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Résumeé

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présentent dans les plantes et qui ont
des effets protecteurs tels que leur activité antioxydante.

Notre étude a pour objectif de déterminer les teneurs en composés phénoliques
(Polyphénols, Flavonoides, tanins), d’évaluer [I’activité antioxydante d’extrait
polyphénolique des trois parties de fruit (épicarpe, pulpe, amande) de Balanite
aegyptiaca.

Nos résultats ont montré que les extraits polyphénoliques des trois parties de fruit de
Balanite aegyptiaca contiennent des teneurs importantes en composés phénoliques. Par
ailleurs, nous avons constaté que I’extrait de la pulpe est le plus riche en polyphénals,
flavonoides et tanins condensés avec des teneurs de 22,34 +1,73 mg EAG/g de M.S ;
3,07 mg EC/g MS ; 2,78 + 0,1 mg EC/g Ms respectivement. Par contre, nous avons
constaté que I’amande est riche en tanins condensés (1,88+0,3 mgEC/g MS) d’autre part
I’épicarpe contient des teneurs considérables en polyphénols et flavonoides (11,43
10,08 mg EAG/g de MS ; 1,21+0,04 mg EC/MS) respectivement et pauvre en tannins.
L’évaluation de la capacité antioxydante totale (CAT) a révéle que les extraits
polyohénolique de fruit de Balanites aegyptiaca a une activité antioxydante
importante, dont la pulpe présente la valeur la plus élevée (2,222+ 0,09 mg EAA/ g
ES) par apport a I’épicarpe (1,436+0,1 mg EAA/ g ES) et I’amande (1,556+0,1 mg
EAA/ g ES). Le pouvoir réducteur a été déterminé par la méthode FRAP, qui a montré
que la pulpe a le pouvoir réducteur le plus important (1C50 =3,91 mg/ml) par rapport a
I’épicarpe et I’amande (1C50=7,92mg/ml ; 1C50= 19,82mg/ml) respectivement en le
comparant avec celui de standard (BHA) qui a un IC50 de la valeur de 0,15 mg/ml.
L’activité antioxydant de fruit de plante de Balanite aegyptiaca est due essentiellement
a la présence des composes bioactifs (polyphénols, flavonoides) et a d’autres

métabolites secondaires.

Mot clé : Activité Antioxydante, Balanites aegyptiaca, CAT, FRAP, Polyphénols.



Abstract

Polyphenols are secondary metabolites present in plants and which have protective
effects such as their antioxidant activity.

Our study aims to determine the content of phenolic compounds (polyphenols,
flavonoids, tannins), to evaluate the antioxidant activity of polyphenolic extract of the
three fruit parts (epicarp, pulp, kernel) of Balanites aegyptiaca.

Our results showed that the polyphenolic extracts of the three fruit parts of Balanites
aegyptiaca contain phenolic compounds. In addition, we found that the pulp extract is
the richest in polyphenols, flavonoids and condensed tannins with contents of 22.34
+1.73 mg EAG/g of DM; 3.07 mg EC/g DM; 2.78 + 0.1 mg EC/g Ms respectively. On
the other hand, we noted that the kernel is rich in condensed tannins (1.88+0.3 mgEC/g
DM) on the other hand the epicarp contains considerable contents of polyphenols and
flavonoids (11.43 +0. 08 mg EAG/g DM; 1.21+0.04 mg EC/DM) respectively and low
in tannins.

The evaluation of the total antioxidant capacity (CAT) revealed that the polyohenolic
extracts of Balanites aegyptiaca fruit has a significant antioxidant activity, the pulp of
which has the highest antioxidant activity (2.222 + 0.09 mg EAA / g ES) by
contribution to the epicarp (1.436+0.1 mg EAA/ g ES) and the kernel (1.556+0.1 mg
EAA/ g ES). The reducing power was determined by the FRAP method which showed
that the pulp has the greatest reducing power (IC50 = 3.91 mg/ml) then the epicarp
(1IC50 = 7.92 mg/ml), and kernel (IC50= 19,82mg/ml) comparing it with that of
standard (BHA) which has an IC50 value of 0.15 mg/ml.

The antioxidant activity of Balanites aegyptiaca plant fruit is mainly due to the presence

of polyphenols, flavonoids and other secondary metabolites.

Key word: Antioxidant Activity, Balanites aegyptiaca, CAT, FRAP, Polyphenols.
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Introduction

Environ 500.000 espéces végeétales sont recensees a travers le monde dont 80.000
espéces sont utilisés dans le domaine thérapeutique (Quyou, 2003 ; Benkhnigue et al.,
2011).

Les plantes médicinales sont connues depuis des millénaire et sont trés appréciés
dans le monde entier comme une source riche d’agents thérapeutiques pour la
prévention et la guérison des maladies (Sharma et al., 2008).

Les plantes médicinales ne constituent pas seulement une base de ressource majeure
pour la médecine traditionnelle et I’industrie des plantes médicinales mais fournissent
également une sécurité sanitaire a une grande partie de la population mondiale (Jain,
2017). Ces plantes sont des sources importantes d’une grande variété¢ des molécules
bioactives qui représentent des produits du meétabolisme secondaire (Akowah et al.,
2004).

Les métabolites secondaires sont des molécules qui ont une répartition limitée dans
l'organisme de la plante, les principaux métabolites secondaires sont les huiles
essentiels, les polyphénols, les alcaloides, les terpenes, etc. (Akowah et al., 2004).

Les polyphénols sont des meétabolites secondaires produits par les plantes superieures,
qui jouent un réle important dans la physiologie végetale et ils ont des propriétés

bénéfiques sur l'organisme humain (Daglia, 2012).

Ces derniéres années, de nombreuses études sont menées sur I'évaluation du profil
Polyphénolique de plusieurs plantes réputées par leurs vertus thérapeutiques, ainsi les
propriétés biologiques de plus en plus recherchées (Hung, 2004 ; Bincy et al., 2017)
Les polyphénols ont plusieurs effet thérapeutique tels que I’effet protecteur qui a été
attribué a leurs propriétés antioxydantes, susceptibles de prévenir des dommages
oxydatifs moléculaires et cellulaires qui déclenchent diverses pathologies (cancers,
diabete de type 2, maladies cardiovasculaires et neurodégénératives) (Amiot et al.,
2009).

Les polyphénols possédent généralement plusieurs propriétés biologiques tels que
I’activité antifongique et antimicrobienne (Ahuja et al., 2012), et d’aprés plusieurs
études ces polyphénols ont une activité antioxydantes, anti-inflammatoires,
anticancéreuses, etc. (Nkhili, 2009; Nani, 2017; Ghanemi et al., 2017; Zeriouh et al.,
2017; Aboura et al., 2017; Nani et al., 2019), aussi ils ont la capacité de réduire le

risque des maladies de syndrome métaboliques (obésité , insulinorésistance) (Amiot et

al., 2009).



Introduction

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation, ils
sont présents dans différents aliments et boissons a base de plantes, notamment les
pommes, brocoli, baies, agrumes, prunes, cacao, thé et café (Williamson, 2017). Les
effets des polyphénols dépendent de la quantité consommée et de leur biodisponibilité
(Manach et al., 2004).

Le dattier de désert pareillement connu sous le nom Balanites aegyptiaca, appartient
de la famille des Zygophyllaceae qui contient 25 genres et 240 espéces qui se trouve
plus dans les régions tempérées chaudes et les plus séchés surtout en Afrique, ainsi dans
les régions tropicales (chapagain et al., 2006). Cette plante est riche en métabolites
secondaires tels que les polyphénols, les alcaloides et les saponines. Elle est connue par
leurs propriétés biologiques notamment ’activité antioxydante (Murthy et al., 2021).

Balanites Aegyptiaca participe a d’autres utilisations pharmaceutiques par ses
différentes propriétes biologiques telles que I’activité antibactérienne, antimicrobienne,
anticancéreuse et antidiabétique (YYadav et al ., 2010).

Notre étude a pour objectif de déterminer les teneurs en composés phénoliques
(polyphénols, flavonoides, tanins), d’évaluer [Iactivité antioxydante d’extrait
polyphénolique des trois parties de fruit (épicarpe, pulpe, amande) de Balanite

aegyptiaca par deux techniques CAT et FRAP.

Ce travail est développé en deux parties :
> La premiere partie de ce mémoire nous proposons une étude bibliographique,
qui regroupe trois chapitres :
e Le premier chapitre basé principalement sur les composes phénoliques.
e Le deuxieme chapitre englobe le stress oxydatif et le pouvoir
antioxydant.
e Le troisieme chapitre représente la plante de dattier de désert (Balanites
aegyptiaca
» La deuxieme partie est la partie expérimentale, elle est divisée en deux :
e Matériels et méthodes.
e Résultats et discussion.

