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Composition biochimique de la datte (Deglet-nour)

Résumeé :

Au cours de la maturation de la datte Deglet-nour, la composition biochimique de la datte subit
des modifications. A une diminution de la teneur en eau est associée une augmentation de la teneur
en sucres totaux et une chute des protéines, des lipides, des minéraux, des caroténoides et des
composés phénoliques.

Avec une teneur de plus de 10 %, la datte Deglet-nour est riche en fibres totales Parmi ces
fibres, un intérét particulier est porté aux pectines qui représentent environ 2 % de la datte.

Les fractions pectiques (PSE, PSO, PSH ) extraites se caractérisent par des teneurs élevées
en oses neutres ( # 15 % MS) et par des taux faibles en Gal A ( # 50 % MS) ; et cela au cours
des différents stades de la maturation, contrairement aux valeurs proposées pour d’autres fruits ou
il n’est pas rare d’obtenir des teneurs en Gal A de I’ordre de 65 a 80 % MS et des taux d’oses
neutres de 10 % MS.

Ces résultats contribuent a une meilleure connaissance des substances pectiques de ce fruit.

La dégradation enzymatique de ces pectines par les polygalacturonases, responsables avec les
pectineméthylestérases et les cellulases du ramollissement, est illustrée par les activités PG et PME
qui augmentent au cours de la maturation pour atteindre une activité maximale au dernier stade de
maturation ; il en est de méme pour les cellulases. La PG de la datte est une exo- polygalacturonase
qui présente une activité optimale a une température de 40°C, un pH égal a 5 et une inhibition par
le CaCl2 ; celle des PME a une température de 50 °C, un pH égal a 7,4 et aucune inhibition par
le CaCl2 et celle des cellulases a une température de 50 °C et un pH égal a 5. Ces activités sont
relativement faibles comparées a celles d’autres fruits

Durant le stade mdr, 1’activité de I’invertase, en étroite relation avec la teneur en eau de la
datte, diminue alors que les autres enzymes sont actives.

L’évolution de la couleur au cours de la maturation peut étre expliquée par la présence de
formes solubles de polyphénoloxydases qui augmentent avec le taux de maturité du fruit

Par ailleurs, chez les végétaux, les composés carbonylés sont considérés comme des ardmes
issus, principalement, de la biocatalyse par la lipoxygénase avec les acides gras essentiels comme
précurseurs. Les hydroperoxydes de l'acide linoléique conduisent par scission a la formation
d’aldéhydes, constituant majoritaires de 1’odeur rance. Leur utilisation comme indice de qualité
chez la datte Deglet-nour peut étre suggérée.

Dans ce sens, les composés volatils de la datte Deglet-nour, bien qu'ayant des similitudes
avec une dizaine de composés déja attribués a I'arome de différentes variétés de dattes, montrent
des différences importantes dans la composition du bouquet final. A priori, ces différences sont
en relation avec la méthode d'extraction adoptée, la Distillation-Extraction Simultanées. Cette
derniere a permis, a partir de 20 g de dattes et d'un faible volume de solvant, I'obtention d'un extrait
aromatique suffisant pour des analyses qualitatives et quantitatives.

Le nombre élevé de composés volatils identifiés par CG-SM (60), dont 'acétaldéhyde est le
compos¢ majeur auquel est attribuée la note aromatique de la datte, est a prendre en considération
sachant le peu d'études effectuées sur les aromes de la datte.

Mots clés : composition chimique, maturation, pectines, enzymes, couleur, aromes, datte,
Phoenix dactylifera.
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Abstract:

Abstract:

Biochemical composition of date (Deglet-nour ): evolution during ripening, color and aroma
formation

The biochemical composition of the Deglet-nour date undergoes modifications during its
ripening. Water content of the date is associated with an increase of the total sugar content and a
decrease of proteins, lipids, minerals, carotenoids and phenolic compounds.

With more than 10%, the content of Deglet-nour date is rich in total fibres. Among these fibres,
a particular interest was carried to pectins. The extraction and the fractionation of pectic substances
were achieved as a function of the ripening of the date contained about 2 % of total pectins.

Extracts of the pectic fractions (PSE, PSO, PSH) are characterized by a high contents of neutral
sugars (more than 15% DW) and by low rates of Gal A (less than 50 % DW), during the various
ripening stages, in contrast with the values found in other fruits where the Gal A content is about
65 to 80% DW and neutral sugars is 10% DW.

These results contribute to a better knowledge of the date pectic substances.

The enzymatic degradation of these pectic substances by the polygalacturonases (PG), the
pectineméthylestérases (PME) and the cellulases is illustrate by an increase of the PG and PME
activities increased during date ripening with a maximal activity at the last ripening stage. The
cellulases activities are the same as PG and PME activities.

The date PG is an exo-polygalacturonase, which the temperature and the pH of its optimum
activity are respectively 40 °C and 5, this activity is inhibited by CaCly. The temperature and the

pH of optimum PME activity are respectively 50 °C and 7, 4; there is no inhibition by CaClj.

The temperature and the pH of optimum cellulases activity are respectively 50 °C and 5. These
activities were relatively low in comparison with other fruits.

During the ripe stage, the invertase activity of invertase, in relation with the date water content
decrease whereas the other enzymes are active.

The date color evolution during ripening can be explained by the presence of soluble forms of
polyphénoloxydase (PPO) which increase with the fruit ripening.

In addition, the plants carbonyl compounds are considered as flavors resulting, mainly from
the biocatalyse by the lipoxygenase with the essential fatty acids like precursors.

The linoleic acid hydroperoxydes lead by scission to the formation of aldehyds, which are the
maincomponent responsible of the rancid odor. The aldehyd use as quality index of the Deglet-
nour date can be suggested.

In the same idea, volatile compounds of the Deglet-nour date, which have similarities with
a dozen compounds already attributed to the flavor of different date varieties, show important
differences in the composition of the final bouquet.

A priori, these differences are in relation to the method of extraction adopted, namely the SDE
(Simultaneous Distillation Extraction). The latter allowed, starting from 20 g of dates and a low
volume of solvent, obtaining an aromatic extract sufficient for qualitative and quantitative analyses.

With 20 g of dates and a low volume of solvent, the extraction method (SDE) gave an aromatic
extract sufficient for qualitative and quantitative analyses.



Composition biochimique de la datte (Deglet-nour)

The CG-SM identified a high number of volatile compounds (60), acetaldehyde is the major
volatile compound to which the aromatic grade is attributed. This grade has to be taking into
account knowing the little of studies carried out on the flavors of date.

Key words: biochemical composition, ripening, pectins, enzymes, color, aroma, date, Phoenix
dactylifera.
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INTRODUCTION
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Le palmier dattier (Phcenix dactylifera L.) constitue I'une des espeéces fruitieres dont la
culture existe depuis I'antiquité. Quatre mille ans avant Jésus Christ, les dattes étaient déja
connues, cultivées et commercialisées.

Dans I'ancien monde, les grandes régions productrices de dattes sont le Proche-Orient
avec notamment I'lrak, I'lran, 'Egypte, I'Arabie Saoudite et le Maghreb avec I'Algérie, la
Tunisie, le Maroc et la Libye.

Dés le début du XIX®M€ siécle, des palmiers dattiers, en petit nombre, ont été plantés
au Pérou, en Argentine, au Mexique, en Australie et en Afrique du Sud. D'importantes
plantations, de création récente, existent aussi en Californie méridionale.

En Algérie, les palmeraies sont situées au Nord du Sahara au niveau des Oasis ou les
conditions de culture leur sont favorables. Les principales régions de production sont : la
vallée du Mzab, les Zibans, I'Oued-Righ, Ouargla, le Souf, Béchar, Béni-Ounif, la vallée de
la Saoura, le Touat, Gourara, Tidikelt et EI-Goléa.

Il existe un grand nombre de variétés de dattiers, estimé a environ 200, qui se
différencient par la consistance de leurs fruits et par leur appréciation par le consommateur.
Ainsi, on peut distinguer les variétés communes (Ghars, Degla-beida, Mech-degla,
Tazerzait, Tantboucht,...) et la variété Deglet-nour.

De par la place qu’elle occupe dans l'agriculture saharienne, la phoeniciculture
constitue la principale ressource alimentaire des oasis et joue un réle majeur dans la
création, le maintien et le développement des économies de base a I'’échelle oasienne.

Disposant d’'un effectif important de palmiers dattiers productifs, soit 8 % de la
production mondiale (F.A.O., 2006), et d’un éventail variétal trés large, 'Algérie posséde
en la variété Deglet-nour une datte appréciée aussi bien sur le marché local qu’étranger.
Cependant, elle est, particuliérement, sensible a différentes altérations (biochimiques et
technologiques).

La maturation des fruits est une série coordonnée d'un ensemble de processus
biochimiques qui résultent de la synthése et de la dégradation des pigments, de la
conversion de I'amidon en sucre, des changements de la fermeté et de la texture, de
la production de substances volatiles, de 'augmentation de la respiration des fruits et
éventuellement leur sénescence (Speirs et Brady, 1991).

La texture constitue le facteur prépondérant dans la détermination de la qualité
organoleptique de la datte ; il apparait donc que la maitrise du processus de ramollissement
des fruits revét une importance économique certaine en matiére de stockage, de transport
et de distribution des fruits.

Par ailleurs, dés la récolte, une caractéristique essentielle pour la qualité de la variété
Deglet-nourest a prendre en considération : la couleur. En effet, la couleur noire des dattes
recherchée pour la plupart des variétés ne I'est pas pour la datte Deglet-nour dont la couleur
ambrée, qui représente un critére de qualité pour ce type de datte, doit étre préservée par
le maintien du brunissement enzymatique a un niveau faible (Belarbi et al., 2003).
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Cependant, au cours de la maturation et du stockage, la datte est exposée a certaines
évolutions qui affectent la fermeté, lacouleur mais aussi les caractéres organoleptiques, en
particulier, les arbmes.

Dans ce sens, les objectifs de ce travail sont :

d’évaluer la composition biochimique globale de la datte au cours de la maturation
ainsi que les constituants de la paroi végétale,

de déterminer les changements quantitatifs de I'activité des principales enzymes de
la paroi de la datte (polygalacturonases, pectineméthylestérases, cellulases) puis de
discuter leur réle dans le processus de fermeté du fruit au cours de la maturation,

d’établir 'interrelation entre les sucres, les protéines, les lipides et les composés
phénoliques avec les modifications chimiques dues aux enzymes impliquées dans la
couleur (brunissement) et I'arébme de la datte Deglet-nour (invertase, lipoxygénase,
polyphénoloxydase).

En somme, la maitrise des facteurs d’altération post-récolte ainsi qu’'une meilleure
connaissance des caractéristiques des dattes, permettront d’assurer un revenu aux
phoeniciculteurs et contribueront a maintenir I'équilibre fragile des systémes oasiens.

Ce travail a donné lieu a la rédaction de quatre publications :

Benchabane A., Abbeddou S., Bellal M.M., Thibault J.F. Evolution des pectines et
des activités polygalacturonases au cours de la maturation de la datte Deglet-nour.
Sciences des Aliments, 26, 233-246 (2006).

Benchabane A., Kechida F., Bellal M.M. Caractérisation des substances pectiques et
évaluation des autres composés pariétaux au cours de la maturation de deux variétés
de datte d'Algérie. Annales de I'Institut National Agronomique, 21, 33-39 (2000).

Benchabane A., Yahiaoui K., Saoudi Z. Extraction et caractérisation des enzymes de
la datte Deglet-nour. Santé Plus, 58, 14-19 (1997)

Benchabane A., Meftah F., Saadi A. Technologie et qualité de la datte. Les
composés pariétaux de la datte au cours de la maturation. Journées Internationales
sur le Palmier Dattier dans I’Agriculture d’Oasis dans les Pays Méditerranéens, 25-27
Avril 1995, Elche (Espagne), O ptions Méditerranénnes, Série A, 28, 209-214 (1996)
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PREMIERE PARTIE ETUDE DES
PETITES MOLECULES DE LA

DATTE :SUCRES, ACIDES AMINES ET
MINERAUX

CHAPITRE | : LES SUCRES

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
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1.1. La teneur en eau

Aux différentes étapes de développement du fruit, la teneur en eau passe d’un extréme (soit
85 % a I'état vert) a l'autre (5-10 % a I’état mar pour les dattes séches du désert) ; entre ces
limites, il y a plusieurs niveaux d’humidité. Les dattes demi-molles telles que Deglet-nour
sont caractérisées par une teneur en eau de 50-60 % au stade Il, de 35-40 % au stade Il
et autour de 20-24 % au stade |V, humidité requise par le marché dans le sens ou la datte
peut étre stockée tout en gardant sa texture moelleuse.

Dans ce sens, la consistance du mésocarpe au stade mar, permet de classerles dattes
en trois catégories selon la texture du fruit (Mustapha et al., 1986):

les dattes molles : a chair aqueuse a I'état frais, nécessitant un traitement pour

la réduction de leur teneur en eau pour étre bien conservées. Cette derniére est
supérieure a 30 % ; cas des variétés Ghars d’Algérie, Hallawi d’Irak et Mejhoul du
Maroc,

les dattes demi-molles : a consistance molle dont la teneur en eau varie entre 20 et
30 % ; cas de la variété Deglet-nour d’Algérie et Zahdi d’Irak,

les dattes séches : a pulpe naturellement seche dont la teneur en eau est inférieure a
20 % ; cas des variétés Degla-beida et Mech-degla d’Algérie et Kentichi de Tunisie.

Ces catégories sont généralement, et non pas exclusivement, associées a des teneurs en
eau et des quantités de sucres particuliéres.

La teneur en eau est étroitement liée a la teneur en sucres et varie sensiblement au
cours de la maturation. Elle décroit graduellement de la fin du stade | au milieu du stade
Il ou le ramollissement a déja commencé ; par contre, elle chute rapidement au cours des
stades Il et IV (Sawaya et al., 1982).

1.2. Les sucres

Les sucres sont I'élément prépondérant de la datte et, déja, dans les anciens pays
producteurs, les dattes ont été utilisées plutét comme source de sucre que comme fruits.
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En effet, la forte teneur en sucres de la pulpe de datte confére a ce fruit une grande valeur
énergétique (environ 3000 Kcal / Kg) (Barreveld, 1993).

En général, les teneurs en sucres totaux varient dans les limites de 50 a 85 % selon
I'état physiologique et les variétés de dattes avec des proportions de 0 a 60 % de saccharose
(Barreveld, 1993).

