les agents pathogénes. Les flavonoides jouent également un role important dans la résistance
fongique post-récolte des fruits et légumes. En fait, des niveaux plus élevés de flavonoides
dans le pollen de palmier sont souvent corrélés avec des niveaux plus faibles d'agents
pathogenes Cette observation est également utilisée pour augmenter la durabilité du pollen
et des dattes. Par exemple, l'irradiation UV de Phoenix dactylifera augmente la
concentration de flavonoides et réduit la contamination par Fusarium oxyporum.(FOL)
(Bentrad, 2017)

23| Page



Synthese bibliographique chapitre 2

A titre d’exemple, la fusariose est une maladie causée par des champignons du genre
Fusarium. Chez la tomate, cette maladie existe sous deux formes différentes : la fusariose
(fusariose) causée par champignon Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici signifie Fol et
pourriture fusarienne du collet et des racines causée par le champignon Fusarium
oxysporum f.sp.radicis-lycopersici abrégé en Forl.

Le champignon Fusarium oxysporum est distribué dans le monde entier et provoque une
grave flétrissure. 1l existe plus de 120 formes spéciales avec des gammes d'hotes correspondantes.
Dans le milieu de culture, les colonies de Fusarium isolées sont généralement roses, jaunes, rouges
ou violettes, souvent violettes, et rares a nombreuses. Les champignons du genre Fusarium ont des
hyphes incolores et septés (Booth, 1971)La caractéristique commune de Fusrium est la production
de macroconidies multicellulaires en forme de croissant et d'autres spores asexuées; les
microconidies unicellulaires ou bicellulaires de formes diverses, ainsi que les spores de

chlamydospores, sont des formes résistant.
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Chapitre 1 : Materiel végetale et démarches méthodologiques

Notre expérimentation vise a étudier plusieurs activités biologiques in vitro associées
a Phoenix dactylifera L.. Pour se faire, différents extraits de pollen ont été utilisées pour
évaluer leurs propriétés antioxydantes, antidiabétiques et anti-inflammatoires. A cet effet,
I’extraction et 1’évaluation des activités biologiques et anti-fongique ont été réalisé au
niveau du Laboratoire de Biochimie du Centre National de Recherche en Biotechnologies
(CRBY).

Matériel végétal

Afin de réaliser notre étude, nous avons utilisé trois types de pollen qui appartiennent
a trois différents pieds males (Dokkars) de 1’espéce "phoenix dactylifera”. Ces pieds males
ont été prouvés préalablement, sur le plan moléculaire, qu’ils n’ont pas le méme profil
génétique (Chaouch-Khouane, 2020) Ces pollens ont été récoltés de la région de Biskra,
en période de pollinisation (Mars-Avril). Ainsi, un autre type de pollen a été récolté a partir
d’une autre espéce Phoenix canariensis de la région de Ali-Mendjeli, Constantine et utilisée
en tant que « Out group » pour faire la comparaison.

Notant que ces deux especes appartiennent a la famille et ayant un aspect
morphologique tres proche, quoique la premiére espéce est cultivée et la deuxiéme espéce
est ornementale.

Systématique de Phoenix canariensis

Groupe Spadiciflores

Ordre Palmales

Famille Arecaceae

Sous-famille Coryphoidaea

Tribu Phoeniceae
Genre Phoenix
Espéce Phoenix canariensis L.
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Figure 9 : Le pollen de Phoenix canariensis
Il Extraction des métabolites par macération
L’extraction par macération consiste le contact direct entre le substrat et les solvants
afin d’extraire les composés actifs. Elle se fait a température ambiante et avec une agitation
continue a 1’aide des solvants ayant la capacité de s’évaporer facilement.
Pour notre étude nous avons utilisé un solvant volatil polaire qui est ¢’le méthanol ©’.
Mode opératoire
11.1.Macération
Nous avons pris quelques grammes de poudre de pollen macére dans le solvant
(méthanol) a raison de 80 ml de solvant pour chaque 20g de poudre, a température ambiante
et sous agitation continue pendant 24 heures.

ik

Figure 10 : Les étapes de la macération
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I11.2.Filtration

Apreés 24 heures d’agitation, nous avons filtrer les mélanges a 1’aide d’un papier filtre

(Wattman) sous ’action d’une pompe a vide.

Figure 11 : L’étape de filtration sous-vide apres macération
11.3.Evaporation
C’est la derni¢re étape de 1’extraction, elle permet d‘échapper le solvant par distillation a
I’aide de I’évaporateur rotatif sous une température de 40° C pour le méthanol, jusqu'a ce qu’a

I’évaporation totale du solvant pour obtenir 1’extrait brut.

Figure 12 : L’étape de I’évaporation du solvant

Aprés 1’évaporation, le produit issu de cette extraction est retiré du ballon pour
mesurer le rendement.

11.4. Rendement de I’extrait

Aprés I’extraction, la mesure du rendement de 1’extrait est I'étape la plus importante
pour connaitre la quantité et le pourcentage de I'extrait obtenu par cette méthode. Ce

rendement est calculé en comparant le poids de I'extrait apres évaporation a son poids initial
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(Pa - Pv/ Pe) x 100 = % Rendement

Pa=poids de ballon contenant I’extrait

Pv = poids de ballon vide

Pe=Poids de I’échantillon

I11.1. Etude colorimétrique des polyphénols

11.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe

La quantification des polyphénols totaux dans notre étude a été déterminée par la
méthode colorimétrique du réactif de Folin Ciocalteu (mélange d'acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040)). Lors de l'oxydation des
polyphénols en milieu alcalin, le Folin Ciocalteu (FCR) se réduit a un mélange d'oxyde
tungstene (Ws0O23) et de molybdene (MogO23) de couleur bleutée dont le maximum
d’absorbance se situe dans le visible & 765 nm. La couleur produite est proportionnelle a la
teneur totale en polyphénols de I'extrait. La méthode de dosage réalisée est celle décrite par
(Mdaller L., 2010)

Mode opératoire

Le protocole adopté pour la détermination des polyphénols totaux est celui de (Muller
L., 2010)La méthode consiste a mettre 20 pl de chaque extrait (1 mg/ml) avec 100ul de
FCR dilué (1:10) et 75 pl de carbonate de sodium (7,5%) puis mettre le mélange a
I’obscurité pendant 2h, puis la lecture a 765 nm avec un lecteur microplaque. Un blanc est
préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé (Méthanol).

Une gamme d’étalonnage a été préparée en parallele en prenant 1 mg de I’acide
gallique dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la solution S; (0,2mg/ml). Les dilutions sont
préparées dans des tubes eppendorfs comme la suite:

1.562 pg /ml————> 1.562 pl de S1+ 198.43ul de MeOH

3.125 pg /Iml——> 3.125 pl de S1+ 196.87 pul de MeOH

6.25 pg /ml ——> 6.25ul de S1+ 193.75ul de MeOH

125 pg /Iml ——>12.5ul de S1+ 187.5ul de MeOH

25ug/ml 5 25ul de S1+ 175ul de MeOH

50 ug/ml ———> 50pl de S1+ 150ul de MeOH

75 ug/iml ———> 75pl de S1+ 125pl de MeOH

100 pg/ml  ——> 100ul de S1+ 100pu de MeOH
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1.1.2. Dosage des flavonoides totaux

Principe

Les flavonoides sont un groupe majeur d'antioxydants phénoliques dérivés de plantes
médicinales (Chen, 2020)lls se composent de flavanols, d'anthocyanes, d'isoflavonoides,
de flavanones et de flavones. Les flavanones et les flavones se trouvent généralement dans
le méme fruit et sont liés ensemble par des enzymes spécifiques, mais les flavones et les
flavonols ne partagent pas ce phénomene et sont rarement trouves ensemble.

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre Al*3 et les flavonoides. La méthode de (Oztiirk, 2007)est utilisée avec quelques
modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.