» Et ontermine par une conclusion et perspectif.
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Chapitre | Les polyphénols

I. Les polyphénols
1.1 Définition

Les polyphénols naturels sont généralement présent dans les végétaux supérieurs
complexes de métabolites secondaires, ils sont solubles dans I'eau, et méme possédent
des masses moléculaires relatives comprises entre 500 et 3 000 (Edwin et al., 2015)

Ce sont des composés qui peuvent s'accumuler dans plusieurs parties de la plante
comme les feuilles, les fruits, les racines et les tiges, ils contiennent plusieurs fonctions
biologiques. Ils sont nécessaires a la vie végeétale, ils peuvent fournir une défense contre
les attaques microbiologiques et rendre les aliments désagréables pour les prédateurs et
autres herbivores (Bavaresco, 2003 ; VVogt, 2010).

Certaines études épidémiologiques ont montré qu’une consommation réguliére des

aliments riches en composes phénoliques permet de prévenir certain pathologie comme
les maladies cardiovasculaires, neuro-dégéneratives, certain cancer (Hung, 2004).
Les composes phénoliques présentent une grande diversité de structures, plusieurs
milliers de composes différents ont éte identifiés dans la nature (Bruneton, 2009). Ce
sont des composés organiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyle attachés a un
cycle phényle (Gulluce et al., 2003 ; Cui et al., 2012).

OH

Figure 01 : Structure phénolique (Sarni-Manchado et al., 2006).

Si%



Chapitre | Les polyphénols

1.2. Classification des polyphénols

La famille des polyphénols contient I'une des molécules les plus abondantes et les
plus étudiées naturellement présentes dans le regne végeétal les polyphénols (Collin et
al., 2011).

Le terme « phénol » englobe environ 10000 composés naturels identifiés (Martin et
al., 2002 ; Druzynka, 2007). L’¢élément structural principal qui contient au moins un
noyau phénolique a 6 carbones, lié d’un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans

une autre fonction : ester, éther (Bruneton, 1999 ; Balasundram, 2006).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence de différents  groupements
phénoliques dans leur structure. lls sont répartis en différents groupes caractérisé en
fonction du structure de leur squelette carboné exemple : flavonoides (C6-C3-C6) » et
acides phénolique (C6-C1 ou C6-C3) (Manach et al., 2004).

Les Polyphénols peuvent étre classés en deux groupes: Les composés flavonoides et

les composés non flavonoides.

1.2.1. Les flavonoides

Les flavonoides généralement sont des composés phénoliques qui représentent
constituants essentiels de la partie non énergétique de lalimentation humaine
(Martinez-Flérez et al., 2011).

Ainsi que, sont les composés polyphénoliques les plus abondants contenus dans les
vegétaux. Sa structure comprend un squelette composé de deux cycles aromatiques (A
et B) porteurs de plusieurs fonctions phénol et comprend une chaine de trois atomes de
carbone (Stoclet et al., 2011).

Figure 02 : Squelette de base des flavonoides (Rijke, 2006).

Sz
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1.2.1.1. Les flavanones

Ce sont des composants qui ne contient pas des groupements OH en position 3, et
présentent de fortes similitudes de structures avec les flavonols, ce sont des flavonoides
responsables de la saveur amére de certaines pamplemousses, citrons, orange: la
naringine (Alais et al., 1997).

1.2.1.2. Les flavones

Les flavones existent dans toutes les principales lignées de plantes terrestres. Les
espéces Végétales productrices de flavones appartiennent a plus de 70 familles
différentes au sein du réegne végétal (Harborne et al., 1999).

1.2.1.3. Les flavonols

Les flavonols probablement considerent comme : 3-hydroxyflavones et les flavones,

a l'inverse, comme des 3-désoxy-flavonols (Herrmnn, 1979).

Les flavonols et précisément la quercétine, sont pleinement distribués dans les plantes
et sont présents en quantités considéerables dans les fruits et legumes (Perez-Vizcaino et
al., 2010).

1.2.1.4. Les chalcones

Les chalcones sont des dérives des flavonoides ils ont une grande variété d'effets
pharmacologiques, y compris activités antiprolifératives et anticancéreuses, l'un des
mécanismes de l'action anticancéreuse l'activité des chalcones peut étre la suppression
de l'anxiogenes (Hsu, 2004).

1.2.1.5. Les isoflavones

On dit que les isoflavones affectent la liaison, I'entrée, la réplication, la traduction des
protéines virales et la formation de certains complexes de glycoprotéines d'enveloppe
virale (Andres, 2009).


https://www.larousse.fr/dictionnaires/synonymes/probablement/16887
https://www.larousse.fr/dictionnaires/synonymes/pleinement/16267
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Flavonones O o
OH

o

Flavanonols

Flavanols Néoflavonoides

Isoflavones

Figure 03 : Les différentes classes de flavonoides (Rousserie, 2019)

1.2.2. Les non flavonoides
Les principaux composés non-flavonoides retrouvés dans la baie de raisin ainsi que

dans le vin sont les acides phénols et les stilbénes (Rousserie, 2019).

1.2.2.1. Les acides phénoliques

Ce sont des composés phénoliques naturels qu’ils ont une structure qui contient au
mois un role carboxylique et autre hydroxyle, ainsi que sont devisés en deux parties :

acides hydroxycinnamiques /acide hydroxybenzoique (Bruneton, 2008).

L’acide hydroxycinnamique :

Les acides hydroxycinnamiques, leurs esters quiniques et l'acide quinique sont
présents dans le jus de pomme et le cidre le vin joue un réle sur la croissance d’une

souche d’Oenococcus oeni (Salih et al., 2000).

-L’acide hydroxybenzoique :

Les acides hydroxybenzoique connu par leur grande activité vis a vis  des micro-
organismes, Ainsi leur faible toxicité sur des organismes supérieurs (Sabalitschka et
al., 1927 ; Sabalitschka, 1929).

Sk
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1.2.2.2. Les stilbénes
Les stilbénes sont des métabolites secondaires biologiquement actifs existe dans des
plusieurs familles des plantes, et leurs principales sources alimentaires sont le raisin, le

vin et les arachides (Renaud et al., 1999).

/

Figure 04 : Structure générale du stilbenes (Nicks, 2009).

1.2.2.3. Les tanins

Les tanins, sont des composés polyphénoliques amplement présents dans la plante
Royaume (Quideau, 2011), Ce sont essentiellement des metabolites secondaires
produits par les plantes pour leur adaptation et leur protection aux stress abiotiques
(Xia, 2010).
Ils sont devisés en deux parties :

Tanins condenseés :

Les tanins condenses sont généralement plus importants que les tanins hydrolysables
mais leur connaissance est beaucoup moins avancée, Les tanins condensés d’un tissu
vegeétal sont constitués par un mélange de plusieurs polymeres (Opet, 2012).

Tanins hydrolysables :

Les tanins hydrolysables (THSs) sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le
glucose, et de molécules d’acide-phénol (Salminen et al., 2011). lls sont classés selon
la nature de I’acide-phénol : les tanins galliques possedent un acide gallique
(hagerman, 2012).

1.2.2.4. Les lignanes

Les lignanes sont des polyphénols s’accumulant dans les tissus ligneux, les racines et
les graines de plusieurs plantes. Ces molécules, vraisemblablement impliquées dans les

mécanismes de défense chez la plante, sont également utiles pour ’homme (Lamblin et

al., 2008).

So%
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CH3

CHs O

Figure. 05 : structure genérale des lignanes (Milder et al., 2009).

| .3.Les sources alimentaires

Les polyphénols sont apportes par une alimentation d’origine végétale (Amiot et al.,

2009). Ils

constituent une famille de composés essentiel

dans le domaine

agroalimentaire (Collin et al., 2011) Les composés phénoliques sont présents dans

plusieurs aliments tels que : café, thé, chocolat, vins, fruits, oléagineux, soja (Pérez-

Jiménez, 2010).

Tableau 1 : Les sources alimentaires des polyphénols_

Les composes phénoliques

Sources alimentaires

Reéférences

Flavones Persil, Céleri, Olive,(Manach et al., 2004)
Poivron, rouge.

Flavonols Oignon  jaune,  Brocoli,|(Manach et al., 2004)
Abricot, Thé noir, Vin rouge,
pomme.

Chalcones Pommes, fleurs, houblon,(Tsao et al., 2003; Tsao et
biére. al., 2009)

Anthocyanes les légumes, Vin rouge, (Manach et al., 2004)
les fruits (myrtille).

Stilbénes Cacahouétes, Raisin. (Richard et al., 2014)

Lignanes Fruits, Céréales, Soja. (Richard et al., 2014)

I'acide hydroxycinnamique

café, céréales.