Les quantités relatives en sucres sont principalement déterminées par les caracteres
variétaux et I'origine géographique ne semble jouer aucun rdle sur la composition en sucres
des fruits (Booij et al., 1992; Barreveld, 1993 ). Néanmoins, Dowson et Aten (1963)
rapportent que les dattes molles, a humidité importante, sont pauvres en saccharose, que
les dattes seéches se caractérisent par une teneur élevée en ce sucre alors que les dattes
demi- molles en contiennent une teneur intermédiaire (tableau 1.1).

La littérature rapporte que les sucres sont pratiquement constitués de saccharose, de
glucose et de fructose bien que la présence d’autres sucres, en de faibles proportions, ne
soit pas a exclure.

En effet, les teneurs en sucres totaux et réducteurs (glucose + fructose) augmentent
parallelement avec la progression de la maturation indépendamment de la qualité du fruit
(Booij et al., 1992).

En outre, la concentration des deux sucres réducteurs au cours de la maturation différe
en fonction de la variété. C'est ainsi que Coggins et Knapp (1969), Booij et al. (1992)
et Barreveld (1993) ont observé, qu’aux premiers stades de la maturation de la datte
Deglet-nour, la concentration est relativement la méme pour le fructose aussi bien que
pour le glucose mais le rapport fructose / glucose devient inégal aux derniers stades de la
maturation.

Les quantités de sucres réducteurs et de saccharose dépendent de la variété et sont
en relation avec la texture du fruit. Elles sont modifiées au cours de la maturation : dans le
cas des dattes molles, les derniers stades de développement du fruit sont caractérisés par
l'inversion du saccharose en glucose et fructose ; alors que dans les autres catégories de
dattes, demi-molles et séches, le saccharose s’accumule jusqu’au stade mdr bien que ce
phénoméne soit plus marqué dans le cas des dattes séches.

La teneur en sucres réducteurs, principalement le glucose et le fructose, augmente
graduellement pendant tout le processus du développement. Cette augmentation est
remarquable quand le fruit atteint le stade rouge (Routab) et a tendance a continuer durant
le processus de ramollissement.

La diminution de la teneur en saccharose et I'accroissement de la teneur en sucres
réducteurs sont synchronisés avec l'activité de l'invertase qui est caractéristique a toutes les

Tableau 1.1 : Teneurs en eau (% MF) et en sucres (% MS) des dattes molles, demi-molles etséches (Cook
et Furr, 1952)
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Dattes Humidité Sucres totaux | Sucres réducteurs | Saccharose
Molles Barhi 37,3 24,4 84,8 82,2 84,8 82,2 00
Khadrawi
Demi-molles Deglet- 241 22,2 77,175,7 78,2 38,6 70,4 70,7 3855375
nour Dayri 13,6
Zahdi
Séches Thoori 15,5 15,0 73,0 80,0 40,9 35,0 32,1 45,0
Kinta
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variétés de dattes. Cependant, I'hydrolyse du saccharose est partielle dans le cas des
dattes demi-molles (Sawaya et al., 1982).

1.3. L'invertase

L'invertase, dont le principe actif a été isolé en 1860 par Berthelot, a été mise en évidence
en 1833 par Persoz ; c’est la premiére enzyme qui a été décrite. Dans la datte, elle a été
signalée pour la premiére fois par Vinson (1908).

L'invertase (B-D-fructofuranoside fructohydrolase, E.C.3.2.1.26) est présente dans la
datte sous deux formes, une soluble et une insoluble (Hasegawa et Smolensky, 1970 ; Al-
Bakir et Whitaker, 1978 ; Kanner et al., 1978;Mustafaet al., 1986).

L’existence de fractions invertasiques soluble et insoluble a été signalée chez différents
végétaux tels que la carotte (Vaughan et Mac Donald, 1967 ; Hawker, 1969), la betterave
(Vaughan et Mac Donald, 1967) et le mais (Kivilaan et al.; 1961, Hawker, 1969).

Cette enzyme joue un réle primordial dans le métabolisme du saccharose au niveau
des tissus des plantes (Alexander, 1972). Les deux formes ont une grande affinité vis-a-vis
de leur substrat qu’elles dégradent en glucose et en fructose. Toutefois, I'invertase soluble
est plus active que I'invertase insoluble.

Le degré d’inversion est fonction de 'activité de l'invertase, de la teneur en eau et de
la température d’incubation (Hasegawa et Smolensky, 1970).

Par ailleurs, il a été démontré que la datte Deglet-nourdispose d’une activité
invertasique. L’action spécifique de cette enzyme est inversement proportionnelle a la
concentration en saccharose ; ce qui permet, a priori, d’estimer le degré de maturation du
fruit par le rapport saccharose sur sucres réducteurs.

L’activité de la fraction soluble, absente au stade vert (Mustafaet al., 1986), commence
a se développer durant la période de maturation du fruit alors que la proportion en invertase
insoluble diminue de 50 % du stade vert au début du stade Routab, mais elle reste assez
constante aprés ce dernier stade.

Comparée a d’autres activités, l'activité de l'invertase de la datte Deglet-nour est
relativement basse, méme a la fin du stade Routab (Hasegawa et Smolensky, 1970). Durant
la fin du stade Routab et le stade Tamar, quand les dattes perdent beaucoup de leur texture
et de leur eau, I'activité de l'invertase diminue (Coggingset al., 1967).

Il est a noter que la teneur en invertase soluble augmente a la méme allure que celle
de l'activité polygalacturonase observée dans les dattes par Hasegawa et al. (1969).

Dans ce sens, Acker (1969) signale que dans les fruits a activité invertasique élevée,
une humidité élevée est maintenue dans le but, a priori, de permettre aux enzymes
responsables du ramollissement et du brunissement d’agir dans les meilleurs conditions. En
effet, dans les dattes molles, caractérisées par une activité invertasique initiale élevée au
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stade Khalal, I'hydrolyse du saccharose est rapide et optimale. Ce processus de dégradation
du saccharose provoque une perte en eau (Ragab et al., 1956). Dans ce sens, Kanner et
al. (1978), ont démontré que l'activité de I'eau qui résulte de la conversion du saccharose
en glucose et fructose, est corrélée avec un taux d'évaporation réduit dans le fruit. Ce qui
explique l'appartenance des variétés a activités invertasiques élevées a la catégorie de
dattes molles.

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour) a été récoltée dans la palmeraie de
Daouia a EI-Oued (Algérie) sur plusieurs campagnes phoenicicoles.

Le domaine Daouia est par excellence le modéle concret d’'un systéme de production
oasien moderne (Dubost, 1992).

Les prélévements sont échelonnés sur une période de douze semaines (Juillet a
Octobre) suivant I'évolution du fruit au cours de son développement (figure 1.1).

Le test retenu pour apprécier le degré de maturation des fruits est la couleur ; selon ce
critére, les différents stades de maturation des dattes sont désignés par des termes arabes
d’origine irakienne mais utilisés universellement, et définis comme suit (Booij et al., 1992,
Mu’ayed et Madjid , 1996 ) :

Stade | ou Kimri ou stade vert : premier stade de développement des fruits
durant lequel les divisions cellulaires et leur élongation se produisent pour conduire au
grossissement des dattes. Les fruits sont turgescents et verts avec un taux d’humidité éleve,
une accumulation de sucres réducteurs et une trés forte acidité. Les fruits sont récoltés 15
semaines apres la pollinisation ;

Stade Il ou Khalal : stade de la maturité physiologique durant lequel les fruits
gagnent la couleur caractéristique des fruits mdrs de cette espéce. lls sont marqués par un
accroissement rapide de la teneur en sucres totaux, en saccharose et en matiére séche alors
que l'acidité réelle et le taux d’humidité diminuent. Les fruits sont récoltés 20 semaines aprés
la pollinisation ;

Stade Il ou Routab : phase de la maturation, ou la datte devient molle, de couleur
brune et perd de son astringence (les tanins sous la peau précipitent sous forme insoluble).
Les fruits sont récoltés 22 semaines apres la pollinisation ;

Stade IV ou Tamar ou stade mdr : correspond a I'étape finale de la maturation du fruit,
généralement associée a une surmaturation, un ramollissement complet avec une évolution
de la coloration vers le brun foncé et la perte de la presque totalité de I'eau. Les fruits sont
récoltés 27 semaines apreés la pollinisation.

15
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Stade I : Routah

Figure 1.1 : Représentation de la datte
Deglet-nour aux différents stades de maturation

2.2. Teneur en matiére séche

Une prise d’essai est étuvée a 104 °C jusqu’a poids constant. La mesure de la différence
de poids donne la teneur en eau de I'’échantillon.

2.3. Analyse quantitative des sucres

La méthode au phénol-sulfurique pour le dosage des sucres totaux (Dubois et al., 1956),
celle de Somogyi-Nelson pour les sucres réducteurs (Somogyi ,1937 ; Nelson, 1944) et la
polarimétrie photométrique pour le saccharose (norme ISO 2911-93) ont été utilisées.

2.4. Analyse qualitative des sucres

2.4.1. Caractérisation par chromatographie sur couche mince (C.C.M)
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Le principe est basé sur la séparation des sucres par migration ascendante. La phase
stationnaire est du gel de silice alors que la phase mobile est un mélange de trois solvants
de polarité différente : acétone, acétate d’éthyle et eau distillée (50, 40 et 10 % en volume).

Le dépbt représente une quantité de glucides éthanolosolubles totaux de I'ordre de 30
Mg environ.

Aprés migration, les plaques sont séchées a 60 ° C et la révélation se fait par
pulvérisation avec le réactif de Nigram et Giri puis séchage & 110 °C pendant 10 min (Chibre,
1979).

2.4.2. Caractérisation par chromatographie en phase gazeuse (C.P.G)

La détermination des mono, di et trisaccharides a été réalisée par la méthode préconisée
par Jouany (1972).

Les sucres sont transformés en dérivés triméthylsilylés, qui, en plus de leur volatilité
présentent une bonne stabilité thermique puisqu’il n’'y a pas de décomposition pour une
température d’injection de 300 °C.

Les analyses sont réalisées a 'aide d’'un chromatographe en phase gazeuse (Fisons
Instruments GC 9000), a détecteur F.I.D, équipé d'une colonne capillaire DB4 (méthyl

silicone), 30 m x 0,25 mm DI.

Le gaz vecteur est de I'azote (2ml min'1). L'injecteur est maintenu a 240 °C alors que
la température du four est programmée a 150 °C pendant 5 min puis a 310 °C pendant 8
min & raison de 5 °C min 7.
2.5. Extraction et caractérisation de I'invertase

2.5.1. Extraction

L'extrait enzymatique brut est obtenu a partir de 25 g de pulpe de dattes décongelées et
dénoyautées a une température de 4 °C. La pulpe est coupée en fragments puis broyée
manuellement au mortier-pilon en présence de 125 ml du mélange (tampon phosphate 0,25
M - acide ascorbique 0,06 M, pH 7,5) contenant de la polyvinylpyrrrolidone (PVP) a raison
de 1 % en masse relativement a celle du matériel végétal (Al-Bakir et Withaker, 1978).

Le broyat est agité dans un mixeur pendant 2 min puis centrifugé a 15000 g a 4 °C
pendant 30 min. Le surnageant, dialysé a 4 °C contre de I'eau distillée, est appelé invertase
soluble ; il est conservé pour la mesure de l'activité enzymatique alors que le culot subit
une extraction similaire a la premiére. Aprés centrifugation, une suspension a 1 % du culot
obtenu est considérée comme source d'invertase insoluble.

La PVP est ajoutée pour prévenir la formation du complexe protéines-tannins ou autres
composés phénoliques (Hasegawa et al., 1969, Mustafa et a /., 1986).

2.5.2. Mesure des activités

Le mélange réactionnel constitué de 0,3 ml d’extrait enzymatique et de 5 ml du mélange
(tampon phosphate 0,1 M- saccharose 0,1 M, pH 4) est incubé a 30 °C.

L'absorbance est mesurée a 589 nm toutes les 5 min pendant 30 min.

17
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La recherche de l'activité de l'invertase et son dosage sont effectués en référence a
une invertase commerciale lyophilisée (invertase, - Fructosidase) (Merck).

Une unité (Ul) invertase est la quantité d’enzyme qui hydrolyse une pmole de
saccharose par min a une température de 30 °C et un pH égal a 4.

2.5.3. Conditions et effecteurs

L'effet de la température sur l'activité enzymatique est déterminé a partir de milieux
réactionnels incubés a des températures variant de 10 & 70 °C. Les solutions enzymatiques
sont, préalablement, préchauffées a la température considérée.

L'effet du pH est mis en évidence, a 30 °C, dans I'intervalle de pH 3 - 7, dans des milieux
réactionnels préparés dans les mémes conditions que celle des mesures d’activité.

RESULTATS ET DISCUSSION

18

3.1. Teneurs en eau et en sucres

Au stade mdr, les dattes de la variété Deglet-nour ont une teneur en sucres totaux de 60,5
% MS et une teneur en eau de 26 % MF (tableau 1.2).

La variété Deglet-nour perd de I'eau au fur et a mesure que la maturation progresse ;
elle chute de plus de 50 % du stade vert au stade m(r ; ce qui implique une augmentation
en composés solides totaux plus rapidement a I'approche de la maturité des fruits.

A ce propos, Hasegawa et al. (1969) observent une forte diminution de la teneur en
eau pour la variétéDeglet-nour qui passe de 82 % au stade vert a 28 % au stade mar. Dans
le méme sens, Kanner et al. (1978), rapportent que le taux d’humidité passe de 44 a 32
% MF, de 50 a 21 % MF et de 49 a 35 % MF, respectivement, pour les variétés Halawi,
Deglet-nour et Khadrawi, du stade vert au stade mar. De leur c6té, Booij et al. (1992) ciblent
deux stades de maturation, le stade Il et le stade IV, pour toutes les catégories de dattes.
La diminution de la teneur en eau, entre ces deux stades, est de 41 % pour les variétés
Bou Skri et Mejhoul (variétés molles), 60 % pour les variétés Deglet-nour et Zahidi (variétés
demi-molles) et de 72 % pour la variété Thoory (variété séche).

Ces résultats montrent que la variété Deglet-nour a tendance a perdre plus d’eau que
d’autres variétés au cours de son développement.