Mode opératoire

Le protocole adopté pour le dosage des flavonoides totaux est celui de (Oztiirk,
2007)avec des optimisations faites par le laboratoire de biochimie de CRBt. Il consiste a
déposer 50 pl de chaque extrait (1 mg/ml ) avec 130 ul de méthanol ,10 pl acétate de
potassium (CH3COOK) (1 M) et 10 ul de nitrate d’aluminium (AI(NO3)2, 9H20) (10%).
Apres une incubation de 40 min a température ambiante, une lecture d’absorbance se fait a
415 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par le méthanol (50pl
extrait + 150ul méthanol).

Une gamme d’étalonnage a été préparée en paralléle en prenant 1 mg de Quercétine
dans 5 ml de Méthanol pour obtenir la solution S1 (0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées
dans des tubes eppendorfs comme suite :

1.562 pg /ml =——> 1.562 pl de S1+ 198.43ul de MeOH

3.125 pg /ml ———> 3.125 pl de S1+ 196.87 pl de MeOH

6.25 ug /ml  ———> 6.25pl de S1+ 193.75ul de MeOH

12.5 pg /ml ————>12.5pl de S1+ 187.5ul de MeOH

25 pg/mi ——> 25pl de S1+ 175pul de MeOH

50 ug/ml ———> 50pl de S1+ 150ul de MeOH

75 pg/ml ————> 75ul de S1+ 125ul de MeOH

100 pg/ml  ——> 100pl de S1+ 100p de MeOH
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Etude des activités biologiques
11.1.3. Evaluation des activités anti-oxydantes

L’évaluation des activités antioxydantes a été réalisée sur des microplaques et
différentes concentrations ont été préparées a partir d’une solution mére (20 mg/ml)

10mg/ml  =—> 250 pl de SM+ 250 ml de MeOH

8 mg /ml —> 200 pl de SM+ 300 ml de MeOH

6 mg /ml —> 150 pl de SM+ 350 ml de MeOH

4 mg /ml —> 100 pl de SM+ 400 ml de MeOH

2 mg/mi —_— 50 pl de SM+ 450 ml de MeOH
1 mg/ml —> 250 plde S (2mg/ml)+ 250ul de MeOH

0.5mg/iml —> 250pldeS (I mg/ml)+ 250 pl de MeOH

Les extraits avec les répétions

Les dilutions

Figure 13 : Exemple de I’utilisation de la microplaque pour les activités
antioxydantes

111.1.3.1.  Evaluation des activités antioxydantes non enzymatiques

111.1.3.1.1.  le piégeage du radical DPPH (diphényle-picryl-hydrazyle)

Principe

Ce test renseigne sur le pouvoir anti-radicalaire direct de différentes substances
phénoliques présentes dans I'extrait. La réduction des radicaux DPPH (cation radical libre et
stable) par les antioxydants (des composés capables de transfére des atomes d’hydrogéne)

peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visible en mesurant la réduction d'absorbance a
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517 nm provoquée par la présence d'extraits phénoliques. DPPH est initialement violet

et et cette couleur peut se disparait pour étre jaune dans la forme DPPH-H ; non radicalaire.

Ce changement de couleur représente la capacité des composés phénoliques a piéger ces

radicaux libres indépendamment de I'activité enzymatique. (Molyneux, 2004)

Mode opératoire

DPPH++

Radicalaire
EXTRAIT

DPPH

Non
radicalaire

Extrait
oxydé

k Décoloration Jaune j

Figure 14: la réduction de DPPH par I’extrait

N

Figure 15 : Structure du radical stable DPPH (Molyneux, 2004)

Pour ce faire, différentes concentrations ont eté préparées pour chaque extraits avec
le méthanol ; 10, 8, 6, 4, 2, 1 et 0.5 mg/ml.

La méthode utilisée est celle de (Molyneux, 2004). Dans une microplaque a 96 puits,

cette activité consiste a mettre 40 ul de chaque concentration d’un extrait avec 160 pl de

solution de DPPH préalablement préparée a 0.1 mM. En parallele, un contrdle négatif a été

préparé en substituant I’extrait par le méthanol. Apres 30 min d'incubation dans I'obscurité

et a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 517 nm a l'aide d'un lecteur
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de microplaques. Le pourcentage d'inhibition pour différentes concentrations de

chaque extrait est calculé selon la formule suivante

Ou:

Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon

Abs Contréle (-) : Absorbance du contréle négatif

Ensuite, 1’activité antioxydant est estimée par la détermination de la concentration
inhibitrice @ 50% (ICso) extraite de 1’équation de la courbe de régression obtenue par les
taux d’inhibition en fonction des concentrations étudiées.

111.L1.3.1.2.  Pouvoir de réduction ferrique (FRAP; Ferrous Reducing
Antioxidant Power)

Principe

Le test FRAP est une méthode colorimétrique de transfert d’électrons permettant de
mesurer la capacité d’un antioxydant a réduire le Fe** présent dans le complexe KsFe(CN)s
en Fe?* en donnant une couleur bleu-vert, qui s’absorbe en maximum dans une longueur
d’onde de 700 nm (Oyaizu, 1986)

Fe'* +
EXTRAIT

k Coulenr de Fe** ]

Figure 16 : la réduction du complexe KzFe(CN)s par I’extrait
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Mode opératoire

L’activité pouvoir réducteur est déterminée par la méthode de (Oyaizu, 1986)avec
une légere modification. Cette méthode consiste a mettre dans une microplaque de 96 puits,
un volume de 10 pl d’extrait (a différents concentrations) en melange avec 40 pl de tampon
phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 50 ul d’une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s (1%) . La plaque est ensuite incubée a 50°C pendant 20 min. Puis, un ajout de
50 ul tri-chloro acetic acid (TCA) (10%), 40 ul H2O distillée et 10 ul de la solution FeClz
(0.1%) et une lecture est faite a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotométre lecteur des plaques.

Les résultats ont permis de calculer la concentration efficace (ICso) de 1’extrait, qui
correspond a une absorbance égale a 0,5, obtenue par I’interprétation de la courbe de
régression linéaire des absorbances en fonction des concentrations étudiées (Aoss).

111.1.3.1.3. Piégeage de I’ ABTS (2,2 ¢ — azynobis- [ 3 — ethylbenzothiazoline —
6 — sulfonic acid ]

Principe

L'évaluation de l'activité anti-radicalaire par le test ABTS a été réalisée selon la
méthode de (Re, 1999)Ce processus est un antioxydant qui récupere les radicaux cationiques
préformés d'/ABTS™ générés par I'oxydation de la molécule stable de 2,2'-azinobis (acide 3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ou ABTS par le Persulfate de potassium (K2S20s). Le
passage du radical ABTSe+ bleu-verdatre a la forme non radicalaire s'accompagne de la
perte de cette coloration, mesurée par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 734 nm.
Cette réduction de l'intensité de la coloration dépend de I'activité antioxydante du composé
testé (Re, 1999)

ABTS
+extrait

Aucune couleur I
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Figure 17 : L’oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium (K2S20s)

HOw /f
~
S
g S .
———N N
AN
CHa s
0
\
HO™ N\

Figure 18 : structure du radical cation ABTS™ (Miller, 1997)

Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, nous déposons 40 ul d'échantillon (chaque extrait a
différentes concentrations) avec 160 ul de solution de ABTS préalablement préparée (Ce
radical ABTS™ est produit en faisant réagir 2 mM de I’ABTS avec 2.45 mM de persulfate
de potassium pendant 16 heures a I’obscurité et a température ambiante). Apres 10 min
d'incubation dans I'obscurité et a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 734
nm a l'aide d'un lecteur de microplaques. En parall¢le, un blanc est préparé en mettant 40 pl
de méthanol avec 160 pl d’ABTS. Ensuite, le pourcentage d'inhibition pour différentes
concentrations de chaque extrait est estimé selon la méme formule que celle de DPPH et la
concentration inhibitrice a 50% (ICsp) est déterminée de la méme maniere aussi.