(Zhou, 2016)

L’acide hydroxybenzoique

Fruits comme les grenades,
raisins, noix, chocolat, thé

vert.

(Zhou, 2016)
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I.4. Les propriétés des polyphénols

Les polyphénols représentent plusieurs propriétés bénéfique sur 1’humain, plante,
ainsi que ’animale.

Les polyphénols sont des métabolites secondaires produits par les plantes supérieures,

qui jouent plusieurs roles essentiels dans la physiologie végétale et des propriétés
bénéfiques sur l'organisme humain (Daglia, 2012).
Certaines études épidémiologiques ont montré qu’une consommation réguliere des
aliments riches en composés phénoliques permet de prévenir certain pathologie comme
les maladies cardiovasculaires,  neuro-dégénératives, certain cancer (Hunget al.,
2004).

Ainsi que Plusieurs étude épidémiologique montre que Les polyphénols, (composés
phytochimiques phénoliques), font partie des antioxydants les plus existant dans les
fruits, légumes, ceréales et certaines boissons, et ont été proposés comme agents
chimio-préventifs primaires. Une attention considérable a été portée sur I'identification
naturelle polyphénols antioxydants capables de réduire I'excés des especes réactives de

I’oxygéne (ERO) donc la possibilité de réduire certains cancers (Lee et al., 2001).
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Tableau 2 : Les propriétés biologiques des polyphénols

Les composes phénoliques

L’activité biologique

réferérences

Les flavonoides

Anti-radicalaires,
Anti-poperoxudantes

Et Antioxydants

(Brasseur et al., 1986)

Les Tanins

Antioxydant et anticancéreux

(Bincy et al., 2017)

Les acides phénoliques

Antiproliférative, Anti-
radicalaires, antioxydant,
anti-tumorales, Anti-cancer,

anti-inflammatoire.

(Kouame et al., 2009)

Les chalcones

Anti-inflammatoire,
antioxydant, anticancéreux

(Babasaheb et al., 2010)

Les stilbénes

Hypolipémiant,
anti-inflammatoire,
cancer,
antiproliférative,
antiplaquettaire

antiviral,
anti-
antioxydant

(De Filippi, 2010)

Les Isoflavones

Anti-inflammatoire, réduire
les symptdmes de certaines
maladies comme
athérosclérose, antioxydant,
antimicrobien, anti-cancer

(Yu et al., 2016)
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Chapitre 11 Le stress oxydatif et le pouvoir antioxydant

L'oxydation est une réaction chimique ou les électrons se transfert d'un atome a un
autre et présente une grande partie de la vie aérobie et de notre métabolisme puisque
l'oxygene est l'accepteur d'électron ultime dans le systeme de flux d'électrons qui
produit de I'énergie sous forme d'ATP (Davies, 1995). Mais des problemes peuvent
survenir lorsque le flux d'électrons se découple (transfert d'électrons uniques non
appariés) généralement des radicaux libres (Gulgin, 2011) qui sont des especes réactifs
naturellement produits chez I'homme et qu'il peuvent exercer des effets négatifs
(provoquent le stress oxydatif), pour limiter ces effets néfastes I'organisme a besoin
d'une protection complexe "le systéme antioxydant" (Finaud et al., 2006).

I1.1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un deséquilibre entre l'oxydation et les antioxydants (Sies,
1985 ; Sies, 1986)," c'est une perturbation d'équilibre entre la génération des espéces
réactives de l'oxygeéne et la capacité du corps a neutraliser les dommages oxydatifs
(Boyd et al., 2003). Le stress oxydant déclenche des réactions d’oxydations en cascade
dans I’organisme humain causant des pathologies telles que le diabéte, la maladie

d'Alzheimer et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).

/A

/ %tiow dants |
/ Enzymatiques Non enzymatiques

Sources ’ERO | Superoxyde Glutathion ;
dismutase ; Ubiquinol ;
Endogenes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) ;
peroxydase; Caroténoides ;
NADPH oxydase ; ~ Polluants ; Catalase. Polyphénols

Chaine respiratoire
mitochondriale ;
Peroxysome ;
Cycloxygénase ;
Lipoxygénase ;
Xanthine oxydase ;

Cytochrome P-450.

Radiations (X, UV) ;
Xénobiotiques
pro-oxydants ;

alimentaires.

—

2

013).
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Figure 6 : Le déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants (achat,
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11.2. Les radicaux libres

11.2.1. Définition

Les radicaux libres sont des molécules ayant des électrons non appariés (Gilbert, 2000),
ces molécules sont instables et réagissent rapidement avec d'autres composants (Fang et
al., 2002).

11.2.2. Les espéces réactives d'oxygene (ERO)

Parmi les especes radiculaires les plus intéressants se trouvent : les radicaux
superoxyde (O2¢ -), hydroxyle (OHe), peroxyle (ROOv), alkoxyle (RO¢) et
hydroperoxyle (HO2) qui sont des radicaux libres d'oxygene (ERO,

Ainsi que des molécules d'azote (ERN) comme l'oxyde nitrique (NO¢) et le dioxyde
d'azote (NO2¢) (Evans, 2001).

—

¢ # (+11) # # (+H)
())  — ()3. w— )y — O OH) = 0
§ rdical pRronye rdical
dioxygene | i .
' SUperoxyde dhydrogene hydroxyle

Figure 7 : Les intermédiaires réduits de 1’oxygéne : Les quatre phases de réduction
mono-électronique de I’oxygene (Gardes et al., 2003).
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Tableau 3 : Classification des radicaux libres principaux

Especes réactifs

Réaction de formation

Propriétés

Le radical superoxyde

(02+-)

La formation de radical
superoxyde se fait par I'addition
d'un électron a lI'oxygene

02+e- ————> O2e--
(Marfak, 2003; Antwerpen,
2006).

-Peu réactif

- Entre comme agent
oxydant dans la plupart des
réactions

(Marfak, 2003;
Antwerpen, 2006).

Le radical Hydroxyle

Produit a partir d'H20 et des
Métaux de transition

- Un radical trés réactif
- Ces réactions sont
connues sous le nom de

H202+Fe 2+ —OH++Fe3+0OH- réactions de fenton
(OHe) (Goudable et al., 1997) (Jakes et al., 2004)
Formé par le radical superoxyde| - Peu réactif mais il a une
, SOD, 2H+ capacité de diffusion
Le peroxyde 02¢- +O02- — H202+ O 2 |importante
d'hydrogene (Jakes et al., 2004)
(Raccah, 2004)
(H202)

L'oxyde nitrique

(NO-)

Formé par les cellules
endothéliales via I'action de NO
sur L-Arginine

(Haleng et al., 2007)

- Le Noe* peut réagir avec
le radical superoxyde
comme un oxydant
puissant et diffusible
(Le peroxynutrite)

( Haleng et al., 2007)

11.3. Les principales cibles biologiques des especes réactives de I’oxygene (ERO)

11.3.1. L'ADN

L’ADN est une cible principale, chaque partie d'ADN peut étre attaquee par les

ERO, cependant. La guanine, peut réagir avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-

déoxyguano- sine (8-OH-dg) qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec

I’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et conduisant a des altérations du

%
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message génétique qui aboutissent & un cancer et du vieillissement (Dizdaroglu et al.,
2002 ; Haleng et al., 2007).
11.3.2. Les protéines

Les ERO peuvent aussi oxyder certains protéines structurelles et inhiber le systéeme
protéolytique et parmi les acides aminées les plus réactifs il y'a : I’histidine, le
tryptophane, la proline, la tyrosine et la cystéine I’attaque radicalaire de ces acides
aminées provoquera I’oxydation de certains résidus avec, et ce qui cause, 1’apparition
de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine
intra- et inter-chaines. La majorité de Ces dommages sont irréparables (Szweda et al.,
2002 ; Haleng et al., 2007).

11.3.3. Les lipides

A- les lipoprotéines

Les lipoproteines peuvent étre oxydes par les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO)
notamment les lipoprotéines de basse densité, formant de LDL oxydées qui seront

captées par des macrophages pour former le dépdt lipidique de la plaque d’athérome des

maladies cardiovasculaires (Gunther et al., 1999 ; Favier, 2003).
B- Les lipides membranaires

Les ERO ont aussi un effet oxydant sur les acides gras libres polyinsaturés qui
participent dans la constitution des membranes cellulaires, ce qui déclenche la
peroxydation lipidique et cette réaction peut modifier la fluidité des membranes
cellulaires et augmenter la perméabilité membranaire (Radak et al., 1999 ; Cran,
2001).