Il est a noter que la datte, arrivée au stade lll, a déja perdu 55 % de sa teneur en eau
enregistrée au stade vert. A ce stade, la teneur en sucres totaux, exprimée en g / datte,
est multipliée par 3 (1,03 g au stade vert contre 3,69 g au stade Routab). En méme temps,
il y a un début d’accumulation des sucres réducteurs (4 fois plus qu’au stade vert) qui se
stabilise au stade mar (figure 1.2).

Dans ce sens, Booij et al. (1992)rapportent que les dattes demi-molles contiennent
une teneur en saccharose intermédiaire a I'exception des cultivars Deglet-nour et Zahidi qui
contiennent, respectivement, 60 % et 15 % MS au stade mar.

La teneur en saccharose de la datte étudiée (soit 5,6 % MS au stade m(r) est largement
inférieure a celles rapportées par Cook et Furr (1952) (soit 38,5 % MS au stade mdr) et
Booij et al. (1992) pour des cultivars Deglet-nour d’Algérie (soit 60 % MS au stade mr).
Ces derniers auteurs rapportent que les cultivars de dattes peuvent étre différenciés par la
teneur en saccharose de leurs fruits.
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Tableau 1.2 : Evolution de la teneur en eau (% MF) et en sucres (% MS) de la datte au cours de la

maturation
Stades de |Humidité Sucres totaux Sucres réducteurs Saccharose
maturation
| 779+1,7 50,5+ 0,30 25,99 + 0,41 19,24 + 0,06
Il 59,8 +2,0 53,00 + 0,39 25,42 + 0,68 21,88 + 0,07
11 427 +21 54,96 + 0,36 31,93 +0,77 9,53 + 0,08
v 26,4 +2,8 60,5+ 0,70 37,81 +0,39 5,58 + 0,07
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Figure 1.2 : Evolution de I'humidité et des
sucres de la datte en fonction de la maturation

L'analyse des chromatogrammes montre que les sucres réducteurs sont présents en
une solution équimolaire de glucose et de fructose résultant de I’hydrolyse du saccharose,
a tous les stades de maturation. Les quantités de saccharose diminuent aux stades Il et ll|
suite a son inversion en sucres réducteurs sous l'action de I'invertase.

Dans ce sens, il existe une relation étroite entre la réduction des sucres et la teneur en
eau des dattes, contrdlée par 'enzyme clé qui est l'invertase.

Quelques oses (et hexoses) ont été identifiés, il s’agit de I'arabinose, du xylose, du
galactose et du mannose, particuliérement, aux stades Il et IV, et en quantités moindres
aux stades | et lll.
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Les quantités de saccharose et de sucres réducteurs dans la datte dépendent du
cultivar et sont en relation avec la texture du fruit et, en particulier, avec sa teneur en eau
et la température du milieu ; cette derniére est en moyenne de 30 a 33 °C en Septembre
(stade Ill) et de 26 a 27 °C en Octobre (stade IV) dans la région d’étude.

En somme, les sucres des dattes varient en fonction de la variété, du stade de maturité
et du climat. Booij et al.(1992) suggérent |'utilisation des sucres des dattes en tant que
marqueurs de la caractérisation variétale du dattier.

3.2. Evaluation de I’activité invertasique au cours de la maturation

L'invertase de la datte se présente sous deux formes : une fraction soluble (de 4,7 a 8,2 Ul/
datte) et une fraction insoluble (de 2,3 a 3,7 Ul/ datte) avec une distribution inégale (figure
1.3).

Si au stade vert, la totalité de I'activité invertase décelée est celle relative a la fraction
insoluble, par contre, I'activité de la fraction soluble augmente de facon remarquable d’'une
valeur nulle au stade vert a sa valeur maximale au stade rouge (stade Ill). Au premier
stade de la maturation, I'activité de I'invertase soluble est absente car les dattes vertes ne
contiennent que de l'invertase insoluble.

Alinverse de 'augmentation rapide de I'invertase soluble, il est a relever une diminution
d’environ 40 % de l'activité de l'invertase insoluble durant la période de maturation; activité
qui se stabilise a une valeur de 2,3 Ul/ datte au dernier stade.

Au stade lll, I'activité de I'invertase soluble atteint 8,2 Ul/ datte et diminue Iégérement
pour atteindre une activité de 7,1 Ul/ datte au stade IV.
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Figure 1.3 : Evolution de l'invertase en fonction de la maturation

Cependant, ces valeurs de l'activité invertase totale au stade mar (9,4 Ul/ datte) sont
Iégérement inférieures a celles mentionnées par Hasegawa et Smolensky (1970), soit une
valeur de 12,5 Ul/ datte pour la variété Deglet-nour de Californie ; valeur qui correspond a
son niveau le plus élevé.

Le rapport invertase soluble/ invertase insoluble varie de 0 au stade vert jusqu’a 3 dans
le stade mar en accord avec l'intervalle préconisé par Hasegawa et Smolensky (1970).

La solubilisation de l'invertase débute a partir du stade Il ou on enregistre un gain
d’activité totale de 30 % au stade lll, stade ou le niveau d’activité est le plus élevé.

Kanner et al. (1978) confirment les résultats de Hasegawa et Smolensky (1970) et
considérent que la datte Deglet-nour, comparée a d’autres cultivars, a une activité invertase
faible.

Parallélement, le taux de sucres réducteurs augmente graduellement au cours de la
maturation (figure 1.4).

Cette augmentation est surtout prononcée lorsque le fruit a atteint le stade Khalal, puis
cette tendance continue pendant le processus d’attendrissement avant la récolte (Coggins
et Knapp, 1969). Ces auteurs supposent que 'augmentation des sucres réducteurs durant

21



Composition biochimique de la datte (Deglet-nour)

22

la maturation de la datte est due a la solubilisation de I'invertase par la perte de l'intégrité
du systeme membranaire, conduisant au contact direct entre I'enzyme et le substrat ; ce
qui explique le réle physiologique de cette enzyme dans la conversion du saccharose en
glucose et fructose. Cette hypothése est renforcée par les travaux de Manning et Maw
(1975) sur la tomate.

De leur c6té, Hasegawa et Smolensky (1970) estiment que lI'augmentation de
lactivité de l'invertase insoluble au stade Routab est le premier facteur qui provoque
'augmentation de la teneur en sucres réducteurs. Cette opération a pour but d’inhiber les
polyphénoloxydases, aussi actives a ce stade de la maturation de la datte (Maier et Shiller,
1961).

L'approche de ces auteurs n’est pas incompatible si I'on considére que la perte
de lintégrité du systéme membranaire joue un role dans la solubilisation de l'invertase
(Mustafa et al., 1986).

Il apparait, dans cette étude, que 'augmentation des sucres réducteurs commence
avant qu’il y ait une solubilisation appréciable de I'invertase. Néanmoins, une solubilisation
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Figure 1.4 : Evolution des sucres réducteurs et du saccharose
en fonction de ['activité invertase soluble au cours de la maturation

maximale de cette enzyme au stade Il induit la conversion de plus de 50 % du
saccharose (soit 0,64 g/ datte au stade Ill contre 0,34 g/ datte au stade IV) en sucres
réducteurs.
3.3. Caractérisation des invertases

3.3.1. Effet du pH
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L'activité optimale de l'invertase se situe a un pH de 4,5 (figure 1.5) ; l'invertase alcaline
s’avére absente alors que le comportement des deux fractions de linvertase lors de la
variation du pH est similaire.

Ce résultat est en accord avec ceux de Hasegawa et Smolensky (1970) (pH=4,5) et
Marouf et Zeki (1982) (pH=3,6-4,8) alors que Al-Bakir et Whitaker (1978) trouvent un pH
optimal entre 3,0-4,0.

A cet effet, Knee et al. (1991) ont signalé la présence réguliére d’invertases acides
dans de nombreux fruits.

Ainsi, I'invertase acide des carottes est active a pH 4,5 alors que linvertase alcaline
est active a pH 7,4 (Ricardo et Aprees, 1970), celle des pommes a pH 3,5-4,0 (Tsay et
Wu, 1990) et celle du cherimoya (anone) a pH 3,0-3,5 (Sanchez et al., 1998). Cependant,
l'invertase acide des raisins est active a un pH optimal de 2 (Arnold, 1965).

3.3.2. Effet de la température

La figure 1.6 donne I'évolution de I'activité de l'invertase soluble et de I'invertase insoluble
en fonction de la température.

La température optimale d’hydrolyse pour les deux fractions invertasiques est de 30 °C;
au-dela de cette température, une diminution remarquable de I'activité est enregistrée au
fur et a mesure que la température d’hydrolyse augmente, pour atteindre une valeur nulle
a70 °C.

Par ailleurs, si dans certaines plantes, les propriétés des deux fractions invertasiques
peuvent étre similaires (Arnold, 1965) ; Sacher (1966) signale que dans le méme tissu,
l'invertase soluble pourrait étre différente de I'invertase insoluble.

A priori, les résultats obtenus montrent que les propriétés des fractions invertasiques
soluble et insoluble de la datte Deglet-nour sont approximativement identiques.

3 ] [ 3 ] i 7
vH
B jnrertace cobthle e forertace meohihle

Figure 1.5 : Effet du pH sur l'activité des invertases

23



Composition biochimique de la datte (Deglet-nour)

0 T T T T T
10 20 30 40 50 i T

Tenpérabme (°C )

—l— mrertace sohible —alr— Trrertace cobible
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Durant le stade mir, la datte perd 'ensemble de la structure de la paroi cellulaire (Coggins
et al., 1967) et la presque totalité de son eau; I'activité de l'invertase diminue alors que les
autres enzymes commencent a étre actives durant les deux derniers stades de maturation
(Hasegawa et al.,1972).

Dans le méme sens, la littérature rapporte que 'activité invertasique se déclenche avant
les activités des polygalacturonases et des cellulases, responsables de la texture ; ainsi que
celle des polyphénoloxydases, responsables du brunissement enzymatique ; elle influence
I'activité de ces enzymes (Kanner et al., 1978).

Par ailleurs, la température joue un role déterminant lors de la maturation des dattes.
En effet, elle permet d’augmenter la vitesse des réactions chimiques de deux a trois fois,
pour chaque élévation de 10°C, suivant la loi de Vanoff (Al-Ogaidi et Aref, 1985).

Ainsi, la température a un effet direct sur 'accumulation et l'inversion des sucres
simples ainsi que sur la vitesse de déshydratation des dattes (Hamdi et Hamdi, 1991).

Dans ce sens, Rygg (1971) a préconisé pour la datte Deglet-nourune température
de maturation maximale de 35 °C afin de conserver son parfum et sa couleur blonde
caractéristiques.

En effet, la maturation artificielle est largement favorisée aux dépends du séchage des
dattes par I'emploi d’'une température voisine de celle de l'activité de l'invertase (soit une
température de 30 °C pour la datte Deglet-nour étudiée). Sachant que I'activité de l'invertase
contribue au développement du go(t de la datte, 'emploi d’'une température supérieure
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provoque des réactions de caramélisation des sucres donnant ainsi une couleur foncée aux
dattes, ce qui déprécie la valeur marchande du fruit (Hamdi et Hamdi, 1991).

Une diminution significative de I'activité est rencontrée dans les fruits récoltés et stockés
au stade Routab alors que I'inversion du saccharose se poursuit dans les fruits stockés
a une vitesse qui varie suivant la température et I'hnumidité de I'air ambiant. Il est courant
que durant cette période, la couleur du fruit devient plus sombre du fait des réactions du
brunissement enzymatique et non enzymatique. Ces deux réactions pourraient affecter la
structure et l'activité de 'enzyme.

Dans la datte, l'invertase est une enzyme-clé qui contrdle le taux de sucres réducteurs
et d’eau dans le fruit ; paramétres qui influent sur les qualités organoleptiques de la datte.

Lors du stockage, le conditionneur de dattes doit maintenir une température peu élevée
pour éviter l'inversion du saccharose qui rendrait les dattes sirupeuses (cas des dattes
molles) et ferait perdre a la variété Deglet-nour sa propriété de datte demi-molle ; et par la
méme sa qualité marchande.

CHAPITRE Il : LES ACIDES AMINES

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Les protéines se trouvent dans la datte dans les limites de 1-3%. Bien que leur profil en
acides aminés soit favorable aux besoins humains, les teneurs sont trop faibles pour étre
considérées comme une source alimentaire importante. La composition en acides amines
totaux ou libres a été étudiée a plusieurs occasions (Grobbelaar et al.,1955; Rinderknecht,
1959).

La disponibilité des acides aminés, en vue de leur absorption par I'organisme pour
participer aux différentes synthéses protéiques, est conditionnée par la rapidité de leur
libération par les protéines alimentaires, sous 'action des enzymes protéolytiques, dans la
partie antérieure du tube digestif.

Cependant, les constituants glucidiques, principaux constituants de la matiére séche
des dattes, empéchent l'accessibilité des protéines aux enzymes digestives alors que les
tanins agissent avec les protéines, par la formation de liaisons covalentes, pour donner des
complexes difficiles a hydrolyser par les protéases (Godon, 1996).

Les teneurs en acides aminés des dattes ont été étudiées pour les variétés irakiennes
Hallawi, Khadrawi et Sayir par Al-Rawi et al. (1967), pour la variété égyptienne Baladi par
Salem et Hegazi (1971), pour les variétés soudanaises Barakawi, Gundela et Tamoda par
Nour et Magboul (1985) et pour 21 variétés tunisiennes dont Deglet-nour par Reynes et
al. (1994).

L'évolution de plusieurs cultivars, en fonction des différents stades de maturité, a été
étudiée principalement par Booij et al. (1992).

Par ailleurs, les fonctions amines provenant d'acides aminés libres ou de chaines
latérales sur des protéines établissent des liaisons covalentes avec la fonction aldéhydique
ou cétonique terminale pour former une aldosamine ou une cétosamine entrainant des
pertes en acides aminés qui peuvent étre importantes. Les produits résultant de ces
réactions influent de facon trés sensible sur la couleur du fruit (réactions de Maillard)
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(Rinderknecht, 1959). Ces réactions sont négligeables avec les composés glucidiques
macromoléculaires en raison du faible nombre d'oses terminaux réducteurs présents mais
sont a prendre en considération pour la datte Deglet-nour de par sa teneur en sucres
réducteurs et en saccharose ; l'interaction

des oses réducteurs avec les composés aminés provoquent un brunissement plus ou
moins rapide durant le stockage (Rinderknecht, 1959).