111.1.3.1.4.  Activité de Phénantroline

Principe

L'activité de la phénanthroline a été determinée par la méthode (Szydlowska-
Czerniaka A, 2008)Il est basé sur la réduction du Fer (Fe*®) en Fer (Fe*?) en présence
d'antioxydants. Seul le fer (Fe*?) se complexe avec la phénanthroline aprés la réaction
d'oxydo-réduction et prendre la couleur orange pour le complexe Ferroine (Fe*? -
phénanthroline).
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(Fe*d) B
+extrait phénant
hroline
/ +extrait

Figure 19 : la réduction de Fer (Fe*®) en Fer (Fe*?)

Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, nous déposons 10 ul d'échantillon (chaque extrait a
différentes concentrations) avec 50 pl ferrique chloride FeCls (0.2%) préalablement
préparée (0.02g de FeClsdans 10ml de H20) et 30 ul Phenanthroline (0.5%) (0.05g de 1,10-
Phenanthroline dans 10ml de MeOH) et 110 pl de méthanol MeOH. Aprés 20 min
d'incubation dans I'obscurité et a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 510
nm a l'aide d'un lecteur de microplaques. En parall¢le, un blanc est préparé en mettant 10 pl
de méthanol avec 50 pl ferrique chloride FeCls et 30 pl Phenanthroline et 110 pl de
méthanol MeOH. Les résultats ont permis de calculer la concentration efficace (ICso) de
I’extrait, qui correspond a une absorbance égale a 0,5, obtenue par I’interprétation de la
courbe de régression linéaire des absorbances en fonction des concentrations étudiées (Ao.s).

111.1.3.2. Evaluation des activités antioxydantes enzymatiques

111.1.3.2.1. Evaluation de I’activité anti-brunissement

Principe

Le brunissement enzymatique est le résultat de la transformation de composés
phénoliques en polymeéres colorés par des systemes enzymatiques spécifiques. Les produits
du brunissement enzymatique entrainent des changements dans la couleur et les propriétés

sensorielles et nutritionnelles des plantes.
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La reduction des niveaux d'antioxydants phénoliques et d'acide ascorbique accélére
le processus de bronzage enzymatique (Ponce, 2004)

Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, nous avons effectué un test anti-peroxydase (POD),
en déposant 40 ul d'échantillon (chaque extrait a différentes concentrations) avec 60 pl
d’extrait enzymatique (E) préalablement préparée (30 g de pomme de terre dans 100 ml
d’cau distillé, préparé d’aprés le protocole de Invalid source specified.. Apres 5 min
d'incubation a 25 °C,on ajout de 200 pl de solution de substrat S1 préalablement préparée,
I'absorbance a été mesurée a 470 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques. En paralléle, un
blanc est préparé en mettant 40 pl de méthanol avec 60 ul d’extrait enzymatique (E) et 200
I de solution de substrat S1.

Ensuite, le pourcentage d'inhibition pour différentes concentrations de chaque extrait
est estimé selon la formule suivante et la concentration inhibitrice a 50% (ICso) est
déterminée de la méme maniere aussi.

Calcul de pourcentage d’inhibition

Ai — Ar

Taux d'inhibition % = x 100

> Activité enzymatique initiale (A1) = D DO /miri mesurée en absence d’extrait

> Activité enzymatique résiduelle (Ar) = DDO /min mesurée en présence
d’extrait.

11.1.4. Evaluation de P’activité alpha amylase (antidiabétique)

Principe

L'activité inhibitrice de I'a-amylase a été réalisée en utilisant la méthode iode/iodure
de potassium (IKI) (Zengin, 2014)avec quelques modifications. Plusieurs composés
phénoliques possedent une activité inhibitrice de I'a-amylase. Ces derniéres années, il y a
de nombreux efforts qui ont été faits pour identifier des inhibiteurs efficaces de 1'a-amylase
a partir des sources naturelles afin de développer de nouveaux composés antidiabétiques.
(Kumar, 2011)

Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, nous déposons 25 ul d'échantillon (chaque extrait a
différentes concentrations) avec 50 pl solution d'a-amylase (1U) préalablement préparée.
Apres 10 min d'incubation a 37 °C, Aprés pré-incubation, une solution d'amidon 50 pl
(0.1%) a été ajoutée pour initier la réaction puis incubée a 37°C pendant 10 minutes.
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La réaction a ensuite été stoppée par 1’ajout de 25 pl de HCI (1M). Puis 100 pl de
solution iodure-iodure de potassium IKI est additionner pour révéler la réaction.
L'absorbance est mesurée a 510 nm a I'aide d'un lecteur de microplaques. En parallele, un
blanc est préparé en mettant 20 pl de méthanol avec 50 pl solution d'a-amylase et 50 pl
solution d'amidon et 25 pl de HCI et 100 pl d’IKI.

Ensuite, le pourcentage d'inhibition pour différentes concentrations de chaque extrait
est estimé selon la formule suivante et la concentration inhibitrice a 50% (ICso) est
déterminée de la méme maniere aussi.

Calcul de pourcentage d’inhibition

%INH=1- [(Ac-Ae)-(As-Ab)/ (Ac-Ae)]

d
-

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+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+HCI]

Ap=Absorbance [Extrait+IKI+125ul de tampon]

111.1.5. Activité anti-inflammatoire in vitro

Principe

L’activité Anti-inflammatoire in-vitro est déterminée par la méthode de (Kandikattu,
2013)avec des légeres modifications.

Le principe consiste a mesurer le pouvoir inhibiteur par la dénaturation thermique
(72°C) de la protéine BSA (bovine sérum albumen) par les extraits dilués dans I’eau distillée
de Phoenix dactylifera L et de [’extrait de Phoenix canariensis pour évaluer la propriété
anti-inflammatoire. Dans ce test, la dénaturation de la BSA est provoquée par un traitement
thermique, qui dénature la BSA ou bien une autre protéine native en altérant leurs propriétés.
La lecture se fait a 1’aide d’un spectrophotometre a cuve HELIOS EPSILON (Thermo
scientifique)

Mode opératoire

La préparation des dilutions se fait a partir d’une solution mére 16 mg dans 4 ml de
I’eau distillé.

Dans des tubes a essai, 500 pl de I’échantillon (chaque extrait & différentes concentrations)
en ont été déposés puis 1’addition de 500 pl de solution de BSA (0.2%) (0,2 g de BSA est
dissoute dans 100 ml de tampon Tris-HCI), ensuite, 1’incubation se fait 4 37 C” pendant 15

min dans la cuve, puis dans un bain marie a 72°C pendant 5 min.
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En parallele, un blanc est préparé en mettant 500 ul d’H20 avec 500 pl BSA et un blanc de
I’extrait 500 pl de I’extrait avec 500 ul tampon. Aprés refroidissement, la turbidité est mesuree
a 660 nm avec un spectrophotométre a cuve. L’activité anti-inflammatoire est exprimée en

pourcentage d’inhibition et elle est calculée par I’équation suivante :

% d’inhibition = [Abs control — (Abs extrait — Abs blanc extrait) /Abs control] *100

111.1.6. Activité anti-lithiasique

Principe

Le terme lithiase urinaire anciennement connue sous le nom de "maladie des pierre "
fait référence a la maladie qui se caractérise par la formation de calculs dans les reins ou
dans les voies de I’excrétion urinaire (cavité rénale, uretéres, vessie).

Il existe plusieurs types de calculs qui calculent le calcium représentatif de la majorité
des pathologies de la gélose et incluent des calculs spécifiques basés sur I'oxalate de calcium
(75%) et le phosphate de calcium. Les calculs d'acide urique sont courants tandis que les
calculs de magnésium (struvite) sont moins courants. Les calculs de cystine sont plus rares
(Battu, 2016).