Croissance Physiologie

Signal Développement Développement
Inflammation

Adaptation

Y

ADN/ARN '
Protéines Pathologie

Toxique Lipides Vieillissement

Sucres

Figure 8 : Les effets des espéces réactives de I’oxygene (Barouki, 2006)
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I1.4. Les antioxydants

L’organisme a besoin d’un systeéme antioxydant qui a la capacité de réguler la production
des ERO pour se protéger des effets néfastes du stress oxydatif. Ces antioxydants
peuvent étre des composés enzymatiques, des vitamines, des protéines et des
oligoéléments (Pincemail et al., 2002).

11.4.1. Les antioxydants endogenes

Les antioxydants endogénes sont des produits du métabolisme de 1’organisme , ils
contient des substances non enzymatiques (1’acide urique, mélatonine, les polyamines
et certains protéines de liaison aux metaux), et des substances enzymatiques dont les
plus efficaces sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase (GPX) (Mironczuk et al., 2018).

11.4.1. 1.La superoxyde dismutase SOD

Parmi les enzymes les plus efficaces il ya la superoxyde dismutase qui permet de
catalyser le radical superoxyde par la réaction de dismutation (Zelko et al., 2002) .
La superoxyde dismutase a deux formes: mitochondriale nécessite le manganese
comme cofacteur, et une forme cytoplasmique utilise les ions de cuivre et de zinc

(Jakes et al., 2004).
SOoD
202 o- + 2H+ —>H202 +02 (jozé et al., 1999)

11.4.1.2. La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme antioxydante qui joue un role trés important contre le
stress oxydative par sa réaction avec H202 pour former de 1’eau et de I’oxygéne
moléculaire : cette réaction catalyse la dismutation de peroxyde d’hydrogéne.

CAT
2 H202 —» 2 H20 + 02 (Jozé et al., 1999)

11.4.1.3. la glutathion peroxydase (GPX)

La GPX est une enzyme a sélénium ayant la capacité de catalyser la réduction des
hydroxyperoxydes, (Rahman et al., 2012). La glutathion peroxydase présente au
niveau de cytoplasme et au mitochondrie ses principaux cofacteurs : le sélénium et le

glutathion réduit (Jakes et al., 2004).
GPx
2GSH + H202 —— GSSG + 2 H20 (Jozé et al., 1999)

Sk
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Figure 9 : Mode d’action des principaux antioxydants enzymatiques (Favier, 2003)

11.4.2.Les antioxydants exogenes

11.4.2.1.Les vitamines

a) Vitamine C

Est une vitamine hydrosoluble présente dans la majorité des fruits et certains
légumes, avec sa forme ionisé elle peut piéger les radicaux libres. Aussi la
vitamine C a un r0le de protection contre I’oxydation membranaire et de

régénérer la vitamine E au niveau de la membrane (Bossokpi, 2002).
LOO- Vit E Vit C+ NADP
LOOH Vit E- Vit C GSSG NADPH
Figure 10 : Régénération de vitamine E par la vitamine C (Bossokpi, 2002)

AT
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b) Vitamine E

Est une vitamine liposoluble, sa réaction antioxydante réside en sa capacité de piéger
les radicaux peroxyles lipidiques RO2+. la vitamine E interagit avec des autres
antioxydants comme la vitamine C, et le GSH, qui ont le capacité a régénérer la
vitamine E a partir de sa forme oxydée ( Coombes et al., 2001 ; Gardes-Albert et
al., 2003).

c) 3-caroténe

Le R-caroténe est un précurseur de vitamine A présent dans les légumes tels que la
salade verte, les carottes, les épinards. C’est un antioxydant trés actif qui a la capacité de
piéger des espéces réactives de I’oxygene par la formation de dioxétane ou
d’hydroperoxyde (Bossokpi, 2002).

11.4.2.2.Les polyphénols

Les polyphénols assurent une défense antioxydante importante par différents
mécanismes, de facon directe ils ont la capacité de pieger des radicaux libres tels que le
superoxyde, les alkoxyles, 1’hydroxyle et les peroxyles, et de facon indirecte par
I’inhibition des enzymes génératrices des ERO, ou par I’induction de la biosynthese des
antioxydants enzymatiques et ce sont de trés bons chélateurs des métaux de transition

comme le fer et le cuivre (Halliwell, 1994).

Figure 11 : Piégeage d’un radical libre (X¢) par un noyau catéchol (Achat, 2013).

S
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Tableau 4 : sources alimentaires des atioxydants (Leger, 2000 ; Koechlin, 2006 ;

Pincemail et al., 2007).

Antioxydants

Source alimentaire

Les oranges , Persil Choux de Bruxelles,
Kiwi, Papaye ,brocoli, Fraise, Mangue,

Vitamine C citron ,Pamplemousse , framboise, Iail , les
épinard , Tomate , Abricot, banane, cerise,
raisin, Pomme, poire.

Vitamine E Les oléagineux [noix, noisettes, amandes]

, huile d’olives, huile de tournesol, les
cacahuétes, Poissons.

R-caroténe

Les carottes, les épinards, Pamplemousse
rouge, les haricots, Tomates, Petits pois,
Abricots, Pasteque, Chou de Bruxelles.

Les polyphénols

Fruits, orange, cerise, myrtilles

Légumes, laitue, poireau, chou

Le thé, café, lentilles, chocolat.

11.4.2.3. Les oligoéléments

Ce sont des micronutriments nécessaires au bon fonctionnement de notre organisme,

présentent en faible quantité, ils agissent indirectement contre les ERO par leurs effets

sur les enzymes antioxydantes (Desmier, 2016).
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Tableau 5 : classification des oligo-éléments antioxydants (Haleng et al., 2007 ).

Le cuivre Agir comme cofacteur L’avoine, Le son,
d’enzymes principalement la
superoxyde dismutase SOD. | Le foie de veau
Le zinc Protection des groupements | Les légumes secs,
thiols des protéines,
Les céréales complétes,
Capacité d’inhibition de
production des ERO, Les viandes et les poissons
Un cofacteur d’enzyme
SOD.
Le sélénium Il joue un rdle principal Les poissons,
comme cofacteur de
I’enzyme glutathion Les brocolis, Iail, Le
peroxydase (GPX). boeuf
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111.1. Définition

Le dattier de désert également connu sous le nom Balanites aegyptiaca, appartient de
la famille des Zygophyllaceae qui contient 25 genres et 240 espéces et se trouve plus
dans les régions tempérées chaudes et les plus séchés surtout en Afrique et aussi dans
les régions tropicales (Chapagain et al., 2006).

Régné : Plantage

Sous -régné : Tracheobionta
Super.

Famille: Zygophyllaceae
Classe : Magnoliopsida
Sous- classe: Rosidae

Genre : Balanites Delile
Espece : Balanites aegyptiaca

Nom commun : Dattier de
désert

Figure 12 : Balanites aegyptiaca (Tesfaye, 2015)

Cette plante est connue sous plusieurs noms dans les différentes régions du monde
selon le pays, Par exemple, les noms arabes : Heglig (arbre), lalob (fruit) ; nom
commercial : zachun ou zaccone, datte du désert (fruits secs) ; en Inde : elle s’appelle
Hingot, en Ethiopie, le nom amharique est Bedeno et son nom anglais est thorn
tree/desert date (Rathore et al., 2005).

111.2. Utilisation traditionnelle

Presque tous les parties de la plante ont été utilisées pour traiter certaines maladies tels
que le paludisme, le rhume, les plaies, la syphilis et les troubles du foie , aussi I’écorce
de la plante est efficace dans le traitement de quelques maladies mentales , la jaunisse,
la fievre jaune, et la syphilis ; La racine bouillie de la plante peut agir contre contre les
douleurs & l'estomac (Hamid et al., 2001).
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Le noyau de la graine est un produit riche en protéines, il contient une huile de bonne
qualité (Mohamed et al., 2002). Cette huile est utile pour guérir des maladies de la
peau (Anon, 1986).

111.3. Description

Balanites aegyptiaca a un arbre épineux multi branche de 10 métres de haut. ses
feuilles sont alternes, a deux foliées, les pétioles mesurent entre 3 et 6 millimetres,
la plante contient des épines simples, vertes et rigides,, ses fleurs sont petites .

Le fruit est une drupe ovoide, trouvée dans une tige courte et épaisse mesure entre
2 a 5,6 centimetres de longueur, et il est légérement Cannelée. Le fruit mdr est
brun ou brun pale (Yadav et al., 2010).

Le fruit de la plante de dattier de désert se compose d'un épicarpe, d'un mésocarpe
(la pulpe), d'un endocarpe et un noyau (amande) ( Mohamed, 2002) .

Figure 13 Fruit de Balanites aegyptiaca (a) (Abdellah et al., 2012 ); Epicarpe(b);
Mésocarpe (c); Endocarpe (d); Noyau (e) (Al-Thobaiti et al., 2018) .