Dans tous les cas, le sucre est considéré comme I'agent actif responsable de I'intensité
de la réaction ; l'acide aminé et la protéine se comportent beaucoup plus comme des
éléments passifs soumis a la réactivité des glucides réducteurs. A concentration moléculaire
égale, les sucres sont d’autant plus réactifs que leur poids moléculaire est plus petit.
Cependant, le fructose offre une réactivité plus faible que celles des hexoses aldéhydiques
(Adrian et al., 1982). Dans la datte, c'est donc la nature des sucres qui conditionne, en
partie, la réaction de Maillard, le fructose étant lui-méme peu réactif, le saccharose reste
inactif tandis que le glucose apporte les groupements réducteurs nécessaires a la réaction.

Pratiquement, la réaction étant équimoléculaire entre les sucres et les acides aminés,
le facteur limitant est la faible concentration en acides aminés et en peptides solubles.

Enfin, Maier et Schiller (1961) ont suggéré que l'unique voie possible du brunissement
non enzymatique dans la datte est la condensation des acides aminés - sucres réducteurs
qui produisent des composés carbonyles volatiles responsables de la flaveur.

Ainsi, dans d’autres cultivars riches en sucres réducteurs au stade mar (cas de la variété
Khadrawi), le brunissement non enzymatique développe un goit caramel plus rapide que
dans la datte deglet-nour (Kanner et al., 1978).

MATERIEL ET METHODES
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2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour), décrite précédemment, a été utilisée.

2.2. Dosage des acides aminés totaux

Un échantillon de 10 g de pulpe de dattes dénoyautées et décongelées a une température
de 4 °C est homogénéisé dans un broyeur a couteaux en présence de 50 ml de méthanol
puis laissé a 4 °C pendant 24 heures.

Le mélange est ensuite centrifugé a 12500 g pendant 30 min a 4 °C, dans le but
d'éliminer les pectines, les sucres et les autres composés pouvant interférer avec les acides
aminés puis le surnageant est filtré.

Le filtrat, récupéré dans Hcl 6N et conservé sous azote, est séché a 115 °C pendant
24 heures. L’échantillon est ensuite séché sous vide et le standard interne (norleucine) est
ajouté en quantité suffisante. Aprés remise a sec du mélange, on procéde a la préparation
des dérivés iso amyl-heptafluorobutyrés.

Les analyses sont réalisées a I'aide d’'un chromatographe en phase gazeuse (Fisons
Instruments GC 9000), a détecteur F.I.D, équipé d'une colonne capillaire DB4 (méthyl

silicone), 30 m x 0,25 mm DI.

Le gaz vecteur est de I'azote (2ml min'1). L'injecteur est maintenu a 250 °C alors que
la température du four est programmée a 250 °C.
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RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Teneurs en acides aminés totaux

Treize acides aminés ont été détectés dans la datte Deglet-nour au cours de la maturation
(tableau 1.3).

La littérature rapporte entre 13 et 18 acides aminés détectés dont 6 en moyenne
sont des acides aminés essentiels (Al-Rawi et al., 1967; Salem et Hegazi, 1971; Nour et
Magboul, 1985; Booij et al., 1992; Hassouna et al.,1994; Reynes et al.,1994).

Les teneurs en acides aminés de la datte a ses différents stades de développement
s'est révélée étre trées hétérogéne. Cependant, parmi les acides aminés identifiés, seuls
I'acide g-aminobutyrique et I'acide aspartique évoluent avec la maturation dans le méme
sens que les acides aminés totaux.

Les acides aminés essentiels révélés se retrouvent dans la datte a tous les stades de
maturation, hormis la VAL au stade Il et I'ILE au stade IV. D'une teneur équivalente (entre
6 et 7 % des acides aminés totaux) aux stades | et Il, ils passent a 17,2 % au stade Il puis
a 23,2 % au stade IV. Cette augmentation est d'autant plus intéressante que les teneurs en
acides aminés totaux diminuent au cours de la maturation de la datte.

En effet, le taux d’acides aminés passe de 169,95 mg /100 g de M.S au stade |1 a 72,28
mg /100 g de MS au stade IV.

Dans ce sens, Reynes et al. (1994) rapportent des taux d'acides aminés totaux trés
variables selon les variétés (82 a 700 mg/100 g de MS). En général, les dattes séches
sont plus riches en acides aminés (Al-Rawi et al., 1967; Salem et Hegazi, 1971; Nour et
Magboul, 1985) que les autres catégories de dattes mais sont moins aptes a une bonne
conservation (Reynes et al.,1994). Ces derniers auteurs signalent que la variété tunisienne
Kentichi qui présente une trés faible teneur en acides aminés (100,5 mg / 100 g de MS)
montre une bonne aptitude a la conservation et se caractérise par une coloration trés claire
apres un stockage prolongé.

D'autre part, les acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont présents ;
néanmoins, le taux de la phénylalanine seule est assez élevé comparé a la tyrosine alors
que le taux de la méthionine est faible.

Cette appréciation des acides aminés montre que la qualité des protéines de la datte
est relativement bonne malgré leur faible teneur.

Dans leur étude sur la composition en acides aminés en fonction de différents stades de
maturité de plusieurs cultivars de dattes, Booij et al. (1992) notent que méme si les dattes
ont une teneur non négligeable en acides aminés libres, ils ne permettent pas de retenir ce
critére comme marqueur pour la caractérisation variétale.

CHAPITRE Illl : LES MINERAUX

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
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Selon la littérature, les éléments minéraux tels que I'azote (N), le potassium (K), le calcium
(Ca), le magnésium (Mg), le phosphore (P), le sodium (Na), le fer (Fe) et le cuivre (Cu)
existent en quantité appréciable chez la datte.

Le tableau 1.4 donne la composition en éléments minéraux de quelques fruits.

A priori, la datte occupe une place de choix comme aliment minéralisant au méme titre
que la plupart des fruits.

La teneur en minéraux est maximale au stade vert pour toutes les variétés de datte,
mais décroit graduellement jusqu'au stade mar tout en restant constante au début du stade
Khalal pour les unes et décroissante jusqu'au stade Routab pour les autres (Sawaya et al.,
1982).

Les dattes se caractérisent, principalement, par une forte teneur en potassium qui,
associé aux autres cations, fait de la datte un fruit alcalinisant (Ulrich, 1952 ; Booij et al.,
1992). Ces observations sont en accord avec celles de Cleveland et Fellers (1932) sur les
dattes irakiennes, Haas et Bliss (1935) sur le cultivar Deglet-nour, Sawaya et al. (1983,
a) sur les dattes saoudiennes, Booij et al. (1992) sur les cultivars Deglet-nour et Zahidi et
Reynes et al. (1994) sur 21 variétés de dattes tunisiennes dont les cultivars Deglet-nour
et Zahidi.

Du point de vue nutritif, les rapports Ca / P et Ca / Mg sont intéressants. En effet, le
calcium est particulierement abondant puisqu'il s'y trouve équivalent a celui du lait de vache
considéré comme étant la meilleure source de calcium pour I'organisme, soit 125 mg / litre
de lait.

Dans le méme sens, la proportion des sels minéraux est significative au niveau
nutritionnel (Booij et al., 1992). lls jouent des roles fonctionnels importants de nature
métabolique, en activant de nombreux systémes enzymatiques, physico-chimique en
contrélant le pH, la neutralité électrique et les gradients de potentiel électrochimique.

Tableau 1.4 : Composition minérale (mg/ 100 g MS) de quelques fruits (Ulrich, 1952)

K Ca Mg P Na Fe Cal/P Ca/Mg
Datte 300 127-190 |66-96 35-75 16-54 3,2-4,7 12,5-3,6 1,92-1,98
Orange 1438 308 85 169 38 3,1 1,8 3,62
Abricot 2143 107 79 164 36 29 0,65 1,35
Pomme 750 38 38 69 13 2,5 0,55 1

MATERIEL ET METHODES
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2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour), décrite précédemment, a été utilisée.

2.2. Détermination de la teneur en cendres totales

La teneur en cendres totales est déterminée aprés calcination d’'un gramme de matiére
séche dans un four a moufle a une température de 600 °C durant 1 heure. Aprés
refroidissement, les cendres sont pesées.

2.3. Dosage des éléments minéraux
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2.3.1. Détermination de I’azote total

La teneur en azote total est déterminée a partir de la pulpe fraiche (environ 1 g en matiére
seéche) selon la méthode de Kjeldahl.

2.3.2. Dosage des autres éléments minéraux

Pour analyser les éléments minéraux de la datte, il est nécessaire de les soustraire
aux combinaisons organiques dans lesquelles ils sont plus ou moins impliqués et de les
faire passer a I'état de sels minéraux solubles par destruction oxydative des molécules
organiques lors de la minéralisation.

La minéralisation par voie séche est appliquée aux dosages des éléments minéraux
étudiés a savoir : P, Mg, Ca, Na et K.

Le dosage du phosphore a été réalisé par la méthode colorimétrique mise au
point par Duval (1962), alors que les autres éléments (Na, K, Mg et Ca) l'ont été par
spectrophotométrie d’émission a flamme dans un appareil de type Eppendorff.

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Evolution de la fraction minérale et des cendres au cours de la
maturation

La concentration en éléments minéraux tend a décroitre du stade vert au stade mr (tableau
1.5).

Du stade vert au stade mar, les teneurs en potassium, en calcium, en phosphore, en
magnésium, en sodium et en azote chutent de 50 % en moyenne. Comparées aux teneurs
en ces éléments rapportées par la littérature pour les dattes, ces derniéres sont bien tenues
a faibles, principalement, pour I'azote (Minessy et al.,, 1975) et pour le potassium (Sawaya
etal., 1983, b; Booij et al., 1992; Reynes et al., 1994).

Par ailleurs, le rapport Ca/ P, supérieur a 1, confirme la qualité minéralisante de la datte
Deglet-nour. |l se situe dans I'intervalle rapporté par Youssif et al. (1982), soit entre 1 et 1,5.

Ces auteurs signalent que seules les variétés Deglet-nour, Medjhoul, et Zahidi
présentent ce rapport.

La teneur en cendres totales décroit du stade vert au stade mdr a un niveau similaire a
celui des minéraux (chute d'environ 50 %). Cette teneur est comparable a celles rapportées
par Reyneset al. (1994) pour la variété Deglet-nour et Al-Farsiet al. (2005) pour des variétés
omanaises (Fard et Khasab) mais restent inférieures a celles relevées par Sawaya et al.
(1982) et Sawayaet al. (1983, b) pour des variétés saoudiennes (Khudari, Sullaj, Barni,
Ruzeiz et Sifri) et Ba-Angood et Ahmed (1984) pour 62 variétés de dattes émiraties.

Selon Booij et al. (1992), les sels minéraux peuvent contribuer a la caractérisation
d'une origine géographique particuliére. La nature des sols sur lesquels les palmiers sont
cultivés et la composition de I'eau d'irrigation peuvent expliquer certaines différences.

Aussi, dans le but d'améliorer les propriétés physiques, chimiques et biologiques du
sol, d'importants amendements organiques sont apportés dans les palmeraies de la région
phoenicicole d'étude (EI-Oued), apports qui conditionnent la production de dattes. En effet,
cette région enregistre le rendement moyen pour la variété Deglet-nour le plus élevé au
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niveau national (45 kg / pied) quoique ce dernier reste faible comparé a ceux d'autres pays
(Kaddouri, 1998).

Minéraux Stades de maturation
I i i v
K 0,280
o0 £ JosooE |oswE  |phog
0,020 0,030 0,040
N 0,386 £ |D285&  |0,2l1+  |0,150 =
0,020 0,030 0,010 0,010
Ca 0,090 +
pae5 & Jo30 £ joaisE i
0,005 0,005 0,005
P
0,146 £ |0,135 £ |o,118 £ |oo75 E
0,004 0,005 0,003 0,005
Mg 0,033 +
o006 £ Jooss £ jooarE |gpa3
0,005 0,005 0,004
Na 0,032 +
0001 0,025 £ |o021 £ |o018 E
0,000 0,002 0,001
Cendres fotakes | 3,38 £ + | 192+ n
0.03 2,82 0,05 1,60
0,08 0,06

Tableau 1.5 : Teneurs en éléments minéraux et en cendres
totales (g / 100g MS) des dattes au cours de la maturation
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CHAPITRE | : LES MACROMOLECULES DE LA PAROI

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Généralités
La texture, composante de la qualité organoleptique, est un facteur important des produits
frais et transformés (Diane et Carlos, 1994 ; El-Zoghbi, 1994). En effet, en technologie

fruitiére, le succés de toute méthode de conservation chimique, physique ou génétique est
déterminé par la préservation de la texture, de la flaveur et de la couleur du fruit conservé.

La texture d’'un fruit est appréciée par la fermeté de la chair, fermeté qui peut étre
attribuée a trois faits (Bartley et Knee, 1982 ; Tijskens et al., 1998) : la turgescence des
cellules, les dimensions des méats et la distribution des pectines et des autres biopolyméres
de structure (cellulose, hémicelluloses).Le réle des pectines dans cette évolution a été
surtout étudié dans la littérature (Aspinall, 1980 ; Brett et Waldron, 1996 ; Cosgrove,
1997 ; Grant- Reid, 1997 ; Hopkins, 1999).

Les pectines sont le terme générique de macromolécules dont le composant dominant
est une chaine linéaire d’unités d’acide [1-D-galacturonique, liées par des liaisons
glycosidiques de type [1 (1,4) et plus ou moins estérifiées par du méthanol. Ces substances
sont étroitement associées aux parois cellulaires et aux régions intercellulaires ou elles
accomplissent le réle d’'un élément adhésif permettant 'organisation des cellules en tissu
chez les plantes supérieures (Aspinall, 1980 ; Hopkins, 1999).

La cellulose résulte de la condensation exclusivement linéaire d’unités anydro-D-
glucopyranose, unies entre elles par des liaisons [1(1,4). Sa fonction est de fournir a la
membrane de la cellule végétale un cadre extérieur qui la soutienne et la protége. Le degré
de rigidité et la solidité de ce squelette dépendent de I'épaisseur de cette paroi et des
interactions entre son principal composant, la cellulose, et les autres constituants de la
paroi a savoir : les hémicelluloses, les pectines, la lignine ainsi que les protéines telle que
I'extensine (Smith et Wood, 1996 ; Charles et Guy, 1997).