Mode opératoire

111.L1.6.1.1.  Test de nucléation

Dans une microplaque a 96 puits, nous déposons 40 ul d'échantillon (chaque extrait a
différentes concentrations) avec 80 ul de calcium chloride CaCl > préalablement préparée
(0.058 g de CaCl 2 dans 100 ml de tampon Tris-HCI & pH 6.6) puis 40 ul de I’oxalate de
sodium NaC 2 Os (0.01 g d’oxalate de sodium dans 100 ml de tampon Tris-HCI & pH 6.6),
I’absorbance a été mesurée a 620 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques. Pour le blanc est
mélange entre 40 pl de I’eau distillée et 80 ul de calcium chloride CaCl 2 et 40 ul I’oxalate
de sodium NaC»0s . La lecture & 0, 30, 60, 180, 360 min.

111.2.4.1.2. Test d’agrégation

Dans une microplaque & 96 puits, nous déposons 40 ul d'échantillon (chaque extrait a
différentes concentrations) avec 120 pl de COM préalablement préparée [C’est un Mélange
de deux solutions (oxalate de sodium + calcium chloride (200ml :200ml)) puis mises dans
un bain marie pendant une heure a 60 °C jusqu’a précipitation des cristaux COM .ces
cristaux sont ensuite séchés dans une étuve a 37 °C] . Pour le blanc, nous avons mélangé
40 pl de I’eau distillé avec 120 pl de COM. Quant au blanc de I’extrait, nous avons
mélange40 ul d'extrait avec 120 ul tampon Tris-HCI . La lecture s’est faite a 0, 30, 60, 180,
360 min.
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Ensuite, le pourcentage d'inhibition pour les différentes concentrations de chaque
extrait est estimé selon la méme formule que celle de DPPH et la concentration inhibitrice
a 50% (Clsp) est déterminée de la méme maniére aussi.

A partir des résultats de pourcentage d’inhibition des échantillons, on observe a I’aide
d’un microscope inversé équipé par un appareil photo numérique avec un grossissement
10x pour visualiser la formation des cristaux d’oxalate de calcium (le cas d’absence
d’activité) ou bien I’inhibition de formation des cristaux (le cas de I’activité lithiasique)
(Abu Zarin, 2020)

1.3 Evaluation de I’activité antifongique

Principe

C'est I'effet du substrat sur les micro-organismes, c'est-a-dire la capacité a traiter les
infections fongiques donc quel que soit le type de flavonoide considéreé, il apparait que les
propriétés lipophiles des composés augmentent l'activité, permettant aux molécules de
pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique. De plus, la présence de chaines
d'isopréne semble étre importante pour I'activité antifongique (Bentrad, 2017)

Mode opératoire

Pour ce faire, nous avons tout d’abord préparer un milieu de culture PDA, environs
280 g de pomme de terre sont bouilli dans de I'eau distillée, puis filtré dans un erlenmeyer
qui contient de 21 g glucose, bien I’agiter pour que le jus de pomme de terre et glucose soit
bien homogénéisé ; apreés nous avons rajouter doucement 1’agar avec agitation et le stérilis
a l'autoclave pendant 2h a 121 °C. Apres stérilisation, le milieu est refroidi, ensuite nous
avons additionné nos extraits avec les concentrations choisies, puis coulé (environ 25 ml du
milieu préparé dans chaque boite de Pétri jusqu'a la solidification), les boites de pétri sous
hotte.
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Pour 1l Pour 1400 ml

Pomme de terre 200 g 280 g
Agar 15¢g 28g
Glucose 20g 21g

Le champignon utilisé pour I’évaluation de 1’activité antifongique c¢’est Fusarium
oxysporum f. sp lycopersici (FOL) strain 4287 (disponible au niveau du laboratoire de
mycologie au CRBt et les concentrations utilisées des extraits sont : 0.09 mg /ml, 0.18
mg/ml et 0.36 mg /ml ,et sont préparer dans le DMSO, et 04 répétitions ont été faites pour
chaque extrait et pour chaque concentration. Un blanc a été préparé en ajoutant le DMSO
au milieu de culture au lieu de I’extrait dillué.Une fois les boites de pétrie coulées sont
prétes, un petit disque de champignon est déposé au milieu de chaque boite, puis les
incubées dans une étuve a 25 °C pendant 5 a 6 jours .A la fin, les lectures des résultats sont
obtenues en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition autour de chagque disque avec une
regle (mm). Les résultats sont exprimés en diameétre de zone d'inhibition et peuvent étre
exprimés en lettres selon la sensibilité de la souche (Ponce A. G., 2003)

1.4 Traitement des résultats

Les résultats obtenus ont été présentés sous forme moyenn * ecartype, puis, une
analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur suivi par un test de multi-comparaison
tukey dans le but de déterminer la différenciation entre les types de pollen utilisés quant a
leurs activités testés en se basant sur leurs IC 5o et A o5; polyphénols totaux , flavonoides
totaux ,DPPH, ABTS, FRAP, Phénantroline, anti-brunissement et anti-inflammatoire. Nous

avons utilisé le logiciel XLSTAT version 2016 avec un P value fixée & 0.05.
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1.1. Rendement d’extraction des pollens
Afin d’étudier la bio-activité des différents types de pollens, objets de notre étude,
I’extraction des composés actifs a été effectué par macération en utilisant le méthanol
comme solvant polaire et un pourcentage de rendement de chaque extrait a été calculé,
indigué dans le tableau ci-dessous.

Extrait PPD 1 PPD 2 PPD 3 PPC
Rendement 9.23 5.60 9.87 6.25
(%) % % % %
rendement

12

10

Pourcentage %
D

N

MPPD1 mPPD2 mPPD3 PPC

Figure 20 : Rendements d’extraction des différents types de pollens

Les résultats obtenus du pourcentage du rendement d’extraction montre que 1’extrait
DPP 3 a le pourcentage le plus élevé avec 9.87% suivi par les extraits PPD 1 et PPD 2 avec
9.23 % et 5.6 % respectivement. En comparant avec 1’espéce Phoenix canariensis, ceci a
une valeur de 6.25 %. Cette différence est probablement dlle aux caractéristiques
intrinseques des espéces et des individus

1.2. Dosage des composées phénoliques

Une méthode colorimétrique basee sur I'utilisation d'un spectrophotomeétre UV-
Visible a été utilisée pour déterminer la quantité des composés phénoliques totales et des
flavonoides totales dans les différents types de pollen étudiés.

Il est connu que les polyphénols sont des molécules bioactives caractérisées par
leurs excellentes propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Pour cela, leur estimation
en termes de quantité dans les extraits étudiés est importante. Le pollen de palmier dattier
est connu pour sa richesse en polyphénols, flavonoides et autres composés phénoliques
specifiques aux végétaux. (Tamma, 2020).
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Le dosage de polyphénols totaux (TPC) a été effectué par comparaison de la DO observée
a celle obtenu avec un étalon d'acide gallique de concentrations connues. Le coefficient
de corrélation de la courbe standard obtenu est R2 = 0,980. La courbe d’étalonnage de
I’acide gallique est dans I’annexe 2

Les résultats obtenus de la teneur en polyphénols totaux pour nos extraits sont
exprimés en mg d'équivalents acide gallique par gramme de matiére séche (EAG /g Ms) et
sont présentés dans la figure 21 allant de 10.21+ 4.20 & 47.67 £ 4.69 mg EAG/g MS.

TPC

60
50 I
40
30
20

10

0 I N

1

polyphenols totaux (ug/EAG mg)

EPPD1 mPPD 2 mPPD3 PPC

Figure 21 : Teneur en polyphénols totaux dans les différents extraits de pollen de
Phoenix dactylifera L et Phoenix canariensis.