Su%
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I11.4. Constituants phytochimiques

Balanites aegyptiaca contient une gamme variée de métabolites secondaires, elle est
riche en polyphénols tels que les flavonoides, les acides phénoliques et coumarines, des
alcaloides, des stéroides, des saponines (saponines de spirostanol, saponines de
furostanol et saponines stéroidiennes a chaine ouverte) et des glycosides de prégnane,
isolés a travers des tissus végétaux, sous forme de fruits, de feuilles, de graines, de

racines et de galles ou d'écorce de tige (Murthy et al., 2021).
111.4.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des composés bioactifs qui jouent un rdle thérapeutiques
naturels contre plusieurs maladies en particulier les maladies cardiovasculaires, des
maladies dégénératives et les maladies neurodégéneératives. Balanite aegyptiaca
contient certains acides phénoliques comme l'acide caféique (1), l'acide férulique (2),
I'acide vanillique (3) l'acide gentisique (4) (Tsao, 2010).

I'acide caféique (1) I'acide férulique (2) I'acide vanillique (3) I'acide gentisique(4)

Figure 14 : Structures de quelques acides phénoliques isolés du dattier du désert
(Murthy et al., 2021)

111.4.2. Les flavonoides

Les flavonoides posséde une structure diphényl propane-flavone avec un pont a trois
carbones entre les groupes phényle, cyclisé avec de 1’oxygene, parmi les flavonoides
présentent dans la plante de dattier de désert I’Epicatéchine O-glucoside (5), hyperoside
(6), myricétine (7), quercétine (8) (Meda et al., 2011).

O
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Figure 15 : Structures de quelques flavonoides isolés du dattier du désert
(Murthy et al., 2021).

111.4.3. Les saponines

Les saponines sont des constituants bio organique qui ont une structure triterpenoide
ou stéroidien Glycosylé, ces composés ayant de diverse propriétés biologiques

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, et anticancéreuses (El Aziz et al., 2019).
111.4.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont des métabolites secondaires qui contiennent des atomes d'azote
basiques et présentent plusieurs activités biologiques, En particulier leur efficacité dans

le traitement du cancer (Roberts et al., 1998).
111.5. Composition nutritionnelle

Le fruit de Balanites aegyptiaca contient de protéines, glucides, lipides aussi il est
riche en vitamines dont la pro-vitamine A et en minéraux (le magnésium, le calcium,
Le fer, le phosphore, le potassium et le sodium, le manganése, le cuivre, le plomb, le

chrome, le cobalt, et le sélénium) (Murthy et al., 2021).

%
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Tableau 6 : composition nutritionnelles de fruit de Balanites aegyptiaca
(Admassu et al., 2013 ; Murthy et al., 2021)

I11.6. Activités biologiques

111.6.1. Activité antioxydante

Il a été déterminé que les noix et les fruits mineurs possédent d'abondants des
composés phytochimiques antioxydants et qu’ils sont bénéfiqgue pour la santé
(Murthy et al., 2020).

Les extraits aqueux de fruits ont été démontré plusieurs types de stress physiques et
physiologiques conduisent a la surproduction dans le corps humain, et qui aboutient a
des dommages oxydatifs a I'ADN, aux protéines et lipides, qui sont responsables de
certains troubles de santé tels que les maladies cardiovasculaires, le cancer et le

vieillissement cellulaire (Khalil et al., 2016).

111.6.2. Activité antimicrobienne
Le fruit, les feuilles, I’écorce de racine et de tige sont des parties de la plante
Balanites aegyptiaca qui présentent des activités antibactériennes et antifongiques qui

ont été déterminés par plusieurs études (Doughari et al., 2007).
111.6.3. Activité antidiabétique

Plusieurs études ont montré que la plupart des parties de la plante Balanites
aegyptiaca ont un effet antidiabétique par exemple des extraits polyphénolique de fruit
ont réduit le taux de glucose sanguin ainsi que ont réduit l'activité de la glucose-6-
phosphatase hépatique chez des rats diabétiques (Mohamed et al., 2006).
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111.6.4. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée dans des extraits méthanoliques et
¢thanoliques de I'écorce dans deux modeéles animaux différents, I'eedéme induit par le
carraghénane chez le rat et le test de contorsion induit par I'acide acétique chez la souris.
L'extrait éthanolique de parties aériennes de Balanite aegyptiaca, lorsque administré
par voie orale sous forme de suspension a 300 mg/kg de poids corporel par jour, a réduit
le volume de la patte de 55,03 %, alors que dans le cas de I'administration de 600 mg/kg
de poids corporel par jour, il était de 65,54 %, ce qui indique que l'effet était dose-
dépendant (Speroni et al., 2005).

Les composés phytochimiques responsables de ces activités se sont averés étre des
flavonoides, des saponines B1 et B2 isolées de I'écorce et des parties aériennes de la
plante (Speroni et al., 2005 ; Gaur et al., 2008).

111.6.5. Autres activités

La plante de dattier de désert aussi présente d’autres activités biologiques qui lui
donner une importance médicinale tels que des proprietés anticancéreuse,
antibactérienne, Antifongique, activité molluscicide, activité insecticide (Yadav,
2010).
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Notre expérimentation a été réalisée au niveau de laboratoire de recherche des produits
naturels (LAPRONA) de Tlemcen
I. Echantillonnage et préparation du matériel biologique végétal

Les fruits du Balanites aegyptiaca ont été récoltés de la wilaya d’Adrar par le Dr
Nani Abdelhafide maitre de conférences a 1’université d’Adrar.
L’épicarpe et la pulpe ont été séparés et les amandes ont été récupérés et broyées et les
trois parties (épicarpe, pulpe, amande) ont été conservés dans des bocaux en verre a
’obscurité.

Figure 16 : Les trois parties étudiées de fruit de Balanites aegyptiaca

(A) : I’épicarpe (B) : la pulpe (le mésocarpe) (C) : amande

I1. Extraction des composés phénoliques (Bruneton, 1999)
Mode opératoire:
Pour obtenir des extraits de chaque partie de fruit, un procéde d'extraction des
échantillons a été effectué comme suit:
%+ 2 g de chaque échantillon (épicarpe, pulpe, amande) ont été macérés dans 40 ml
du mélange méthanol, acétone et eau distillée (7/7/6 ; VIVIV) sous agitation

magnétique pendant 2 h.

e

AS

Le mélange a été filtré par un papier filtre, puis le liquide a été récupéré et

I'échantillon a été re-extrait avec 40 ml du solvant d'extraction.

% Les deux filtrats ont été mélangés et dégraissés par I’hexane a I’aide d’une
ampoule a décanter, puis séchés sous pression réduite a une temperature de
45°C a l'aide d'un rotavapeur.

% Les résidus de séchage ont été solubilisés dans 6 ml de méthanol.

% Les trois extraits ont été récupérés et conservés dans des tubes en verre au

réfrigérateur.
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Figure 17 : Dégraissage par I’hexane Figure 18 : rotavapeur (HANSHIN
A I’aide d’une ampoule & décanter S&T CO., LTD)
(Photo originale) (Photo originale)

111. Dosage colorimétrique des polyphénols totaux: par la méthode de
(Bruneton, 1999)
Principe :

Cette méthode de dosage est basée sur le couplage du réactif Folin-Ciocalteu avec les
composants phénoliques du plante (Brune et al., 1991) ou la réduction d'acide phospho
tungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040) du réactif de
Folin-Ciocalteu par les groupements oxydables dans les polyphénols de I'échantillon en
milieu alcalin induit un développement d’une coloration bleu foncé due a la formation
des oxydes métalliques W8023/M08023 dont I'intensité est proportionnelle a la
quantité des composés phénoliques présents dans 1’échantillon. Cette coloration est
mesurée au spectrophotométre en utilisant 1’acide gallique comme étalon (Catalano et

al., 1999).

$n%
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Mode opératoire :
Les polyphénols sont dosés dans les extraits bruts par colorimétrie comme suit :

% A 500 pL de I’extrait, nous avons ajouté : 2500 uL du réactif de Folin, 10 fois
dilué, puis 2000 pL de Na2CO3 a 7.5%

% Le mélange a été agité puis incubé a 1’obscurité pendant 1h a 20°C.

+»+ La lecture d’absorbance des différentes concentrations a été faite contre
un blanc & 765 nm dans un spectrophotometre modéle jenway 7315

Une gamme d’étalonnage qui consiste la lecture des absorbances des différentes
concentrations d'acide gallique a été préparée comme suit :

% Une solution mére d'acide gallique de concentration 0.3 mg/ml a été préparée.

< A partir de cette solution mére, les dilutions filles suivantes ont été préparées :
0,21-0,15 - 0,105 - 0,075- 0,06 - 0,045 - 0,024 mg/ml.

% 500 pL de chaque concentration ont été traités en suivant la méme procédure
décrite ci-dessus pour I’échantillon.