1.2. Les enzymes de la paroi

La destruction de la paroi cellulaire et la dissolution de la lamelle moyenne, accompagnant la
maturation des fruits, sont causées par de nombreuses enzymes. Cellesdont les réles sont
lesplus reconnus sont, outre les cellulases, les enzymes pectolytiques (Fisher et Bennett,
1991 ; Cleemput et al., 1997).
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L'action des cellulases sur de tels substrats dépend de l'origine du substrat, de sa
composition, du prétraitement physique ou chimique et de I'action synergique avec les
autres classes d’enzymes (ex : xylanases, pectinases, peroxydases, phénoloxydases,
etc...).

Les cellulases sont considérées comme étant un complexe enzymatique susceptible
d’hydrolyser les macromolécules de cellulose en petites particules de sucre aptes a étre
assimilées. Erikson et Wood (1985) ont montré qu’en plus de ces hydrolases, des oxydases
(glucose-oxydase, cellobiose-oxydase) et des oxydo-réductases sont impliquées dans la
dégradation de la cellulose.

D’'une maniére générale, la classification des cellulases est basée essentiellement
sur leur activité vis a vis des divers substrats. Ce groupe d’enzymes peut étre divisé en
trois catégories : les endoglucanases ([_-D-glucane 4-glucanohydrolase, E.C.3.2.1.4), les
exoglucanases (1,4-11-D glucane glucobiohydrolase, E.C. 3.2.1.74 et cellobiohydrolases,
C1) et les (- glucosidases ([ -D-glucosidase glucohydrolase, E.C .3.2.1.21).

Toutefois, la solubilisation des pectines est, de loin, la plus corrélée avec le
ramollissement des fruits durant la maturation, impliquant, probablement, I'action des
enzymes pectolytiques par un accroissement de l'activité des pectineméthylestérases
(E.C.3.1.1.11), enzymes indispensables a I'activité des polygalacturonases (E.C.3.2.1.15 ;
E.C. 3.2.1.67 et E.C. 3.2.1.82) (Knee et al., 1991 ; Diane et Carlos, 1994 ; Brownleader
et al., 1999).

Les pectineméthylestérases (PME)hydrolysent les liaisons esters méthyliques en
s’attaquant au Cg de I'acide galacturonique, cette hydrolyse a pour effet la libération du

méthanol et la formation de pectates. Ces enzymes se trouvent dans tous les tissus
végétaux des plantes, en particulier dans le fruit ; elles sont localisées au niveau de la paroi
cellulaire, a laquelle, elles sont fortement liées (Rexova-Benkova etMarcovic, 1976).

Le mécanisme par lequel les PME se trouvent dans la paroi cellulaire est compliqué et
leur activité peut étre controlée par des ions métalliques et par le pH du milieu (Moustacas et
al., 1991). L'activation des PME par les ions métalliques est apparemment due a I'interaction
des ions avec le substrat puis avec I'enzyme (Nari et al., 1991) ; les ions peuvent relier les
enzymes libres aux groupement carboxyliques.

Les PME des végétaux supérieurs sont les plus étudiées. Ainsi, les études structurales
ont montré que I'enzyme est une glycoprotéine formée par un seul polypeptide (Marcovic
et al., 1975), composée de carbohydrates et de résidus d’acides aminés hydrophobes
(Seymour et al., 1991, a). Le choix des conditions d’extraction permet éventuellement de
séparer les différentes isoenzymes.

Pilnik et Voragen (1991) ont recensé 12 formes de PME dans les pulpes d’agrumes ;
cependant, une seule forme présente une tolérance et une stabilité thermique dans les jus
d’agrumes industriels. Selon la température d’inhibition de I'activité enzymatique, Seymour
etal. (1991, b) ont distingué deux formes principales de PME : la forme thermostable (PME-
TS) et la forme thermolabile (PME-TL).

Les polygalacturonases (PG), trés répandues chez les micro-organismes et dans le
régne végétal, hydrolysent la liaison [ 1-4 entre deux résidus acide galacturonique (Bonnin
et al., 1997). Selon leur mode d’action, on distingue les endopolygalacturonases (poly
(1,4-0-D-galacturonide) glycano-hydrolase, E.C.3.2.1.15) qui agissent au hasard et qui
libérent du monomeére, dimére et trimére d’acide galacturonique comme produits finaux
et les exopolygalacturonases qui agissent de maniére récurrente a partir de I'extrémité
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non réductrice d’'une chaine dont les acides carboxyliques sont non estérifiés et dont
I'action le long de la chaine peut étre bloquée par la présence d’un ester méthylique, d’'un
résidu rhamnose ou d’une chaine latérale. Elles sont de deux types selon le produit de la
réaction : les poly (1,4-1-D-galacturonide) galacturonohydrolases (E.C.3.2.1.67) libérent de
I'acide galacturonique tandis que les poly (1,4-1-D-galacturonide) digalacturonohydrolases
(E.C.3.2.1.82) libérent de l'acide digalacturonique (Bonnin et al., 1997 ; Brummel et
Harpster, 2001 ).

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet-nour), décrite précédemment, a été utilisée.

2.2. Teneur en matiéres séche

Une prise d’essai est étuvée a 104 °C jusqu’a poids constant. La mesure de la différence
de poids donne la teneur en eau de I'échantillon.

2.3. Teneur en protéines

La teneur en azote total, déterminée a partir de la pulpe fraiche (environ 1 g en matiére
séche) selon la méthode de Kjeldahl, est affectée d’un coefficient égal a 6,25 afin d’estimer
la teneur en protéines totales des échantillons.

La détermination des protéines solubles est effectuée, a partir de I'extrait enzymatique
dialysé suivi d’'une précipitation au TCA, selon la méthode de Lowry et al. (1951) modifiée
par Peterson (1983) avec la sérum albumine bovine comme standard.

2.4. Fractionnement des composés de la paroi

Le fractionnement des constituants pariétaux de la datte a été réalisé selon la méthode de
Van Soest (1963). Sur le méme échantillon, elle permet de doser :

Le NDF : (Neutral Detergent Fiber) ou paroi végétale totale. C’est le résultat
de I'hydrolyse de I'’échantillon en milieu neutre avec une solution détergente. Ce
résidu renferme encore, néanmoins, des matiéres azotées et des matiéres minérales
emprisonnées dans les parois.

L’ADF : (Acid Detergent Fiber). C’est le résultat de I'hydrolyse de I'échantillon ou du
résidu NDF, en milieu acide, en présence de cétyl-triméthyl-ammonium-bromide (CTAB).
Ce détergent solubilise le contenu cytoplasmique du végétal et les hémicelluloses. En régle
générale, ce résidu contient : |a totalité de la cellulose vraie, de la lignine en majeure partie,
une fraction variable des hémicelluloses, des substances pectiques et une fraction des
matieres minérales.

La lignine : estimée aprés destruction, par HpSO4 a72 %, de la cellulose vraie. Le résidu
appelé ADL (Acid Detergent Lignin) contient de la lignine et de la cutine.

L'ensemble de l'opération est représenté par la figure 2.1 et la composition des
solutions est

donnée dans le tableau 2.1.
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Creuset wide taré P
o

Prise d'essad B

Hydrolyse au détergent newtre 1 1 h
Filtration
Etuvage 4 103° C pendant 24 h

Régidu + crenset
Cellulose
Hémicelluloges P
Lignine
Cendres

Hydrolyse au détergent acide 1 1 h
Filtration
Etuvage 34 103° C pendant 24 h

Résidu + creuset
Cellulose
Lignine Fa
Cendres

Hydrolyse auHoS04 72% pendant 3 h
Filtration
Etuvage 34103° C pendant 24 h

Résidu + creusst
Ligtine Fs
Cendres

Passage au four pendant 5h 4550° C

Résidu + creuset Ps
- Cendres

Calculs (valeurs exprimées en % M3

F1-Fo Pa- Py
e NDF - . x 100 %o ADF - .. x 100 %9 Hémicelluloses = % MNDF - % ADF
E x L3 E x M3
P3- Py Pa-F3
0 Cellulose = ... x 100 %% Lignine = ... x100
E x M3 E xM3

Figure 2.1 : Evaluation des constituants de la paroi végétale (Van Soest, 1963)

2.5. Extraction et dosage des substances pectiques

Les substances pectiques sont extraites de maniére séquentielle a partir d’'un matériel
insoluble dans I'alcool (MIA).

2.5.1. Obtention du MIA

Les dattes décongelées et dénoyautées sont broyées pendant 2 a 3 min en présence de
cinq fois leur volume d’éthanol neutre a 96 % bouillant. Le broyat est ensuite filtré sur verre
fritté (n° 2) sous vide et rincé par I'éthanol a 80 % jusqu’a décoloration compléte du résidu.
Le MIA est alors séché a une température inférieure a 40 °C puis broyé finement.

2.5.2. Extractions fractionnées

2.5.2.1. Pectines solubles dans I'’eau (PSE)
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100 mg de MIA sont agités pendant 30 min avec 50 ml d’eau distillée a la température du
laboratoire, le surnageant est recueilli par centrifugation (5000 g) et filtration sur toile Nylon
trés fine. L'opération est répétée trois autres fois dans les mémes conditions.

2.5.2.2. Pectines solubles dans I'oxalate (PSO)

Le culot de I'extraction des PSE est traité a son tour par 50 ml d’'une solution d’oxalate
d’ammonium a 1p.100 (m / v) dans des conditions similaires.

2.5.2.3. Pectines solubles dans I’acide (PSH)

Le culot de I'extraction des PSO est repris par HCI M/20 et traité trois fois durant 30 min
au bain-marie bouillant sous reflux.

2.6. Dosage de I’acide galacturonique

Les acides uroniques sont mesurés par la méthode au métahydroxydiphényl (MHDP) de
Blumenkrantz et Asboe-Hansen (1973) avec I'acide galacturonique comme standard.

2.7. Dosage du méthanol et détermination du degré de méthylation

Le degré de méthylation (DM) des pectines en solution est déterminé aprés dosage
titrimétrique du méthanol libéré par saponification et détermination de la teneur en acide
galacturonique de I'échantillon.

2.8. Dosage des oses neutres

Les oses neutres sont mesurés par la méthode a I'orcinol sulfurique de Tollier et Robin
(1979) avec I'arabinose comme standard.

2.9. Extraction et caractérisation des enzymes
2.9.1. Les polygalacturonases

2.9.1.1. Extraction

L'extrait enzymatique brut est obtenu a partir de 6 dattes (environ 50 g de pulpe fraiche
selon les stades de maturation) décongelées et dénoyautées a une température de 4° C.

La pulpe est coupée en fragments puis broyée manuellement au mortier-pilon en
présence de 150 ml de NaCl a 4 %, contenant de la polyvinylpyrrrolidone (PVP) a raison de
0,5 % en masse relativement a celle du matériel végétal.

Le mélange est centrifugé a 12100 g pendant 20 min et le surnageant est conservé. Le
culot est traité a son tour avec 100 ml de NaCl a 4 %, contenant de la PVP a raison de 0,5
% puis centrifugé. Les surnageants combinés constituent I'extrait enzymatique brut qui est
dialysé a 0° C contre I'eau distillée pendant 18 h puis filtré sur papier Whatman n° 4.

La PVP est ajoutée pour prévenir la formation du complexe protéines- tannins ou autres
composés phénoliques (Hasegawa et al., 1969, Mustafa et al., 1986).

L'optimisation de I'extraction des PG n’a pas été suivie. Néanmoins, il est probable
que la technique d’extraction ne prenne pas en compte les variations de I'extractibilité des
enzymes avec le développement du fruit (Rhodes, 1980).

35



Composition biochimique de la datte (Deglet-nour)

36

2.9.1.2. Mesure des activités

Le mélange réactionnel, constitué de 5 ml d’extrait enzymatique dialysé, 2 ml de tampon
acétate 0,1 M, pH 5 contenant 1 % de pectine commerciale faiblement méthylée (DM 34
%) (Degussa) et 3 ml d’eau distillée est incubé a 30° C. Des prélévements de 1 ml toutes
les 10 min pendant 1 h sont effectués.

Pour I'essai a blanc, I'extrait enzymatique a été préalablement bouilli pendant 3 min.

Les groupes réducteurs sont dosés par la méthode a I'acide dinitrosalicylique (DNS)
(Highly, 1997) en utilisant I'acide galacturonique comme standard.

Une unité (Ul) PG est la quantité d’enzyme qui catalyse la libération d’'une pymole de
groupes réducteurs par min, dans la phase linéaire de la réaction, a une température de 30
°C, un pH égal a 5 et a une force ionique de 0,02 M.

2.9.1.3. Détermination de la nature des polygalacturonases

La méthode de Chan et Tam (1982) a été utilisée pour différencier 'endo-PG de I'exo-PG.
La vitesse de la diminution de la viscosité a été comparée a celle de I'apparition des groupes
réducteurs, dans les mémes conditions opératoires.

Ce ratio de comparaison est donné par la formule suivante :

1/ Min
E=
I
AVELD
Temps d écoulement de 'échantillon
Tsp = -1

Temps d écoulement de 'eau distillee

ol 0 T)sp 5t la wiscosité spécifigque.

L'essai viscosimétrique est réalisé selon la méthode préconisée par Owens et al. (1946)
en présence de NaCl (0,155 M) et de 'EDTA (0,005 M).

Les mesures de la viscosité sont réalisées a 'aide d’un viscosimétre capillaire de type
Ostwald, dans un bain thermostaté a 30° C. A partir d’'un volume total de 100 ml (50 ml
d’extrait enzymatique et 50 ml de solution a 0,5 % de pectine faiblement méthylée, DM 34
%), un prélévement de 10 ml est réalisé toutes les 10 min pendant 100 min, soit 9 ml pour
I'essai viscosimétrique et 1 ml pour I'essai des groupes réducteurs.

L’échantillon est constitué de I'extrait enzymatique, de la solution a 0,5 % de pectine
faiblement méthylée (DM 34 %) (9 ml) et du solvant (NaCl 0,155 M-EDTA 0,005 M)

(1 ml).
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Les temps d’écoulement de 'eau distillée (57,00 secondes), du substrat initial (88,65
secondes) et celui de chaque échantillon sont mesurés manuellement.

2.9.1.4. Conditions et effecteurs

L'effet de la température sur l'activité enzymatique est déterminé a partir de milieux
réactionnels incubés a des températures variant de 0 a 60 °C. Les solutions enzymatiques
sont, préalablement, préchauffées a la température considérée.

L’effet du pH est mis en évidence, a 30 °C, dans l'intervalle de pH 3 - 7, dans des milieux
réactionnels préparés selon la méthode préconisée par Benhura et Mavhudzi (1996).