Nous remarquons qu’il y’a une variation de la teneur en polyphénols avec une
différence significative et hautement significative (p< 0.05 et p<0.0001) entre les trois types
de pollen de Phoenix dactylifera, mémes s’ils appartiennent a la méme espéce dont les
valeurs sont ; 47.67 = 4.69 mg EAG/g MS pour PPD 3, puis 37.34+ 0.21 mg EAG/g MS
pour PPD 1 et enfin 17.80+ 0.82 mg EAG/g MS pour PPD 2. Ce dernier extrait ayant une
faible valeur proche de celle de Phoenix canariensis (PPC) la plus faible valeur avec
10.21+ 4.20 mg EAG/g MS (pas de différence significative entre eux), et par conséquent,
il semble que I’espéce Phoenix dactylifera est plus riche en polyphénols que 1’espéce
Phoenix canariensis.

Une étude menée par (Benouamane, 2022)sur un type de pollen de Phoenix dactylifera
provenant de la région de Biskra, la méme région que la notre, montre que l’extrait
méthanolique présente un teneur en polyphénols de 7+ 0.9 mg EAG/g MS inférieur a ceux

trouvés dans notre étude.
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De méme pour 1’extrait de 1’éthanol a une valeur de 13 £ 2 mg EAG/g MS, qui est inférieur
a nos extraits provenant de cette méme espéce. L’extrait de I’acétone a un teneur (20 + 4 mg
EAG/g MS) faible par rapport a nos extraits PPD1 et PPD3

Ainsi, selon 1’étude de (Sadeq, 2021) menée sur I’extrait de 1’éthanol ;eau de pollen de
palmier dattier , la teneur en polyphénols totaux est 7.82 + 0.09 mg GAE/ g est de méme
inférieure par rapport & nos résultats pour les deux especes étudiées. Les flavonoides sont un
groupe majeur d'antioxydants phénoliques dérivés de plantes médicinales (Chen, 2020).Leur
présence dans les extraits végétaux peut expliquer certaines activités biologiques.

Le dosage de flavonoides totaux (TFC) a eté effectué par comparaison de la DO
observée a celle obtenu avec un étalon de quercétine a des concentrations connues. Le
coefficient de corrélation de la courbe standard obtenu est R2 = 0,995. La courbe
d’étalonnage de la quercetine est dans I’annexe 2

Les résultats obtenus de la teneur en flavonoides totaux pour nos extraits sont
exprimés en mg d'équivalents Quercetine par gramme de matiere séche (EAG /g Ms) et sont
présentés dans la figure 22, variant de 4.00 + 0.55 a 9.24 + 1.82 mg QE/qg.

TFC

= =
EY [e)} (o) o N

—

flavonoides toteux (ug/QE mg)
N

mPPD1 mPPD2 mPPD3 PPC

Figure 22 : Teneurs en flavonoides totaux dans les différents extraits de pollen de
Phoenix dactylifera L et Phoenix canariensis

D’apres les résultats obtenus dans notre étude basés sur I’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 espéces Phoenix dactylifera L et
Phoenix canariensis. L’extrait (PPC) de la premiere espéce semblent avoir une quantité de
flavonoides totaux plus ¢€levée que celle de L’espéce ornementale de palmier, ce dernier

présente une valeur de 4.00 £ 0.55 mg QE /g.
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En revanche, les extraits de 1’espéce cultivée Phoenix dactylifera (PPD1, PPD2 et
PPD3) montrent une variabilité non significative des teneurs de flavonoides totaux (9.24 +
1.82,7.93 £0.72 et 7.88 = 1.03 mg QE /g, respectivement). Cette variation est peut-&tre
due aux facteurs pédo-écologiques et caractéristiques intrinseques des especes et des
individus au sein de la méme espece

Dans ce méme contexte, 1’étude menée par (Sadeq, 2021)sur I’extrait issu de
I’éthanol ;eau, de pollen de palmier dattier , montre que la teneur en flavonoides totaux est
beaucpoup plus inférieure a nos résultats avec une valeur de 2.48 £ 0.05 mg QE/g

L’étude de (Benouamane, 2022) montre que la teneur en flavonoides totaux de
I’extrait méthanolique du pollen de Phoenix dactylifera présente une valeur légérement
faible par rapport a nos extraits de la méme espéce. Par contre, les extraits issus a partir des
autres solvants (Ethanol et acétone) présentent des valeurs soit plus faible (5.2+ 0.9 mg
QE/qg) ou plus élevé (12. 7+ 1.2 mg QE /g, respectivement)

1.3. Activités biologiques des extraits

1.3.1. Activité de piégeage du radical libre DPPH

Le test DPPH est le test indirect le plus ancien pour déterminer 1’activité antioxydante.
Le DPPH a été proposeé pour la premiére fois en 1950 en tant que produit naturel donneur
de protons. Plus tard, ce test a été quantifié pour déterminer le potentiel antioxydant des
composés phénoliques individuels et d’échantillons alimentaires et biologiquement
significatifs (Roginsky, 2005) Le radical DPPH porte une couleur violet foncé et est I'un
des rares radicaux azotés organiques stables. Le radical libre stable 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (a.a-diphényl-B-picrylhydrazyl) a été 1’un des premiers radicaux libres
utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques
(Brand-Williams W, 1995)

Dans cette expérience I’activité antioxydant DPPH a été évaluée par la mesure de
pourcentage d’inhibition dans les différents types de pollen étudiés a 50% d’inhibition.
Cette méthode est basée sur la capacité de I’extrait méthanolique aréduire le DPPH passant
de couleur violet vers neutre incolore. Les résultats obtenus permettent de tracer
I’histogramme de pourcentage d’inhibition pour les quatre extraits étudiés, par rapport aux

antioxydants standards (trolox et acide ascorbique) qui sont rapportés dans la figure 23.
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Figure 23 : Activité de piégeage du radical DPPH des extraits de pollen par rapport aux
standards (trolox , acide ascorbique)
D'apres les valeurs d'l1Cso obtenues dans notre étude ; I’analyse de I’ANOV A montre que nos
extraits sont statistiquement différents les uns des autres et par rapport aux standards trolox
et acide ascorbique (p<0.001 et p<0.05). L’extrait PP2 posséde une trés faible activité de
piégeage du radical libre DPPH car la concentration d’atteindre I’ICso est élevée (800 pg/ml)
par rapport aux autres extraits de pollen et aux standards.(1C50=4.39+0.01 pg/ml ) ;alors que
PPD3 posséde la meilleur activité par rapport a nos extraits 1C50=221.45+61.42 pg/ml. Entre
ces deux extrémes se situent les deux autres extraits PPD1 (729.23 + 70.84 pg/ml ) et PPC
(Phoenix canariensis) ( 378.017+ 64.66 pg/ml ) .En effet , on peut dire que les extraits avec
une faible activité possedent des composés phénoliques ayant une faible capacité a neutraliser
les radicaux de DPPH, et vis-versa. Car les polyphénols ayant la caractéristique en leur
structure d’avoir des groupements hydoxyles. Ces derniers permettent de neutraliser les
radicaux libres par la donation des électrons ou des atomes hydrogéne. A cet effet, ils sont
considérés comme les antioxydants d’origine naturelle les plus importants
En comparant avec 1’étude réalisée par (Benouamane, 2022), utilisant des différents
solvants a différente polarité pour extraire les métabolites du pollen. L’extrait méthanolique
décele la valeur 1C50=3600 + 900 pg/ml, nos résultats présentent des valeurs beaucoup

moins faibles ce qui explique une activité antioxydante plus importante.
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De méme pour I’extrait éthanolique de cette méme étude avec 1Cs0=2200 + 300
pg/ml, par contre son extrait acétonique a une valeur 1Cso= 500 + 30 pg/ml est plus élevée
par rapport a PPD 3 et PPC et plus faible par rapport a PPD 1 et PPD 2.