Figure 19 : spectrophotometre jenway 7315 (Photo originale)

Figure 20 : Gamme d'étalonnage des polyphénols totaux (Photo originale)
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IV. Dosage colorimétrique des flavonoides (Ardestani et al., 2007)
Principe :

Le dosage des flavonoides est réalisé en utilisant la méthode colorimétrique au
Trichlorure d’aluminium et la soude. Les flavonoides possedent un groupement
hydroxyle (OH) libre en position 5, ils sont susceptible de donner par son groupement
CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium (Ribereau et al., 1972;
Boulekbache, 2005). Et selon Ribereau (1968), les flavonoides forment des
complexes jaunatres par chélation des metaux « fer et aluminium ». la soude forme

ensuite un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510.
Mode opératoire :

Les flavonoides totaux sont doses par colorimetrie comme suit :

% 700uL d’extrait brut sont mises dans des tubes, aux quels sont ajoutés 2 ml d'eau
distillée, puis 150 uLNaNO2 a 15% ;

% Apres deux intervalles consécutifs de 6 min, 150uL (AICI3, 6H20) a 10%,
ensuite 2000 uL NaOH a 4 % ont été rajoutés ;

*,

X4

Les tubes sont incubes pendant 15 min a température ambiante

*,

R/
°

La lecture de ’absorbance des différentes concentrations est faite contre un
blanc a 510 nm dans un spectrophotométre modele jenway 7315

La courbe d’étalonnage a été établie comme suite

7

¢ Une solution mere de catéchine a 0.4 mg/ml a été préparée dans le MeOH

7

< A partir de la solution mére les dilutions filles suivantes ont été préparées : 0,36
-0,28-0,2-0,12 - 0,08 — 0,04 mg/ml

e

%

700 puL de chaque concentration ont été traités avec la méme procédure décrite
ci-dessus.

Figure 21 : Gamme d’étalonnage des flavonoides (Photo originale)
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V. Dosage colorimétrique des tanins condensés
Principe :

Les tanins condensés sont des polymeres de flavan-3-ols liés par des liaisons de type
C-C ou C-O-C (Bruneton, 1999 ; Jackson, 2010), ils sont déterminés par la méthode
du vanilline en milieu acide. Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour
former un complexe chromophore rouge qui absorbe la lumiére a 500 nm (Schofield et
al., 2001 ; Mahmoudi et al., 2013).

Mode opératoire :

% 400uL d’extrait sont mise dans des tubes, auxquels sont ajoutés 3000 pL du
Réactif vanilline (4%de vanilline dans le méthanol) ; 150uL d’HCl a 37% sont

ensuite ajoutés ;

R

+«» Les tubes sont incubés pendant 20 min a température ambiante ;
+» La lecture de ’absorbance des différentes concentrations est faite contre un
blanc a 500nm dans un spectrophotométre modeéle jenway 7315
La courbe d’étalonnage a été établie comme suite :
+¢+ Une solution mére de catéchine a 0.5 mg/ml a été préparée dans le MeOH;

% A partir de la solution mére les dilutions filles suivantes ont été préparées : 0,5 -
0,45-0,4-0,3-0,2-0,1-0.05 mg/mL;

400 pL de chaque concentration ont été traités avec la méme procédure décrite

ci-dessus.

Figure 22 : Gamme d’étalonnage des tanins condensés (Photo originale)



Matériels et méthodes

V1. Mesure du pouvoir antioxydant des extraits du Balanites aegyptiaca
VI.1. La capacité antioxydante totale (CAT)
Principe :

La capacité antioxydant totale (CAT) des extraits des plantes est évaluée par la
méthode de Phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de
molybdene Mo (V1) présent sous la forme d'ions molybdate MoO42- & molybdéne Mo
(V) MoO2+ en présence d'extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a
pH acide (Prieto et al., 1999).

Mode opératoire:

R

% Un volume de 0.3 ml de chaque extrait méthanolique est mélangé avec 3 ml de
Solution du réactif (0.6 M acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de
molybdate d'ammonium).

% Les tubes sont vissés et incubés a 95C° pendant 90 min.

% Apreés refroidissement, I'absorbance des solutions est mesurée a 695 nm
Contre le blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif et 0.3 ml du méthanol
et il est incubé dans les mémes conditions que I'échantillon.

X3

8

La capacité antioxydant totale est exprimée en milligramme équivalents d'acide
ascorbique par gramme de la matiére seche (mg EAA/ g MS) (Prieto et al.,
1999).

Figure 23: Gamme d’étalonnage d’acide ascorbique
(Photo originale)

.
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V1.2. Détermination du pouvoir réducteur du fer : FRAP (Ferric reducing

Antioxydant power) (Singleton et al., 1965).

Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son activité antioxydant, cette methode

est développée pour mesuré la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3+)

présent dans le complexe K3Fe(CNG6) en fer ferreux (Fe2+). En effet, le Fe3+participe a

la production du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance de milieu

réactionnel est déterminé a 700nm (Hubert, 2006).

Mode opératoire

7
L X4

@
L X4

e

S

e

0

e

0

e

0

5

%

1 ml de I’extrait a différentes concentrations a été préparé

2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution
de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 a 1% ont été ajoutés.

L’ensemble est incubé a 50°C pendant 20 min. puis on ajout 2.5ml d’acide
trichloracétique (C2HCI302) a 10%(pour le but de stopper la réaction).

Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min.

Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et
0,5ml d’une solution aqueuse de FeCl3 (Chlorure ferrique) a 0,1%.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé.

Le controle positif est représenté par un standard d’un antioxydant; BHA
(hydroxyanisole butylé), dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons.

T

e _....._..._..._

Figure 24 : Gamme d'étalonnage de BHA (photo original)

0
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VII. Analyse statistique
Trois répétitions ont été réalisées pour chaque échantillons et les résultats ont été
exprimé sous forme : moyenne + ecartype.
Des comparaisons statistiques ont été effectuées en utilisent ’Excel par le
test ANOVA 1 ou la différence est considéré comme :
e non significative sip > 0.05.
e significative si0.05>p > 0.01.
e trés significative si 0.01 > p > 0.001.
e hautement significative si p <0.001.

Les comparaisons ont été fait par rapport aux deux parties : la pulpe (*) et I’épicarpe

(+).



RESULTATS
ET DISCUSSIONS



Résultat et discussions

|I. Rendements des extraits

Apreés la récupération des extraits polyphénoliques, nous avons déterminé les rendements
d’extractions par rapport au poids des échantillons avant et apreés I’évaporation, Nous
constatons que le meilleur taux des extraits était de la pulpe (62,75%) puis I’épicarpe

(23,95%0), I’amande a le rendement le plus inférieur (4,9 %0).

Tableau 7 : rendements des extractions en pourcentage.

Extraits épicarpe pulpe amande

Rendements %o. 23,95 62,75 49

I1. Détermination de la teneur en composés phénoliques

Les dosages spectrophotométriques avaient pour objectif de déterminer la teneur des

polyphénols totaux, flavonoides et des tanins condensés.
11.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des différents extraits de fruit de Balanites aegyptiaca a
été déterminée par la méthode de (Bruneton, 1999) .La courbe d’étalonnage a été tracée en

utilisant I’acide gallique comme standard et leurs absorbances ont été enregistrés a 765 nm.

Le taux de polyphénols totaux est déterminé a partir de I’équation de régression linéaire de
la gamme d’étalonnage d’acide gallique : Abs=10,35C-0,120, (figure 23). Apres le calcul, la
teneur de polyphénol trouvée est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par

gramme de matiere séche (mg EAG/g M.S).
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Figure 25 : Courbe d'étalonnage des polyphénols totaux

D’aprés les résultats présentés dans la figure 26 on peut constater que les extraits
polyphénoliques de fruit de la plante étudiés contiennent des polyphénols avec des quantités
différentes.

Il ressort que la partie pulpe est la plus riche en polyphénols suivi par I’épicarpe puis
I’amande qui ont des teneurs de 22, 35 £1,73 mg EAG/g de M.S ; 11,43 +0,08 mg EAG/g
de MS ; 8,35 +1,7 mg EAG/g de MS respectivement,

D’aprés ’étude statistique la différence entre les trois parties de plante et hautement

significative.

25,00

20,00

15,00

10,00
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Concentration en mg /EAG g de MS

0,00

épicarpe pulpe amande

Figure 26 : Teneur en polyphénols totaux en mg EAG/g de M.S.

Chague valeur représente la moyenne + EC. La comparaison des moyennes est effectuée par
le test ANOVA.
** **x représente p< 0.01, P<0.001 respectivement comparé a la pulpe

+++ représente p< 0.001 comparé a I’épicarpe

T
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Notre travail indique que la pulpe a une teneur importante en polyphénols, ce qui est
confirmé par 1’étude de Mohamed et al (2015) qui a révélé la présence des polyphénols
dans le fruit de Balanites aegyptiaca notamment la partie pulpe avec une quantité
considérable (77.5 mg EAG/g).