L’effet du chlorure de calcium sur l'activité enzymatique est apprécié avec des solutions
aqueuses de concentrations croissantes de CaClo (0 a 400 mM) a la place de 'eau distillée.

2.9.2. Les pectineméthylestérases

2.9.2.1. Extraction

L’extrait enzymatique brut est obtenu a partir de 6 dattes (environ 50 g de pulpe fraiche selon
les stades de maturation) décongelées et dénoyautées. La pulpe est coupée en fragments
puis broyée manuellement au mortier-pilon en présence de 100 ml de NaCl 1,5 M, contenant
de la polyvinylpyrrrolidone (PVP) a raison de 0,5 % en masse relativement a celle du matériel
végétal.

Le mélange est homogénéisé dans un mixer pendant 5 min puis le pH est ajusté 7,5
avec NaOH 0 ,1 M. La suspension est mise a une température de 2° C pendant 1 h puis
centrifugée a 14000 g pendant 30 min et le surnageant constitue I'extrait enzymatique brut.
Ce dernier est filtré sur papier Whatman n° 2 et constitue I'extrait pour la détermination de
l'activité enzymatique (Al-Jasim et Al-Delaimy, 1972).

La PVP est ajoutée pour prévenir la formation du complexe protéines- tannins ou autres
composés phénoliques (Hasegawa ef al., 1969, Mustafa ef al., 1986)

2.9.2.2. Mesure des activités

Le mélange réactionnel, constitué de 20 ml de solution a 1 % de pectine commerciale
hautement méthylée (DM 65 %) (Degussa) est incubé a 30° C. Aprés I'ajout de 20 ml
d’extrait enzymatique, le pH est ajusté a 7,5 ; et dés qu’il décroit, un volume de NaOH 0,1 M,
déterminé toutes les 2 min pendant 20 min, est ajouté pour le ramener a sa valeur initiale.
La diminution du pH du milieu est due a I'apparition des groupements carboxyliques libérés
sous I'action de la PME, celle-ci est alors compensée par un apport de soude (Polacsek-
Racz et Pozsar-Hajnar, 1976).

Une unité (Ul) PME est la quantité d’enzyme qui libére un péquivalent de groupements
carboxyliques par min, a une température de 30 °C et a un pH égal a 7,5.

2.9.2.3. Conditions et effecteurs

La température optimale d’activité enzymatique est déterminée sur des milieux réactionnels,
incubés a des températures variant de 5 a 95 °C. Les solutions enzymatiques sont,
préalablement, préchauffées a la température considérée.

L’effet du pH est mis en évidence, a 30 °C, dans I'intervalle de pH 3-9, dans des milieux
réactionnels préparés selon la méthode préconisée par Fayyaz et al., (1995).

37



Composition biochimique de la datte (Deglet-nour)

L'effet des sels sur 'activité enzymatique est apprécié avec des solutions aqueuses de
concentrations croissantes de CaClo (0 a 500 mM) et de NaCl (0 a 600 mM) par I'ajout dans

la solution de pectine d’'une des concentrations de la gamme considérée.
2.9.3. Les cellulases

2.9.3.1. Extraction

L’extrait enzymatique brut est obtenu a partir de 6 dattes (environ 50 g de pulpe fraiche selon
les stades de maturation) décongelées et dénoyautées. La pulpe est coupée en fragments
puis broyée manuellement au mortier-pilon en présence de 100 ml de NaCl 4%, contenant
de la polyvinylpyrrrolidone (PVP) a raison de 1 % en masse relativement a celle du matériel
végétal.

Le mélange est homogénéisé dans un mixer pendant 2 min puis le pH est ajusté 7 avec
NaOH 0,1 M. La suspension est mise dans un bain de glace pendant 10 min puis centrifugée
a 20 000 g pendant 15 min. Le résidu est repris pour une deuxiéme extraction dans les
mémes conditions et les surnageants constituent I'extrait enzymatique brut. Ce dernier est
dialysé contre de I'eau distillée pendant 6 h. Cependant, sachant l'action jumelée de la
cellulase et des pectines, une précipitation de ces derniéres est préférable afin d’obtenir
et d’extraire le maximum de cellulases. Cette précipitation consiste a ajouter a la solution
obtenue aprés la premiére dialyse, une solution de CaCly qui a un réle compétitif vis a vis

. , ., . ++
des cellulases, les pectines étant attirées beaucoup plus par les ions Ca ~ que par les
cellulases.

Aprés addition de CaClg, le mélange est laissé au repos pendant 15 min ; un dépdt

de fibres forme au cours du temps un gel, ce sont les pectines. Néanmoins, ce temps
n’est pas suffisant ou pas assez pour faire précipiter toutes les pectines d’ou le recours a
une centrifugation qui permettra d’éliminer le maximum de ces substances. Une deuxiéme
dialyse pendant 6 h est effectuée afin que toutes ou le maximum de substances indésirables
soient éliminées. L'extrait enzymatique dialysé est utilisé pour la détermination de I'activité
enzymatique.

2.9.3.2. Mesure des activités

Le mélange réactionnel, constitué de 2 ml d'extrait enzymatique, de 7 ml de
carboxyméthylcellulose (Sigma) a 0,25 % et de 1 ml de tampon acétate pH 5, est incubé
a 30° C pendant 18 heures. L'activité des cellulases durant '’hydrolyse enzymatique de la
carboxyméthylcellulose est mesurée par viscosimétrie.

Une unité (Ul) cellulase est la quantité d’enzyme qui entraine la variation de la viscosité
d'une centpoise par heure, a une température de 30 °C et a un pH égal a 5.

2.9.3.3. Conditions et effecteurs

La température optimale d’activité enzymatique est déterminée sur des milieux réactionnels,
incubés a des températures variant de 30 a 60 °C. Les solutions enzymatiques sont,
préalablement, préchauffées a la température considérée. L'effet du pH est mis en évidence,
a 30 °C, dans l'intervalle de pH 2-7.

RESULTATS ET DISCUSSION
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3.1. Teneur en composés pariétaux totaux

La teneur en composés pariétaux totaux ou fibres totales de la datte Deglet-nourau stade
vert est répartie entre les hémicelluloses (55 %), la cellulose (22,5 %), les pectines (11,7
%) et la lignine (10,8 %) (tableau 2.2).

La teneur en hémicelluloses, au méme titre que la lignine, diminue au cours de
la maturation. La chute des hémicelluloses et de la lignine du stade | au stade Il est,
respectivement, de 26 % et 37 %, elle I'est davantage du stade Il au stade lll, soit 52 %
pour les hémicelluloses et 50 % pour la lignine puis elle se stabilise autour de 30 % pour
ces deux fractions au stade V.

Par contre, la teneur en cellulose diminue progressivement, soit de 13 % du stade | au
stade Il et 15 % du stade Il au stade Ill, mais avec une chute remarquable du stade Il au
stade 1V, soit 51 %.

La teneur en cellulose, soit 2,9 % au stade mdr, se situe dans l'intervalle rapporté par
Sawaya et al. (1983, a) et Othman (1995) (entre 2 et 4 %) mais demeure faible par rapport
aux teneurs mentionnées par Munier (1973) (7,22 %) pour la datte Deglet-nour.

L'évolution des pectines totales, exprimées en % MS, montre une diminution réguliére
(15 a 20 %) au cours des différents stades de développement, plus marquée du stade lll
au stade 1V, soit 32 % (cf.paragraphe 3.2).

En somme, les fibres totales de la datte diminuent de 78 % du stade vert au stade m(r.

Dans ce sens, El-Zoghbi (1994) rapporte une chute de 74 % pour une variété molle
égyptienne alors que Mustafa et al.(1986) situent cette diminution entre 53 et 73 % pour 3
variétés demi-molles soudanaises; la teneur en fibres totales de ces derniéres variétés se
situe entre 8,3 et 12,5 % MS.

A ce propos, Al-Shahib et Marshall (2002) ont déterminé la teneur en fibres totales,
par voie enzymatique, de 12 variétés de datte d'Arabie Saoudite, d'Egypte et d'lrak dont les
teneurs en eau fluctuent entre 10,6 et 17,5 %, donc des dattes séches. La teneur en fibres
totales varie entre 8,1 et 12,7 % MS.

Avec une teneur de 10,6 %, la datte Deglet-nour est riche en fibres totales comparée
aux dattes séches considérées comme une source de fibres. En effet, plus la teneur en
fibres est élevée et plus la datte est séche.

3.2. Détermination des substances pectiques

3.2.1. MIA

Le ramollissement des dattes est accompagné par une diminution rapide et importante de
la teneur en MIA puisqu’elle passe de 39,7 % en matiéres séches au stade | a 13,1 % au
stade Il (soit une chute de 67 %) (tableau 2.3) ; pour les stades suivants, la teneur tend
a étre constante.

El-Zoghbi (1994) attribue cette décroissance a la transformation de 'amidon en sucres
solubles et a la conversion des composés pariétaux de la datte (cellulose-lignine-pectines)
en composeés solubles dans l'alcool.

Ces résultats confirment ceux rapportés par Mustapha et al. (1986) et El-Zoghbi
(1994) pour la datte, Roe et Bruemmer (1981) et El-Zoghbi (1989) pour la mangue, El-
Zoghbi (1989) pour la goyave et Huber (1983) pour la fraise.
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3.2.2. Fractions pectiques

Les teneurs en pectines sontinférieures a 2,3 % du MIA ; ces teneurs sont faibles comparées
a celles de I'ananas (16,3 %), de la framboise (16,8 %), de la pomme (27,2 %), de la poire
(28,1 %), de la cerise (39,6 %) et de la fraise (41,1 %) (Voragen et al., 1983). Les pectines
totales (somme des pectines extraites a I'eau, a I'oxalate et a I'acide) augmentent de facon
remarquable (soit plus de 75 % par rapport a la MS), du stade | au stade Il de la maturation,
puis continuent a s’accroitre graduellement au cours des autres stades de développement
pour atteindre, au dernier stade de maturation, une teneur de 2,26 % du MIA, soit une valeur
2,6 fois supérieure a la teneur relevée au stade | (tableau 2.4).

La répartition des PSE, PSO et PSH change remarquablement en fonction du stade de
maturation. Les PSH sont trés majoritaires puisqu’elles représentent 93,1 % des pectines
totales. Au fur et a mesure de la maturation, la teneur en PSH diminue fortement puisqu’elles
ne représentent plus que 39,7 % des pectines totales au stade IV. En corollaire, les PSE et
PSO augmentent considérablement, les PSE représentent au stade 1V 24,8 % des pectines
totales et les PSO 38,5 %. Il faut noter que cette évolution est surtout marquée entre les
stades Il et lll pour les PSE. Les teneurs en pectines solubles (PSE + PSO) représentent
environ le double des pectines extraites a I'acide au stade mr (63,3 % contre 36,7 % des
pectines totales).

Il est connu que les fruits verts sont riches en pectines insolubles (protopectines)
alors que les fruits mars contiennent majoritairement des pectines solubles et que la
transformation des protopectines en pectines solubles est 'une des caractéristiques les plus
frappantes de la

Tableau 2.3 : Evolution du matériel insoluble a I'alcool (MIA) de la datte au cours de la maturation

Stades de maturation [ [l 11 v
Teneur en MS 18,4 56,6 71,3 75,6
MIA (% MF) 7,3 74 8,5 9,6
MIA (% MS) 39,7 13,1 11,9 12,7
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Stades de maturation I 11 11} IV

i IvILA) 0,01 0,0E 0,36 0,56

(¥ pectines totales) 1,1 5.2 21,2 248

PSE al & 50,1 429 46,1 446
Dzes nentres 124 205 21,4 241

Ivléthaniol 5.4 3 4.5 4.4

Diegré de méthylation (%) B3 i B A2

(e VLAY 0,05 0,28 037 027

(%% pectines totales) 5.8 183 21,8 38,5

P50 Fal & 455 42 5 40.0 419
Uses neutres 126 19 19,6 19,6

Ivléthannl 5 5,2 5.1 5,2

Degré de meéthylation (%) a5 24 54 a5

i IvILA ) 0,21 1,17 0,96 0,23

(% pectines totales) 93,1 Ta,5 6,8 36,7
PSH Cral & da,7 40,7 47,8 48 .4
iCges nentres 207 ] 20 19.1

Ivléthannl 5.1 5.3 5.3 a1

Degré de méthylation (%) 6 éll all] 58
(% IvIIA) 0,27 1,53 1,68 2,26

Pectines totales

% IVIS) 4.1 3.3 2.8 1,8

Tableau 2.4 : Fractions pectiques (% MIA et % pectines totales) et pectines totales
(% MIA et% MS) de la datte au cours de la maturation et teneurs en Gal A, en oses
neutres, en méthanol (% MS de la fraction) et degré de méthylation (%)maturation

(Ulrich, 1952 ; Al-Jasim et Al-Delaimy ,1972 ; Mustaphaet al., 1986 ; Bonnin et al.,

1997).

Les acides galacturoniques représentent 40 a 50% de tous les extraits pectiques ; on
ne note pas d’appauvrissement ou d’enrichissement en acide galacturonique en fonction
de la maturation. Cette teneur est inférieure a celle du raisin, de la betterave, de la carotte,
des pommes et des agrumes (de 53,3 a 79,2 %) ; comparable a celle du pois (46,9 %)
mais se retrouve supérieure a celle des poires (38 %) et la pomme de terre (35 %) (Ralet

et al., 2003).

Les teneurs en oses neutres des PSE augmentent au cours de la maturation alors
gu’elles sont stables pour les PSO et variables pour les PSH (cf.tableau 2.4).
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Pour les trois fractions pectiques, les valeurs moyennes se situent autour de 20 % ;
elles sont supérieures a celles de la cerise (Barbier, 1980), de la carotte (Massiot, 1988)
et de la pomme (Renard, 1989).

A priori, les pectines de la datte présentent une teneur élevée en oses neutres qui peut
s’expliquer par la faible teneur en Gal A. Par ailleurs, une dépolymérisation des pectines
par hydrolyse libére non seulement des maillons monoméres d’acide galacturonique mais
aussi, dans la plupart des cas, des sucres neutres tels que les pentoses et les hexoses en
quantités signifiantes (jusqu’a 12 % de la pectine initiale) (Barbier, 1980).

L'évolution des DM des différentes fractions pectiques est variable, I'effet de la
maturation n’est pas remarquable (cf.tableau 2.4).