Dans ce méme contexte, 1’étude réalisée par (Sadeq, 2021)(avec I’éthanol ; eau)
révéle une 1Cs0=1820 + 27 ug/ml plus éleve a nos résultats expliquant une activité plus
faible

1.3.2. L’activité de piégeage de radical-cation ABTS (scavenging activity)

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre stable
largement utilisé pour évaluer la capacité antioxydante des fluides biologiques, des
mélanges complexes ou des composeés purs. Ce radical libre est capable de réagir avec les
antioxydants classiques de type phénol et thiol, mais également avec tout compose donneur
d’hydrogéne ou d’électron (Rice-Evans, 1995)

Dans cette expérimentation, 1’activité antioxydant ABTS a été évaluée par la mesure
de pourcentage d’inhibition des extraits des pollens étudiés a 50%0. La réduction de I’ABTS
par ’extrait de pollen passe de couleur bleu vert vers neutre incolore, les résultats obtenus

permettent de tracer I’histogramme de pourcentage d’inhibition de nos quatre extraits, par

rapport aux antioxydants standards (trolox et acide ascorbique) dans la figure 24
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Figure 24 : Activité de piégeage du radical ABTS des extraits de pollen par rapport
aux standards (trolox, acide ascorbique)
D'apres les valeurs d'ICso obtenues dans notre étude ; une différence significative a
¢été signalé entre les différents extraits des pollens utilisés (p<0.05), néanmoins les deux

extraits PPD1 et PPD2 sont proche.
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I’extrait PPC (Phoenix canariensis) possede 1’activité la plus faible de piégeage de
radical-cation ABTS a travers la valeur élevé de 1C50=545.59 + 42.06 pg/ml..(ICs0=
3.21+0.06 pg/ml) ; alors que PPD 3 possede la meilleur activité avec 1Cs0=147.66 + 18.55
png/ml. Nos résultats ont révélé qu’il y’a une variation entre les extraits

étudiés quant a 1’effet antioxydant par ABTS et que les extraits de pollen proviennent de
Phoenix dactylifera ont une capacité de réduire le radical ABTS plus importante que celui de
Phoenix canariensis.

1.3.3. Le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

Le test FRAP est une méthode colorimétrique de transfert d’¢électrons permettant de
mesurer la capacité d’un antioxydant a réduire le Fe3* présent dans le complexe KsFe(CN)s
en Fe?* en donnant une couleur bleu-vert, qui s’absorbe en maximum dans une longueur
d’onde de 700 nm (Oyaizu, 1986). La formation de ce complexe montre le pouvoir
réducteur qui détermine la capacité du composé a agir comme antioxydant.

Dans notre étude, 1’activité de pouvoir réducteur de I’ion ferrique FRAP a été évaluée
par la mesure A 0.5 dans les quatre extraits de pollen cibles. et les résultats obtenues permet
de tracer I’histogramme des absorbances en fonction des concentrations étudiées (Aos) par

rapport aux antioxydants standards (trolox et acide ascorbique)la figure 25
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Figure 25 : Activité de pouvoir réducteur de I’ion ferrique FRAP des extraits de
pollen par rapport aux standards (trolox , acide ascorbique)

En se basant sur la mesure d' Aos obtenue pour les extraits testés, seul 1’extrait PPD3
possédant une activité de pouvoir réducteur avec une concentration de 220+ 26.70 pg/ml
tandis que les deux autres extraits (PPD1 , PPD2 et PPC ) ne révele pas ne activité (Aos>
500 pg/ml ).
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En comparant avec le résultat trouvé par (Sadeq, 2021) de cette méme activite, sur
I’extrait éthanolique de pollen male de palmier dattier , cette étude montre que I’'IC50=
585+ 2.6 pg/ml elle est élevé et donc une activité plus faible par rapport & notre extrait
PPD3.Concernant les autres extraits la valeur de A0.5 > 500 pg/ml

1.3.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*? -phenanthroline

L'activité de la phénanthroline a été déterminée par la méthode (Szydlowska-
Czerniaka A, 2008)Il est basé sur la réduction du fer ferrique (Fe*3) en fer ferreux (Fe*?)
en présence d'antioxydants. Seul le fer (Fe*?) se complexe avec I'orthophénanthroline apres
la réaction d'oxydo-réduction pour donner le complexe ferroine (Fe*? - phénanthroline) de
couleur orange qui s’absorbe dans le spectre UV a 510 nm.

L’activité de phenanatroline a été évaluée par la mesure A o5 dans les extraits de
pollen utilisés et les résultats obtenues permet de tracer 1’histogramme des absorbances en
fonction des concentrations étudiées (Aos) de nos quatre extraits, par rapport aux

antioxydants standards (trolox et acide ascorbique) dans la figure 26.
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Figure 26 : Activité de phenantroline des extraits de pollen par rapport aux
standards (trolox ; acide ascorbique)

D'aprés la valeur d' Aos obtenues dans notre étude ; il n’y’a pas de variabilité
significative entre les extraits de pollen provenant de Phoenix dactylifera, contrairement a
celui de Phoenix canariensis (A0.5= 361.011+52.58 pg/ml), ainsi, le test Tukey montre
que PPD1(A0.5= 81.91+10.38 pg/ml), PPD2 (A0.5=76.35+16.94 pg/ml) et PPD3 (A0.5=
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176.76+£12.95 ng/ml) appartiennent au méme groupe que les standard et par
consequent, ces extraits ont une bonne activité de réduction de fer.

1.3.5. Activité anti-brunissement

Le brunissement enzymatique est le résultat de la transformation de composes
phénoliques en polymeéres colorés par des systémes enzymatiques spécifiques. Afin de
I’éviter, nous avons testé différents extraits méthanoliques des différents pollens pour
évaluer leur capacité anti-oxydante a inhiber la réaction enzymatique en mesurant le
pourcentage d’inhibition & 50%. Le résultat obtenu permet de tracer 1’histogramme de
pourcentage d’inhibition de 3 extraits, par rapport aux antioxydants standards dans la figure
27
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Figure 27 : Activité anti-brunissement des extraits de pollen étudiés

Nos résultats montrent que deux extraits sur quatres testés semblent avoir une activité
anti-brunissement, il s’agit de PPD3 de 1’espéce Phoenix dactylifera et PPC de I’espéce
Phoenix canariensis, dont le premier a unevaleur d*'ICso =354.45 + 146.79 pg/ml plus
inférieur et donc a plus d’activité par rapport PPC avec 1Cso =1276.99 *+ 459.27 pg/ml

1.3.6. Activité inhibitrice de I’alpha amylase

Dans notre étude, I’activité alpha amylase a été évaluée par la mesure de pourcentage
d’inhibition d’enzyme a 50% par les extraits du pollen étudiés. Cette activité est réalisée a
I'aide de la méthode iode/iodure de potassium (IKI) basée sur I’inhibition de I’enzyme alpha
amylase par I’extrait passant d’une couleur claire vers une couleur foncé. Cette enzyme est
considérée comme un principale cible pour les médicaments dans le traitement du diabéte

de type 2 en prévenant I’hyperglycémie postprandial en inhibant la dégradation des glucides
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complexe (amidon) en sucres simples qui s’absorbent par I’intestin. Le résultat obtenu

permet de tracer I’histogramme de pourcentage d’inhibition d’enzyme par les extraits.
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Figure 28 : Activité alpha amylase des extraits de pollen étudiés avec le standard
(acarbose)

D'apres la valeur d’ICso obtenues dans notre étude ; seul I’extrait du pollen DPP2
atteint IC50~ 833.32+32.05pg/ml et il parait qu’il a une meilleur activité d’ihibition de
I’enzyme alpha amylase que le standard acarbose. Par contre la valeur IC50 des autres
extraits est bien plus de 2000 pg/ml.