La plante Balanites aegyptiaca contient une gamme importante des composes
polyphénoliques non flavonoides tels que l'acide cafeique ; l'acide vanillique, l'acide
férulique , l'acide gentisique , I'acide p-coumarique , l'acide sinapic , l'acide syringique, 2-
meéthoxy-3(-2propényl)-phénol, le 2-méthoxy-4- vinylphénol,2,6-diméthoxyphénol 2-
meéthoxy-4-(1-propényl)-phénol, 2,4- di-tert-butyl-phénol, 2,6-di-tert-butyl-phénol et 3-
hydroxy-1-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1propanone (Sarker et al., 2000; Kusch et al.,
2011; Meda et al., 2011).

I11.2. Détermination de la teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides d’extrait polyphénolique de fruit de Balanites aegyptiaca a été
déterminée par la méthode d’Ardestani et al (2007). Le taux de flavonoides est déterminé a
partir de 1’équation de régression linéaire de la gamme d’étalonnage de catéchine : Abs=
3,17C-0,062, (figure 27). Apres le calcul, la teneur de flavonoides trouvée est exprimée en

milligramme équivalent de catéchine par gramme de matiére seche (mg EC/g M.S.).

1,2 -
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0,6 -

0,4 -

Absorbance a 510 nm

0,2 -

0] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

Concentration de catéchine en mg/ml

Figure 27 : Courbe d'étalonnage des flavonoides.
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Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 28, on constate que la partie la plus
riche en flavonoides est la pulpe (3,07 mg EC/g MS) suivi par I’amande (1,39 £0,1 mg EC/g
MS) et I’épicarpe (1,22 +0,04 mg EC/MS). Sachant que la différence entre la pulpe et les
deux autres parties (I’amande et 1’épicarpe) du fruit et tres hautement significatif.

3,50 -

3,07

3,00 -

1,39
2,50

1,22

2,00 -

* % %

1,50 | *xx

1,00

Concentration en mg EC/g MS

0,50 -

0,00 -

épicarpe pulpe amande

Figure 28 : Teneur en flavonoides en mg EC/g M.S

Chague valeur représente la moyenne + EC. La comparaison des moyennes est effectuée par
le test ANOVA.
*** représente P<0.001 comparé a la pulpe.

La présence des flavonoides dans le fruit de Balanites aegyptiaca a été confirme par des
études précédentes (Mohamed et al., 2015; Muhd, 2016 ; Alhassan et al., 2018).
Muhd (2016) a indiqué la présence des flavonoides dans I’épicarpe et la pulpe.
Aussi I’étude qui a été fait par Mohamed et al (2015) a déterminé la teneur de pulpe en
flavonoides (9,5 mg EC g/MS).
Les résultats obtenu par Alhassan et al (2018) indique la présence des flavonoides dans

I’amande de fruit de Balanites aegyptiaca avec une teneur de 3.8833 + 2.08 mg/ g.MS.

Balanites aegyptiaca contient une diversité des composés bioactifs dont les flavonoides, a
savoir, la quercétine-3-rutinoside; 3-glucoside, 3- rutinoside, la quercétine 3-glucoside 3-7-
diglucoside et 3- rhamnogalactoside d'isorhamnetinide (furostanol glycoside) et 6
méthyldiosgénine, balanitine-3 (spirostanol glycoside), balanitine-6 et -7 diosgényl
(Tesfaye, 2015).

Plus précisément le fruit de Balanites aegyptiaca présente des différentes molécules tels
que Quercétine; Isorhamnétine; Quercétine 3-rutinoside (rutine); isorhamnétine-3-O-

glucoside; isorhamnétine 3-rutinoside; Epicatéchine O-glucoside (Farag et al., 2015; Shafik

et al., 2016).
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11.3. Détermination de la teneur en tanins condensés

La teneur en tanins condensés des extraits polyphénoliques de fruit de Balanites
aegyptiaca a €té determinée grace a l'équation de régression linéaire de la courbe
d'étalonnage de catéchine : Abs= 0,147C+0,057 (figure 29). Apres le calcul, la teneur en
tanins  trouvée est exprimée en milligramme équivalent de catéchine par gramme de
matiére seche (mg EC/g M.S).

0,14 -

y=0,147x+ Q057

0,12 - RZ- 0

0,1 -
0,08 -
0,06 -

0,04 -

Absorbance a 500 nm

0,02 -

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentration de catéchine (mg/ml)

Figure 29 : Courbe d'étalonnage des tanins condensés

Les teneurs des extraits polyphénoliques de fruit de Balanites aegyptiaca en tanins
condensés sont présentés dans la figure 30.

On remarque que la pulpe est riche en tanins suivi par I’amande puis I’épicarpe avec des
valeurs de 2,78 + 0,1 mg EC/g Ms; 1,89+0,3 mgeEC/g MS; 0,21 £ 0,1 mg EC/g Ms
respectivement. La différence entre la pulpe et 1’épicarpe est hautement significatif d’autre

part la différence entre 1’épicarpe et I’amande est significatif.

3,50

2,78

3,00 -
2,50
2,00
1,50

1,00

Concentration en mg EC/g MS

0,50

0,00

épicarpe pulpe amande

Figure 30 : Teneurs en tanins condensés en mg EC/g M.S
Chague valeur représente la moyenne + EC. La comparaison des moyennes est effectuée par

le test ANOVA.

** représente 0.01 >p >0.001 comparé a la pulpe.
+ représente 0.05 > p > 0.01 comparé a I’épicarpe.
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Nos résultats sont en accord avec Achaglinkame et al (2019) qui a indiqué la présence des
tanins dans la pulpe avec une valeur de 0,40 mg/g MS et Samuel et al (1997) qui a montré
que I’amande contient des tanins (0,275 mg/g Ms). D’aprés ces deux études nous avons
confirmé que la pulpe de fruit de Balanites aegyptiaca est plus riche en tanins par rapport a
I’amande.

I11. Evaluation de I’activité antioxydante
111.1. Méthode de la Capacité antioxydant totale (CAT)

La Capacité antioxydant totale CAT des extraits polyphénoliques de fruit de la plante de
Balanites aegyptiaca est déterminée par la méthode de Prieto et al., (1999).

L’activité antioxydante a été estimée grace a une courbe d’étalonnage d’acide ascorbique
a différentes concentrations. Les résultats sont exprimes en mg équivalent acide Ascorbiques
par g d’extrait (mg EAA/ g d’extrait sec). La courbe d’étalonnage suit une équation de type :

y=7,660 x-0,121.

y=7,660x-0,121
R?=0,998

1,8
1,6

Absorbance a 695nm

-0,2 @ 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentration en mg/ml

Figure 31 : courbe d'étalonnage de l'acide ascorbique de test "CAT"

Les résultats de I’activité antioxydante total sont obtenues en mg EAA/ g ES a partir de la
courbe d’étalonnage d’acide ascorbique (figure 32).
Les résultats présentés dans la figure 32 montrent que la pulpe a la capacité antioxydante la
plus élevé suivi par I’lamande et I’épicarpe avec des valeurs de 2,22 + 0,09 mg EAA/ g ES
;1,56 £0,1 mg EAA/ g ES ;1,44 0,1 mg EAA/ g ES respectivement. L’étude statistique a

montré une différence hautement significative entre la pulpe et les deux parties du fruit

(épicarpe et I’amande).
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Figure 32 : La capacité antioxydante totale des extraits polyphénoliques de fruit de
Balanites aegyptiaca en mg EAA/ g ES
Chaque valeur représente la moyenne + EC. La comparaison des moyennes est effectuée par
le test ANOVA.
** représente 0.01 > p > 0.001 comparé a la pulpe.

Les résultats de notre travail sont relativement en accord avec ceux rapportés dans 1’étude
réalisée par Abdel-Farid et Alsayed (2021) qui ont montré que la pulpe de fruit de
Balanites aegyptiaca a une capacité antioxydante totale de 2.08 + 0.65 mg EAA/g ES.

La capacité antioxydante de la plante de dattier de désert di essentiellement a la présence

des differents composés phénoliques (Murthy et al., 2020).