Néanmoins, Boyce (1986) et Mustafa et al. (1986) affirment que les DE des pectines
totales de la plupart des fruits diminue avec la maturation.

Le DM moyen des pectines au cours de la maturation de la datte se situe a 60 %, valeur
nettement inférieure a celle de la pomme (81 %), de la fraise (80 %) et de I'oignon (78 %)
(Voragen et al., 1983); les pectines extraites sont hautement méthylées.

L’évolution de la teneur en méthanol des fractions pectiques de la datte au cours de
la maturation montre, a priori, une diminution pour les PSE (soit 5,4 % au stade vert et 4,4
% au stade mar) (cf.tableau 2.4). Cette teneur est relativement constante pour les autres
fractions pectiques (environ 5 %).

Par ailleurs, il est a noter que le comportement des substances pectiques au cours de
la maturation est, probablement, li¢ a une étape de la préparation des pectines. En effet,
durant leur conservation (durée variable), les pectines subissent des dépolymérisations et
des désesterifications (Doesburg, 1965 ; Padival et al., 1981); ces derniéres prédominent
a pH acide (1 a 3) et & une température inférieure a 10 °C (Thibault et Petit, 1979).

3.3. Les polygalacturonases

3.3.1. Evaluation de I'activité des polygalacturonases en relation avec les
teneurs en protéines totales et solubles

L'enrichissement de la pulpe en protéines totales est assez marqué durant les stades | et
II, il est suivi d’'une diminution a partir du stade Ill (tableau 2.5).

En effet, les protéines totales croissent remarquablement entre le stade | et Il (soit plus
de 100 %) puis décroissent au cours des derniers stades.

D’autre part, le tableau 2.5 montre que l'activit¢ PG croit continuellement avec la
maturation.

De l'état de traces au stade vert, I'activitt PG augmente considérablement pour
atteindre un optimum de 3,85 Ul /fruit au stade m({r ; cette augmentation correspond aussi
a 'augmentation des protéines solubles.

L'activité spécifique PG est cependant constante, environ 320-350 Ul /mg.

L’augmentation de I'activité PG peut étre due soit a la synthése de nouvelles protéines
durant la maturation soit a I'activation de protéines préexistantes. Il faut aussi prendre en
compte les variations de I'extractibilité des enzymes avec les changements structuraux
du tissu du fruit. Cette hypothése, émise par Rhodes (1980), est confortée par Tijskens
et al. (1998), qui indiquent que l'activité PG des péches, aprés récolte et stockage a
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des températures supérieures a 10 °C, augmente pendant une période donnée, selon un
meécanisme de turnover a partir d’'un précurseur inactif de cette enzyme.

L'hypothése de la synthése de nouvelles protéines spécifiques a été vérifiée par les
tests sérologiques ou I'immunodétection des protéines révéle 'augmentation des teneurs
en protéines enzymatiques spécifiques, notamment les PG, a la période de maturation et
entraine I'expression de nouveaux génes (Rhodes, 1980 ; Lazan et Ali, 1993, Del Cura
et al., 1996).

En effet, 'évaluation de la teneur en protéines totales et solubles durant les trois
premiers stades (cf. tableau 2.5) montre une synthése de nouvelles protéines spécifiques.

Il faut noter que I'activité des PG de la datte au stade mUr est faible comparée a celle
d’autres fruits tels que la tomate avec 30 Ul /g MF (Pressey, 1986), la mangue avec 20
Ul /g MF (Abu-Sarra et Abu-Goukh, 1992), la péche avec 4 a 6 Ul /g MF (Pressey et al.,
1971) , la cerise avec 0,32 Ul/ g MF (Diane et Carlos, 1994) et le kiwi avec 0,2 Ul/ g MF
(Teresa et McRae, 1992).

Tableau 2.5 : Evolution de I’activité PG et des protéines totales et solubles de la datte au cours de la
maturation

Stades de maturation I Il 1] v

Protéines totales (mg / fruit) 180 30 390 41 340 46 280 39
Protéines totales (mg /g MF)

Protéines solubles (mg / 0,001 0,00010,004 0,00040,009 0,00120,012 0,0017
fruit) Protéines solubles (mg /g

MF)

Activité PG (Ul / fruit) Activit¢ PG |0,350,05 1,340,14 2,940,40 3,850,53

(Ul'/ g MF)

3.3.2. Caractérisation des polygalacturonases

3.3.2.1. Nature des PG

Le mécanisme d’action des PG est identifié par la comparaison de la vitesse de réduction
de la viscosité avec la vitesse de libération des groupes réducteurs (figure 2.2).

Une baisse de viscosité spécifique du milieu réactionnel de 18 %, correspondant a un
pourcentage d’hydrolyse des pectines de 7 %, est relevée. Si I'on se situe dans la phase
linéaire de la réaction, on peut extrapoler que 50 % de chute de viscosité sera obtenue pour
une rupture de 20 %.

Chan et Tam (1982) et Baron et Thibault (1985) signalent qu’'une endo-PG abaisse
plus rapidement la viscosité qu’une exo-PG pour le méme nombre de liaisons rompues.
Une endo-PG baisse de moitié la viscosité pour moins de 5% de liaisons rompues, alors
gu’une exo-PG le fait pour un pourcentage de liaisons hydrolysées plus élevé (supérieur
a 20%) (Baron et Thibault, 1985).1l semble donc que les activités PG de la datte soient
plutot de type exo.

De plus, le ratio R (cf. matériels et méthodes) ne dépasse pas la valeur de 0,1, ce
qui indique la présence d’activités exo (Chan et Tam, 1982). L'ensemble de ces résultats
indique que les PG de la datte seraient de type exo-PG, mais la présence d’endo-PG ne
peut étre formellement exclue.
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3.3.2.2. Effet de la température

Les résultats (figure 2.3) indiquent que l'activité PG de la datte subsiste a une température
de 0°C.

Tijskenset al. (1999) notent que l'activité PG persiste durant le stockage des péches a
0°C alors que Hasegawaet al. (1969) préconisent une température inhibitrice de -20 °C.

L'activité PG croit progressivement pour atteindre un maximum de 0,124 Ul /ml a la
température optimale de 40 °C (& pH = 5). Au dela, I'activité diminue fortement jusqu’a
I'inactivation a 60 °C. Ce résultat n’est pas en accord avec celui de Hasegawa et al. (1969)
qui montrait une température optimum de 30 °C pour les PG de la datte de Californie.

3.3.2.3. Effet du pH

L'activité PG de la datte, nulle a pH 3, croit avec 'augmentation du pH (température =30 °C)
pour atteindre son maximum au pH égal a 5 (figure 2.4).

Au dela de ce pH, une diminution remarquable de I'activité est enregistrée. Hasegawa
et al. (1969), Mustafa et al. (1986) et ElI-Zoghbi (1994) ont rapporté la méme valeur pour
le pH optimal des PG de dattes. Cette valeur du pH est, selon Knee et al. (1991), le pH
optimal de la majorité des PG des fruits.

0,800 1 +22
O \'\'\A\R_
1,2
g a0 5
E‘ 0,300 167 E‘
S 0204 % E a
£ ] 1,3% §E
0,100 + 5 h
C
0,000 . - : 1,0
x} 0 L 1] a0} a 100
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& Vicombe spamfipue ® Gal b (pmole )

figure 2.2 : effet de l'activité PG sur viscosité et la libération des groupes réducteurs
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figure 2.3 : Effet de la température sur I'activité PG
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figure 2.4 : Effet du PH sur 'activité PG

3.3.2.4. Effet du CaClp

A de faibles concentrations, 'activité PG baisse puis est activée a partir d’'une concentration
de 50 mM. A de fortes concentrations, au-dela de 200 mM, I'activité est inférieure de moitié a

I'activité initiale mais reste stable ; ces résultats montrent que le Ca2+ peut en partie inhiber
les PG (figure 2.5).

Les ions Ca2+ peuvent affecter les protéines enzymatiques et/ou le substrat :
l'inactivation de 'enzyme aux fortes teneurs en sel peut étre due a un début de précipitation
du substrat a cause des fortes forces ioniques ou a un changement de sa conformation
(Thibault, 1980).
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Il faut signaler que, quel que soit le mécanisme d’inactivation, cette propriété est
exploitée dans le stockage. En effet, un traitement par les sels de calcium induit

'accumulation des ions Ca2+ au niveau de la lamelle moyenne (Burns et Pressey, 1987).
Il réduit les désordres physiologiques, prévient le ramollissement, améliore la fermeté et
réduit le développement de certaines maladies aprés récolte, en limitant I'hydrolyse des
pectines par les PG (Buescher et al., 1981 ; Lin Tang et McFeeters, 1983 ; Brady et al.,
1985 ; Burns et Pressey, 1987 ; Miller et al., 1987 ; Droby et al., 1997).

3.4. les espectineméthylestérases

3.4.1. Evaluation de I'activité des pectineméthylestérases au cours de la
maturation en relation avec les teneurs en pectines totales et solubles

L’étude de l'activité PME au cours des différents stades de maturation montre une nette
évolution du stade vert au stade mdr ; en effet, elle passe de 0,22 Ul /datte au stade vert
a 4,22 Ul /datte au stade mdr.

Dans ce sens, Al-Jasim et Al-Delaimi (1972) et Mustafa ef al. (1986) rapportent que
l'activitt PME augmente, au cours de la maturation, pour des dattes irakiennes (Zahdi,
Khadrawi, Khastawi et Berbin) et soudanaises (Jawa, Bentamoda et Mishrig) alors que El-
Zoghbi (1994) fait le méme constat pour une datte égyptienne (Hayani) mais reléve que
cette activité décroit au cours de la maturation pour la mangue, la goyave et la fraise.

L’augmentation de I'activité PME est accompagnée par une diminution de la teneur en
pectines totales (exprimées en % MS) au cours de la maturation et par une augmentation
de la teneur en PSE du stade | au stade IV (figure 2.6) tels que déja indiqués pour l'activité
PG (cf.tableau 2.4).
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Figure 2.6: Evolution de I'activité PME en fonction des
teneurs en pectines totales et solubles au cours de la maturation

Ces résultats confirment ceux rapportés par Al-Jasim et Al-Delaimi (1972), Mustafa
etal. (1986) et ElI-Zoghbi (1994). Ce dernier auteur associe a cet accroissement de l'activité
PME, une diminution du DE des pectines; ce qui n'a pas été relevé dans cette étude (cf.
paragraphe 3.2.2) dont le résultat est conforté par ceux de Mustafa et al. (1986) (cf.

paragraphe 3.6).
3.4.2. Caractérisation des pectineméthylestérases

3.4.2.1. Effet du pH

L’activité enzymatique croit a partir d'un pH du milieu réactionnel égal a 7, passe par un pH
optimum de 7,4 puis décroit aux pH alcalins pour s’annuler a un pH égal a 10 (figure 2.7).

Ce résultat concorde avec celui rapporté par Rexova-Benkova et Marcovic (1976) qui
indiquent que I'optimum d’activité des PME d’origine végétale est compris entre 7 et 9.

Aux pH acides (1-6), aucune activité n’a été décelée bien que la PME-TS de I'orange

conserve 3,3% de son activité a un pH de 3,5 (Cameron et Grohmann, 1996) et que
celle de la mandarine débute a partir d’'un pH de 4,5 (Rillo et al., 1992) alors que la PME-
TL est trés sensible aux pH extrémes ( 2-12 ) (Wicker, 1996).

3.4.2.2. Effet de la température
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L'activité enzymatique croit en fonction de la température pour atteindre une activité
maximale se situant a 50 °C (figure 2.8).

Cette valeur se rapproche de celle trouvée par Mc Donald et al. (1993) pour les PME
de I'écorce de citron et des pommes.

Au dela de 50 °C, l'activité PME décroit rapidement pour s’annuler a une température
de 95 °C suite a la dénaturation thermique.

Dans ce sens, Alonso et al. (1997) ont démontré que la PME-TS et la PME-TL sont
complétement inactivées a 90 °C.

3.4.2. 3. Effet du NaCl

L’addition de NaCl au substrat entraine une augmentation de I'activitt PME dont le
maximum se situe a une concentration de 300 mM, soit une augmentation de 78 % par
rapport a I'activité initiale (figure 2.9).

En revanche, des concentrations supérieures a 300 mM entrainent une diminution de
I'activité sans qu’une inhibition compléte n’ait été relevée.

Dans ce sens, Mc Donald et al. (1994) rapportent un optimum d’activité des PME de
I'écorce de citron @ 300 mM pour un DE de 61 %.
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Figure 2.7: Effet du pH sur 'activité PME
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Figure 2.9 : Effet de la concentration en NaCl sur l'activité PME

Une observation similaire a été effectuée par Alonso et al. (1997) qui signalent qu'au

dela de la concentration optimale, I'activité enzymatique décroit sans étre complétement
inhibée.

3.4.2.4. Effet du CaCly

L’étude de l'influence de la concentration en CaCly sur I'activité PME montre que I'activité

maximale se situe a une concentration égale a 300 mM au dessus de laquelle une diminution
de l'activité est relevée sans pour autant atteindre une inhibition totale (figure 2.10).
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Alonso et al. (1997) ont montré que la PME-TS et la PME-TL ont une activité optimale
a une concentration donnée en CaCly mais, au dela de celle-ci, elles sont complétement

inhibées. Ce qui n'est pas le cas des PME des dattes étudiées ol méme a une concentration
en CaClp de 600 mM, aucune inhibition n'est relevée.

Cette différence peut s’expliquer, a priori, par I'existence d'un isoforme de la
PME n’ayant pas les mémes caractéristiques que celles présentes dans d’autres fruits
appartenant a des familles botaniques éloignées.

La littérature rapporte, dans le cas de PME d'autres fruits, des activités pour des
concentrations optimales en CaCly relativement plus faibles, soit 70 mM pour la PME du

pamplemousse (Snir et al., 1995) et entre 60 et 70 mM pour la PME de la plaquemine
(Alonso et al., 1997).

3.5. Les cellulases

3.5.1. Evaluation de l'activité des cellulases au cours de la maturation

L'activité des cellulases, absente au stade vert, augmente rapidement du stade Il au stade
[l (plus de 300 %) et du stade lll au stade IV (environ 300 %) (figure 2.11).

Cette augmentation d'activité dans les derniers stades de développement, au niveau
d'une datte, est matérialisée par une chute de la teneur en cellulose de plus de 50 % du
stade Il au stade IV.