1.3.7. Activité lithiasique

Nous avons entrepris I'étude in-vitro sur I'inhibition de la cristallisation oxalo-calcique
en présence d’extraits de pollen de Phoenix (Test de nucléation) et aussi par la dégradation
des cristaux COM (Test de dégradation). Trois extraits ont été évalué ; PPD2, PPD3 et PPC.
Cette activité anti lithiasique a été évaluée par la mesure de pourcentage d’inhibition de
cristallisation des pollens & 50%b. Les résultats obtenus permettent de tracer 1”histogramme
de pourcentage d’inhibition de ces extraits, par rapport au standard (acide citrique)
présentant dans la figure 29.
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Figure 29: Activité anti-lithiasique (test d’agrégation) des extraits des pollens étudiés par
rapport au standard (acide citrique)

D’apres les résultats obtenus, nos extraits ne présentent aucun effet sur I’inhibition de
la formation des cristaux suite au test de nucléation. Par contre, le test de dégradation a
révélé la présence d’une forte activité anti-lithiasique pour deux extraits PPD2 (IC50 allant
de 17.87 + 8.09 jusqu’a 21.29+4.17 ug/ml) et PPC (IC50 allant de 7.56+5.93 jusqu’a 23.12
+ 3.68 ug/ml). Ces deux extraits ont une activité au cours du temps meilleur que celle du
standard (acide citrique) (IC50 allant de 23.39+8.90 jusqu’a 35.53 +8.18 ug/ml)

L’étude de I’activité anti-lithiasique a été suivre par une observation microscopique
Jles résultats obtenues de cette dernier sont fortement corrélé avec ceux de la mesure de la

D.O ce qui renforce nos résultats
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Tableau 6 : Observation microscopique des résultats de 1’activité anti-lithiasique

I '

PPD 2 Blanc PPD2
PPD 3 Blanc PPD 3

I ’

PPC Blanc PPC

Acide citrique Blanc (control negatif)
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1.3.8. Activité anti-inflammatoire

Cette activité est Basée sur le pouvoir inhibiteur de la dénaturation thermique de la
protéine BSA (bovine sérum albumen) par les extraits et le résultat obtenu permet de tracer
I’histogramme de pourcentage d’inhibition de 3 extraits ; PPD2, PPD3 et PPC , par rapport

au standard (voltarene) dans la figure 30.
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Figure 30 : Activité anti-inflammatoire de 1’extrait PPC par rapport au standard
(Voltaréne)

Seul I’extrait PPC de pollen provient de I’espéce Phoenix canariensis a révélé une
activité anti-inflammatoire avec concentration d’inhibition de IC50=326.50% 59.48 pg/ml
par rapport aux autres extraits.

1.4. Activité antifongique

Dans cette expérimentation I’activité antifongique a été évaluée par la mesure de
pourcentage d’inhibition de développement du champignon a 50%. Cette méthode est
Basée sur le pouvoir inhibiteur des infections fongiques donc quel que soit le type de
flavonoide considéré par les extraits, le résultat obtenu permet de tracer 1I’histogramme de
pourcentage d’inhibition de 3 extraits, et de témoin positif (DMSO) dans la figure 31 et
figure 32

Trois concentrations ont été testées (0.09 mg /ml, 0.18 mg/ml et 0.36 mg /ml) pour

I’évaluation des pourcentages d’inhibition des quatre extraits étudiés
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Figure 31 : Taux d’inhibition de I’activité antifongique des extraits du pollen étudiés

Activité anti-fongique (diametre de developpement )

a
a 8
2
w
5 7,5
& 3
9=z
a2 7
a
as
w 65
oo
o
m 6
=
<
o
5,5
T+ PPD 1(0.045,0.09,0.18"mg/ml" respectivement )

PPD 2(0.045,0.09,0.18 "mg/ml" respectivement ) = PPD (0.045,0.09 ,0.18 "mg/ml" respectivement )
PPC (0.045,0.09,0.18 "mg/ml" respectivement )

Figure 32 : Effet des extraits du pollen avec différentes concentrations sur le

diameétre de développement du champignon Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici
Les résultats de 1’activité antifongique montrent que nos extraits avec le différentes
concentration utilisées possedent des tres faibles taux d’inhibition (< 50%) dont le plus
grand taux d’inhibition de développement du champignon Fusarium oxysporum f.sp.

Lycopersici est celui de I’extrait PPD3 (16.10%) a la concentration 90 g /ml.
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Conclusion :

Le présent travail est consacré a I’étude phytochimique, biologique et anti-fongique de
certains types de pollens du genre Phoenix, notamment Phoenix dactylifera, provenant a partir
des pieds males ayant des profils génétiques différents, en étudiant leur diversité génétique sur
le plan phytochimique et biologique.

D’aprés nos connaissances, trés peu de travaux bibliographiques ont éte réalisés sur le
pollen du palmier dattier pheonix dactylifera et par conséquent, peu d’informations sur le plan
phytochimique et biologique existent pour ce matériel vegeétal.

Afin d’approfondir nos connaissances sur ce théme, nous avons procédé au dosage des
composés phénoliques; les polyphénols totaux et les flavonoides totaux, a I’évaluation de
I’effet antioxydant non enzymatique et anti-brunissement, a 1’évaluation des activités; anti-
diabétique, anti-lithiasique, anti-inflammatoire et anti-fongique. Cette étude a été effectuée sur
des extraits méthanoliques.

Les résultats obtenus montrent qu’ils y’a une variation significative (p<0.05) entre les
types de pollen utilisés au sein de la méme espéce (Phoenix dactylifera) et entre les deux
espéces du genre Phoenix (Phoenix dactylifera et Phoenix canariensis) quant a leur teneur en
polyphénols et en flavonoides totaux. La premiére espece semble avoir des teneurs plus elevés
par rapport a la deuxiéme espece.

De méme, pour les activités biologiques et phytochimiques des types de pollen étudiés,
les résultats obtenus montrent qu’ils présentent des variations remarquables entre eux.

Il est constaté que le type de pollen PPD3 présente la teneur en polyphénols la plus
¢levé, en outre, il s’est mentionné avoir des meilleurs valeurs 1C50 pour la plupart des
activités antioxydantes (DPPH-ABTS) et d’une valeur IC50 semblable aux autres types de
pollen de Phoenix dactylifera pour I’activité de phénantroline meilleur que celle de Phoenix
canariensis. Ainsi, il parait avoir une valeur IC50 de I’activité anti-brunisement (POD) proche
de celle de PPC. Par ailleurs, tous les types de pollen du palmier dattier semblent avoir des
valeurs semblables de flavonoides totaux, plus importantes que celle de palmier canariensis

L’extrait du pollen PPC ayant les plus faibles teneurs en polyphénols et flavonoides
totaux semble avoir une activité anti-inflammatoire in vitro la plus élevé en inhibant la
dénaturation de la BSA

11 est trés important de signaler qu’a I’issu des résultats de I’activité alpha-amylase et de

I’anti-lithiasique que certains extraits ont révélé des valeurs IC50 meilleurs que celles des
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standards utilisés. Il s’agit de I’extrait PPD2 pour la premiére activité, et de ce méme extrait et
PPC pour la deuxiéme activité

Concernant I’activité antifongique in vitro, nos résultats montrent que les extraits de
pollen étudiés présentent des tres faibles taux d’inhibition de développement du champignon

Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici avec des petites variations entre les types de pollen.

Il serait donc intéressant d’approfondir cette étude, nous pouvons citer comme
perspective :

* Réalisation d’une étude phytochimique approfondie qui consiste a la
purification, I’identification et la caractérisation des compos€s actifs.

* Faire des études expérimentales « in vivo » sur des espéces animales.

* Approfondir I’étude avec d’autres activités biologiques béta-carotane, anti-
cholinesterase, anticancéreuse et I’activité antimicrobienne.