111 .2. Test du pouvoir réducteur du Fer: FRAP (Ferric reducing antioxydant power)

La détermination de pouvoir réducteur des différentes parties de fruit de Balanites
aegyptiaca est réalisée par la méthode de Singleton et Rossi (1965). Le pouvoir antioxydant
a été déterminé a partir des absorbances mesurées en fonction des différentes
concentrations. Plus les valeurs d’absorbance sont élevés plus ’activité de ’extrait est forte.
Le pouvoir réducteur des extraits polyphénoliques de fruit de Balanites aegyptiaca est
exprimée en IC50 (figure 35) qui définit la concentration efficace du substrat qui cause
réduction de 50% du fer , Ces IC50 sont déterminées a partir des équations de regression des
graphes (Figures : 33, 34), plus la valeur de IC50 est petite plus I’extrait est considéré

comme un antioxydant puissant
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Figure 33 : Courbe d’étalonnage de BHA pour le test "FRAP"
25 -
y=0,103x+ 0,097
2 -
E
c
8 15 -
n =0,071x-0,063
é =fl-épicarpe
1]
.g 1 =4=pulpe
2 amande

0,5 -

y=0,023x+0,044

10 15 20 25

Concentration en mg/ml

30

Figure 34 : Pouvoir réducteur d’extrait polyphénolique de fruit de Balanites aegyptiaca

Notre travail montre que le pouvoir réducteur le plus élevé qui correspond a la valeur
d’IC50 la plus faible a été enregistrée avec la pulpe avec une concentration de 1C50 égale a
3,91 mg/ml suivi par I’épicarpe avec une concentration de 1C50 égale a 7,93mg/ml, par
contre I’amande présente le pouvoir réducteur le plus faible avec une 1C50 de 19,83mg/ml.
Ces activités antioxydantes
(1C50=0,15 mg/ml).

sont faibles en comparaison avec le standard
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Figure 35 : Les valeurs des IC50 de BHA et des extraits polyphénoliques de fruit de
Balanites aegyptiaca

Les différentes parties de la plante de Balanites aegyptiaca ont une activité antioxydante
tels que les galles et les feuilles (Meda et al., 2010).

Nos résultats sont en accord avec I’étude de Abdallah et al., (2012) qui ont montré que la
pulpe a une activité antioxydante, et il a trouvé que 1’extrait phénolique de la pulpe a un
pouvoir antiradiculaire plus faible par rapport au standard BHT.

Selon I’étude d’Abdel-Farid et Alsayed (2021) la pulpe de fruit de Balanites aegyptiaca a
une activité antioxydante importante due a sa richesse en métabolites secondaire notamment

les polyphénols et les flavonoides.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont des sources importantes des composants bioactifs naturels tels
que les polyphénols, qu’ils sont connus par leurs propriétés thérapeutiques grace aux leur
effet antioxydant par la prévention des dommages oxydatifs et leur capacité de piéger les
radicaux libres, ainsi qu’ils ont d’autres propriétés biologiques (antifongique, antimicrobienne
et anti-athérogénique), ce qui les rend les plus intéressants et les plus étudiés par beaucoup de
chercheurs.

Balanite aegyptiaca connue aussi sous le nom de dattier de désert est une plante médicinale
riche en métabolites secondaires tel que les polyphénols ; les flavonoides, les alcaloides et les
saponines, elle est caractéris€¢ par ses propriétés biologiques notamment [’activité
antioxydante.

Notre étude a pour objectif de déterminer les teneurs en composés phénoliques
(polyphénols, Flavonoides, tanins), d’évaluer I’activité antioxydante d’extrait polyphénolique

des trois parties de fruit (épicarpe, pulpe, amande) de Balanite aegyptiaca.

L’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteua révelé la présence de quantités importantes de polyhénols, par ailleurs, nous avons
démontré que I’extrait de la pulpe est le plus riche en polyphénols. Le dosage colorimétrique
des flavonoides montre que la pulpe est la plus riche en flavonoides suivi par ’amande et
I’épicarpe. Ainsi que nos résultats montrent que la pulpe et I’amande sont riches en tanins

condenseés par contre I’épicarpe est pauvre en tanins.

Le pouvoir antioxydant a été déterminé par les méthodes de la capacité antioxydante totale
(CAT) et la reduction de fer (FRAP) qui ont révélé que les extraits poly phénoliques des trois
parties de fruit de Balanite aegyptiaca ont une capacité antioxydante importante, en revanche

la pulpe possede le pouvoir antioxydant le plus élevé.

D’aprés nos résultats on peut déduire que le pouvoir antioxydant de fruit de Balanites
aegyptiaca due essentiellement a la présence des différentes métabolites secondaires dans la

plante notamment les polyphénols et les flavonoides.

Il serait donc intéressant d’¢élargir 1’étude quantitative en composés phénoliques de fruit du
Balanites aegyptiaca par des techniques de séparation de pointe telle 'HPLC. D’étudier
d’autres activités de fruit du Balanites aegyptiaca comme I’activité anti-inflammatoire et anti

obésité
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Résumé

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présentent dans les plantes et qui ont des effets protecteurs tels que leur activité antioxydante.

Notre étude a pour objectif de déterminer les teneurs en composés phénoliques (polyphénols, Flavonoides, tanins), d’évaluer I’activité antioxydante d’extrait
polyphénolique des trois parties de fruit (épicarpe, pulpe, amande) de Balanite Aegyptiaca.

Nos résultats ont montré que les extraits polyphénoliques des trois parties de fruit de Balanite Aegyptiaca contiennent des composés phénoliques. Par ailleurs, nous avons
constaté que ’extrait de la pulpe est le plus riche en polyphénols, flavonoides et tanins condensés avec des teneurs de 22, 34 +1,73 mg EAG/g de M.S; 3,07 mg EC/g
MS; 2,78 + 0,1 mg EC/g Ms respectivement. Par contre, nous avons constaté que 1’amande est riche en tanins condensés (1,88+0,3 mgEC/g MS) d’autre part 1’épicarpe
contient des teneurs considérables en polyphénols et flavonoides (11,43 +0,08 mg EAG/g de MS ; 1,21+0,04 mg EC/MS) respectivement et pauvre en tannins.
L’évaluation de la capacité antioxydante totale (CAT) a révélé que les extraits polyohénolique de fruit de Balanites Aegyptiaca a une activité antioxydante importante dont
la pulpe présente I’activité antioxydante la plus élevé(2,222+ 0,09 mg EAA/ g ES) par apport a I’épicarpe (1,43610,1 mg EAA/ g ES) et I’amande (1,556+0,1 mg EAA/ g
ES). Le pouvoir réducteur a été déterminé par la méthode FRAP qui a montré que la pulpe a le pouvoir réducteur le plus important (1C50 =3,91 mg/ml) puis 1’épicarpe
(1C50=7,92mg/ml), et I’amande (19,82mg/ml) en le comparant avec celui de standard (BHA) qui a un IC50 de la valeur de 0,15 mg/ml.

L’activité antioxydant de fruit de plante de Balanite aegyptiaca due essentiellement a la présence des polyphénols, flavonoides et a d’autres métabolites secondaires.

Mot clé : Balanites aegyptiaca, Polyphénols, Activité Antioxydante, CAT, FRAP .

Abstract

Polyphenols are secondary metabolites present in plants and which have protective effects such as their antioxidant activity.

Our study aims to determine the content of phenolic compounds (polyphenols, flavonoids, tannins), to evaluate the antioxidant activity of polyphenolic extract of the three
fruit parts (epicarp, pulp, kernel) of Balanites Aegyptiaca.

Our results showed that the polyphenolic extracts of the three fruit parts of Balanites Aegyptiaca contain phenolic compounds. In addition, we found that the pulp extract is
the richest in polyphenols, flavonoids and condensed tannins with contents of 22.34 £1.73 mg EAG/g of DM; 3.07 mg EC/g DM; 2.78 + 0.1 mg EC/g Ms respectively. On
the other hand, we noted that the kernel is rich in condensed tannins (1.88+0.3 mgEC/g DM) on the other hand the epicarp contains considerable contents of polyphenols and
flavonoids (11.43 £0. 08 mg EAG/g DM; 1.21+0.04 mg EC/DM) respectively and low in tannins.

The evaluation of the total antioxidant capacity (CAT) revealed that the polyohenolic extracts of Balanites Aegyptiaca fruit has a significant antioxidant activity, the pulp of
which has the highest antioxidant activity (2.222 + 0.09 mg EAA/ g ES) by contribution to the epicarp (1.436+0.1 mg EAA/ g ES) and the kernel (1.556+0.1 mg EAA/ g ES).
The reducing power was determined by the FRAP method which showed that the pulp has the greatest reducing power (IC50 = 3.91 mg/ml) then the epicarp (IC50 = 7.92
mg/ml), and kernel (19,82 mg/ml) comparing it with that of standard (BHA) which has an IC50 value of 0.15 mg/ml.

The antioxidant activity of Balanites Aegyptiaca plant fruit is mainly due to the presence of polyphenols, flavonoids and other secondary metabolites.

Key word: Balanites aegyptiaca, Polyphenols, Antioxidant Activity, CAT, FRAP
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