#  Utilisation d’autres solvants d’extraction et comparaison des résultats
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Résumé

Résumé

L’objectif principal de cette étude est d’étudier sur le plan phytochimique, biologique et anti-
fongique quelques types de pollens du genre Phoenix, notamment Phoenix dactylifera, en
prenant en consideration leur variabilité génétique prouvé prealablement par des marqueurs
moléculaires.

Nous avons procédé a une maceération par le solvant méthanol, puis les extraits obtenus ont
subi au dosage des composés phénoliques; les polyphénols totaux et les flavonoides totaux, a
I’évaluation de I’effet antioxydant non enzymatique et anti-brunissement, a 1’évaluation des
activités; anti-diabétique, anti-lithiasique, anti-inflammatoire et anti-fongique.

Les résultats obtenus pour la teneur en polyphénols et flavonoides totaux montrent qu’ils y’a
une variation significative entre les types de pollen utilisés allant de 10.21 + 4.20 mg EAG / ¢
MS jusqu’a 47.67+ 4.69 mg EAG / g MS. De méme, des variations entre ces extraits de pollen
ont été observées pour les différents tests de 1’évaluation biologique et anti-fongique. L’extrait
PPD3 présente la meilleure activité anti-oxydante trouvée par la plupart des tests utilises.
Concernant I’activité fongique, aucun des extraits de pollen utilisés n'a exercé d’effet
inhibiteur considérable sur le développement du champignon Fusarium oxysporum f.sp.
Lycopersici. En revanche, I’extrait du pollen PPC (Phoenix canariensis) ayant les plus faibles
teneurs en polyphénols et flavonoides totaux semble avoir une activité anti-inflammatoire in
vitro la plus élevé. Ainsi, certains extraits ont montré des meilleurs activités pour I’alpha-
amylase (PPD2) et I’anti-lithiasique (PPD2 et PPC), non seulement par rapport aux autres
extraits, mais aussi par rapport aux standards utilisés.

Mot clés : pollens , palmier dattier , Phoenix , in vitro, activités biologique activités antifongique



abstract

Abstract :

The main aim of this study is to investigate the phytochemical, biological and anti-fungal
properties of several types of Phoenix pollen, in particular Phoenix dactylifera, taking into
account their genetic variability previously proven by molecular markers.

The extracts obtained were then assayed for phenolic compounds, total polyphenols and total
flavonoids, evaluated for their non-enzymatic antioxidant and anti-browning effects, and
assessed for their anti-diabetic, anti-lithiasic, anti-inflammatory and anti-fungal activities.

The results obtained for total polyphenol and flavonoid content show significant variation
between the pollen types used, ranging from 10.21 + 4.20 mg EAG / g DM to 47.67% 4.69 mg
EAG / g DM. Similarly, variations between these pollen extracts were observed for the various
biological and anti-fungal evaluation tests. The PPD3 extract presented the best antioxidant
activity found by most of the tests used. For fungal activity, none of the pollen extracts used
exerted any significant inhibitory effect on the development of the fungus Fusarium oxysporum
f.sp. Lycopersici. In contrast, the PPC (Phoenix canariensis) pollen extract with the lowest total
polyphenol and flavonoid content appeared to have the highest in vitro anti-inflammatory
activity. Some extracts showed better alpha-amylase (PPD2) and anti-lithiasis (PPD2 and PPC)
activities, not only compared with other extracts, but also with the standards used.

Key words: pollens, date palm, Phoenix, in vitro, biological activities antifungal activities
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Annexe

Annexe 01 : Matériels du laboratoire et instruments :

Instruments Matériels
1. Tubes eppendorf A. Evaporateur rotatif (FISHER
2. Erlenmeyers SCIENTIFIC)
3. Eprouvettes B. Une étuve ventilée (MEMMERT)
4. Flacons C. Agitateur magnétique (FISHER
5. Spatules SCIENTIFIC)
6. Micropipettes de volumes différents D. Ultrason (GRANT)
7. Microplaques 96 puits E. Balance de précision (EXPLORER)
8. Papier filtre Wattman F. pH metre (METTLER TOLEDO)
9. Boites de pétri G. Spectrophotometre (HELIOS
10. Béchers EPSILON)
11. Portoirs H. Lecteur de microplaque (Perkin Elmer)
12. Verres a montre I. Bain marie (MEMMERT)
13. Embouts J.  STERILISATEUR ( MEMMERT)
14. Tube a essais K. Bec benzene
L. Vortex
M. Autoclave



https://www.humeau.com/sterilisateur-a-convection-naturelle-memmert-sn260-256l-76460010002.html
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Annexe

Annexe 02 : courbe d’étalonnage pour le dosage :

Courbe d’étalonnage de total phénol :

courbe d'etalonnage de |'acide gallique

y = 0,0086x + 0,0355
1,8

R? = 10,9941
1,6
1,4
1,2
2 -
£ 1
208
©
0,6
0,4 ¢
0,2
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
concentration ug/ml
Courbe d’étalonnage de total flavonoide :
' . y =0,009x + 0,036
courbe d'etalonage de quercetine R = 0,9966
1
0,9
0,8
0,7
S 06
o
2 0,5
2
304
0,3
0,2
0,1
0
0 20 40 60 80 100 120

concentration ug/ml



Annexe

Annexe 03 : les standards de chaque activité :

Reducing power :

0.0976 0.195p  0.390 0.781 1.562 6.25nug A0S

0.07+0. 0.08+0. 0.09+0. 0.13+0. 0.19+0. 0.28+0. 0.60+0. 5.25+0.
00 00 01 00 02 05 04 20

0.07+0. 0.09+0. 0.12+0. 0.17#0. 0.25+0. 0.47+0. 0.79+0. 3.620.
ic acid V) 01 01 01 02 03 09 29

Phenantrolin assay :

0.25+0. 0.2440. 0.26%0. 0.26+0. 0.32+0. 0.38+0. 0.56+0. 5.21+0.
01 01 01 00 01 01 02 27
Sceoier 0.26+0.  0.2940. 0.29+0. 0.31+0. 0.37+#0. 0.50+0. 0.80+0. 3.08+0.
[-i[el 01 00 02 01 01 00 00 02
DPPH assay :

1.5625 3.125

e 6.42+0. 13.33+2 30.19+0 61.48+2 87.16+0 88.46x0 87.72+0 5.12+0.

X 91 14 .67 .98 .28 A1 A7 21
e 0.31+1. 12.90+0 29.69+0 76.67+0 84.94+0 87.78+0 86.36+0 4.39+0.
bic .28 .39 37 .84 49 21 01
acid
ABTS assay :

0.78125 15625 3.125 6.25
14.74+0 26.15+0 51.70+1 89.72+0 92.89+0 92.89+0 91.84+1 3.21+0

X 37 .65 51 .67 19 19 19 .06
Aeeeir 134340 28.76x0 52.94+0 93.21+0 93.08+0 92.40+0 92.96x0 3.04+0
o] .82 .67 .94 A1 19 .88 A1 .05
acid

Alpha amylase :

62.5 125 250 500 1000 2000 4000 1C50
Aecidee 7.76  8.08+0. 9.46+0. 10.70+0. 31.81+3. 53.05+0. 91.84+1. 3650.93%+
se 0.17 30 11 96 54 19 59 10.70
Voltaréne :
31.25 62.5 125 250 1C50

Clieien 3411 51.37+0  76.87+1  99.23+0. 63.78+0.73
e 0.5 .91 24 41



Annexe

Annexe 04 de activité fongique

Les étapes de Pactivité anti fongique :

Notre milieu de culture contient de PDA et les 3 dilutions avec des différentes
concentrations

Repartir sur les boite de pétri avec des répétitions (chaque concentration avec 3
répétitions)

Laisser les boites de Pétri a température ambiante jusqu'au refroidissement du milieu
PDA puis déposer un petit disque du champignon référence au milieu de chaque boite.
Puis incuber les boites dans une étuve a 25 °C pendant 5 a 6 jours

(Pour la croissance de champignon et observer s’il y a une inhibition)
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