Dans ce sens, la littérature rapporte que les dattes madres possédent une activité
considérable alors que celles immatures ne manifestent que peu ou méme aucune activité.

El-Zoghbi (1994) rapporte des activités cellulase, pour la variété molle Hayani

(Egypte), cinqg fois plus élevées que celles relevées pour la datte Deglet-nour étudiée
pour une teneur en cellulose deux fois moindre. Ce qui n'est pas le cas pour la variété demi-
molle Bentamoda (Soudan) (Mustafa et al., 1986) dont les activités sont du méme ordre de

120
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Figure 2.10: Effet de la concentration en CaCl2 sur l'activité PME
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Figure 2.11: Evolution de I'activité cellulase en fonction
de la teneur en cellulose de la datte au cours de la maturation

grandeur que celles de la datte Deglet-nour étudiée pour des teneurs en cellulose
équivalentes.

Ces auteurs attribuent cette absence de corrélation entre les quantités de cellulose,
dans le fruit au cours de la maturation, et l'activité des cellulases plus a la méthode
d'évaluation des fibres qu'au rbéle de ces enzymes dans le processus de maturation. En effet,
la méthode de Van Soest, initialement développée pour la quantification des fibres dans les
régimes pour ruminants est actuellement utilisée pour un grand nombre d'aliments destinés
al'homme. Bien qu'elle soit rapide et facile a mettre en ceuvre, elle permet le fractionnement
des biopolymeéres sur la base de leur solubilité ; pour cela, l'interprétation des résultats est a
considérer avec précaution. Il s'avére difficile de définir les fractions de lignine, de cellulose
et d'hémicellulose dans le sens ou elles peuvent évoluer biologiquement ou chimiquement
dans les différentes parties des plantes. Dans ce sens, les termes" lignine", "cellulose" et
"hémicellulose" dans le contexte de la méthode de Van Soest peuvent étre utilisés dans un
sens général et ne peuvent étre pris en compte de fagon stricte et définitive.

3.5.2. Caractérisation des cellulases

3.5.2.1. Effet du temps

La figure 2.12 montre que la courbe de la variation de l'inverse de la viscosité spécifique
(1/ngp) en fonction du temps a une allure croissante.

Cette croissance, similaire a celles rapportées par Hasegawa et Smolensky (1971)
et Awad et Young (1979), est le résultat de I'adaptation des cellulases au substrat dont la
dégradation entraine la chute de la viscosité spécifique.

3.5.2.2. Effet du pH
Le pH optimal d'activité des cellulases de la datte est de 5 (figure 2.13).
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Sanchez et al. (1998) situent I'optimum des activités cellulosiques dans l'intervalle de
pH 5-6 alors que Hasegawa et Smolensky (1971) et Awad et Young (1979) indiquent que
les cellulases de la datte ont une activité optimale a pH 5.

3.5.2.3. Effet de la température

Les cellulases de la datte sont relativement stables a certaines températures (entre 30
et 50 ° C) (figure 2.14).

Au-dela de 50 °C, une nette variation est notée ; ce qui montre que les cellulases sont

inhibées par les traitements thermiques élevés. Dans ce sens, Hasegawa et Smolensky
(1971), Hinton et Pressey (1974), Pesiset al. (1978) et Sanchezet al.(1998) rapportent que
des températures de I'ordre de 50 a 60 °C affectent I'activité enzymatique qui se trouve
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Figure 2.12: Evolution de I'activité cellulase en fonction du temps
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Figure 2.14 : Evolution de l'activité cellulase en
fonction de la température réduite a 96 % a 80 °C.

3.6. Relation entre les cellulases, les polygalacturonases et les
pectineméthylestérases

Les cellulases, les polygalacturonases et les pectineméthylestérases jouent un role
important dans le processus de maturation de la datte (Hasegawa et al., 1969; Hasegawa
et Smolensky, 1971)

Rouau (1982) signale que les pectines associées aux celluloses et aux hémicelluloses
des parois cellulaires interviennent pour une grande part dans la texture des fruits alors que
Knee (1978) rapporte que la solubilisation partielle ou la modification des matiéres pectiques
de la datte au stade vert (exclusivement sous forme de protopectines), en pectines solubles
a I'eau, provoque un ramollissement des fruits lors de la maturation.

Bien que les raisons du changement de la fraction pectique observée au cours
de la maturation du fruit ne soient pas bien élucidées, il est important de préciser
que la plupart des fruits possédent des systémes enzymatiques capables de dégrader
les pectines isolées a savoir les endopolygalacturonases et les pectineméthylestérases,
et, dans quelques cas, des exopolygalacturonases sont détectées. Pendant longtemps,
la simultanéité de [I'apparition des pectines solubles et de [l'accumulation des
polygalacturonases a suggéré une relation de cause a effet, le ramollissement étant controlé
par 'accumulation des hydrolases et la dégradation des polysaccharides (Bartley et Knee,
1982 ; Fischer et Bennet, 1991).
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En effet, il a été rapporté que l'action combinée des PG et des PME aboutit a la
dégradation des polysaccharides et cause la séparation des cellules.

Dans ce sens, il apparait, a priori, que 'action des PME précéde celle des PG. En
effet, les activités comparées des PG et des PME (exprimées en Ul /datte) montrent une
augmentation des activités des deux types d'enzyme a partir du stade | avec une activité des
PME deux fois plus grande. Ensuite, elles établissent une relation synergique du deuxiéme
au quatrieme stade de maturation, ce qui laisse supposer que c’est I'action simultanéede
ces deux enzymes qui est a l'origine du processus complexe de la maturation des dattes.

Néanmoins, les cellulases et les polygalacturonases, absentes ou a un niveau d'activité
faible au stade vert, progressent significativement dans les derniers stades de maturation
et surtout de maniére conséquente au stade Routab. Mustafa et al. (1986) et El-Zoghbi
(1994), apres avoir constaté une évolution similaire, ont montré que ces activités élevées
précédent immédiatement le ramollissement des dattes. Knee et al.(1991) ont fait le méme
constat pour plusieurs autres fruits.

Par ailleurs, le DE des pectines de la plupart des fruits décroit au cours de la maturation
(EI-Zoghbi, 1994) alors qu'aucune évolution n'est relevée pour les pectines de la datte
Deglet-nour étudiée (cf. tableau 2.4) ; ceci confirme les résultats obtenus par Mustafa et
al. (1986) sur des variétés soudanaises (Jawa, Bentamoda et Mishrig).

Dans ce sens, il est suggéré que les PME jouent un rble réduit dans le processus de
ramollissement de la datte comparée a d'autres fruits.

Toutefois, les travaux de Ketsa et Daengkanit (1999) montrent que le
ramollissement des fruits nécessite I'action intégrée de plusieurs enzymes telles que les
polygalacturonases, les pectineméthylestérases, les cellulases et les galactosidases.

Pour d’autres fruits, il a été supposé que la dissolution de la lamelle moyenne et la
désintégration des parois cellulaires, phénoméne confirmé par I'étude histologique, était a
I'origine du ramollissement (Knee et al., 1991).

Les activités PG, PME et cellulase chez la datte sont relativement faibles comparées
a celles d’autres fruits ; I'activité PG optimale est relevée a une température de 40 °C, un
pH égal a 5 et une inhibition par le CaCly, celle des PME a une température de 50 °C, un

pH égal & 7,4 et aucune inhibition par le CaCly et celle des cellulases a une température
de 50 °C et un pH égal a 5.

Il faut noter que le facteur thermique est exploité dans le stockage. En effet, le
stockage a basse température retarde le ramollissement en inhibant l'activité PG des
fruits. Cette activité augmente lors de I'exposition des fruits a la température ambiante ou
une augmentation de la solubilisation des pectines est notée. D’autre part, un traitement
thermique réduit I'activité des PG et induit une inhibition de la synthése de nouvelles
protéines des PG (Ketsa et al., 1998 ).

CHAPITRE Il : LES PROTEINES ET LES LIPIDES

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES
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La littérature rapporte que la datte ne renferme qu'une faible quantité de protéines (Dowson
et Aten, 1963 ; Barreveld, 1993). Le taux differe selon les variétés et surtout selon les
stades de maturité ; il est de I'ordre de 1 a 3 % du poids de la pulpe a I'état frais (tableau 2.6).

Lors de I'extraction du sucre des dattes, les protéines peuvent créer un trouble dans le
jus et doivent étre éliminées. Les protéines jouent, également, un réle dans le brunissement
non enzymatique (réaction de Maillard) et dans la précipitation des tannins pendant la
maturation.

Aussi, les tanins agissent avec les protéines par la formation de liaisons covalentes qui
donnent des complexes difficiles a hydrolyser par les protéases.

1.2. Les lipides et la lipoxygénase

1.2.1. Généralités

La datte mdre ne contient que peu de lipides, quelle que soit la variété considérée. Cette
teneur varie entre 0,1 et 1,14 p.100 (Wate et Merill, 1963 ; Salem et Hegazi, 1971 ; Sawaya
et al., 1983, b; Souci et al.,1994; Al-Farsi et al., 2005).

2,5 a 7,4 p.100 des lipides de la datte sont des cires concentrées au niveau de
I'épiderme dont le réle a une importance plus physiologique dans la protection du fruit que
contribuant a la valeur nutritive de la chair de la datte (0,1-0,4%) (Barreveld, 1993).

Généralement, chez tous les végétaux et, particulierement, les fruits, I'analyse de la
composition en acides gras (AG) fait ressortir la prédominance trés marquée des acides en
C16 et Cqg mais aussi celle du groupe des polyinsaturés de ces derniers (C18: 2, C18:

3) (Mazliak, 1974) (tableau 2.7).
Les acides palmitique, caprique et caprylique ont été identifiés comme étant les acides

gras libres principaux de la pulpe de la datte suivis par les acides linoléique, laurique,
pelargonique, myristique et un certain nombre d'autres acides gras (Kikuchi et Miki, 1974).

Entre la récolte et la consommation de la datte se passe une période plus ou
moins longue pendant laquelle les processus enzymatiques internes et les manipulations
extérieurs

Tableau 2.6 : Teneur en protéines de quelques dattes séches (% MS)

Protéines Variétés Pays Références

1,80 1,93 1,92 Fard Khasab Khalas Oman El-Farsi et al., 2005

2,31 2,38 2,06 Barakawi Gundela TamodaSoudan Nour et Magboul, 1985

3,13,6 Ruzeiz Sifri Arabie Sawaya et al., 1983, b
Saoudite

3,31 Baladi Egypte Salem et Hegazi, 1971

2,131,88 2,13 Hallawi Khadrawi Sayir | Irak Al-Rawi et al., 1967
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L L Exemples de planies
Ahréviation Nom sysématique | Nomcommun | ,oienantdes Lipides i des
proportions élevées en AG
1) AG saturés
Cpp: O Diécanoiygue Caprigue Palreier
Cpa: 0 Dodécanoiue Lanrgue
Cpy: 0 Tetradécanaiygue Lilymsticue Cépres
Ci: 0 Hezad écana e Palreiticgue Palrnier
Tz 0 Detadéeanoigue Stéarigue
o O Hezacosanoigue Cérotigue
Log: O Octacosanoiue Ivlontanigue Porames, raising. .
Csp: O Tracontanoigue Llehssigue
2) AG insaturés
e 1A% Hexadecenoigue | Palmitaléique Palruer
g laf Oiectadecenaioue Cléinue
Cg ;20812 Dictadecadieno iyue Linoléigue } Dlrve, awocat, listre
s A8 121 Dictadectenoiygue o-Linoléigue
HH cides : .
Luride 10, 16 - dikyrdrony - hexade}:gﬁmxﬁue es acices sond présents dars
: . A cutine épiderraigue de
Leide 10, 18 — dibyrdrocny — octadécanoigue Fruit {exerople - cutine des
bicide 9, 10,18 - tribordroy- octadécannigue P
Lride 18 — hydroooy — octadedue — @ enoigque potnes).

Tableau 2.7 : Les principaux acides gras dans les fruits (Mazliak, 1974)

sont les causes de multiples réactions dont le résultat sur le plan organoleptique est
une modification de la texture, de la couleur, du godt et des arébmes.

A cet effet, la lipoxygénase fait partie du systéme enzymatique de dégradation.
Présente dans différentes variétés de plantes, elle est une des enzymes les plus oxydatives
ayant comme substrat les acides gras essentiels.

1.2.2. La lipoxygénase

La lipoxygénase ou linoléate-oxygéne oxydo-réductase (E.C.1.13.11.12) est une enzyme
qui contient un atome de fer non héminique par molécule. Elle provoque exclusivement
I'oxydation par I'oxygéne moléculaire des acides gras polyinsaturés possédant un systéme
de double liaisons conjuguées cis-cis, 1-4 pentadiene (essentiellement les acides gras :
linoléique et linolénique chez les végétaux et I'acide arachidonique chez les animaux)
et génére des hydroperoxydes diériques conjugués. Par leurs altérations, ces derniers
provoquent la formation de composés carboxylés responsables de I'odeur de rance dans
les aliments ainsi que du changement de couleur indésirable par oxydation des pigments
caroténoides (Reynolds et Klein, 1982 ; Marczy et al., 1995; Larreta-Garde , 1995; Lopez-
Nicolas et al.,1997).

Par ailleurs, différentes isoenzymes ont été décrites chez les plantes notamment chez
le soja ou en dehors du LOX1 (seule lipoxygénase commerciale), les isoenzymes LOX2
et LOX3 ont été détectées. Seulement, la part de responsabilité de chacune dans le
développement de la flaveur n’est pas bien définie (Matoba et al., 1985).
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La lipoxygénase joue un role important dans le métabolisme des AGPI des animaux
et des plantes ; bien qu'il soit moins clair pour ces dernieres. Néanmoins, elle est postulée
pour son implication dans la maturation et la sénescence en stimulant la production des
radicaux libres intercellulaires qui provoquent la détérioration membranaire (Hildbrand et
Hymourtz, 1981).

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour), décrite précédemment, a été utilisée.

2.2. Teneur en protéines

La teneur en azote total, déterminée a partir de la pulpe fraiche (environ 1 g en matiére
séche) selon la méthode de Kjeldahl, est affectée d’un coefficient égal a 6,25 afin d’estimer
la teneur en protéines totales des échantillons.

2.3. Détermination des lipides totaux

Des dattes (environ 20 g de pulpe fraiche selon les stades de maturation) décongelées
et dénoyautéespuis coupées en fragments et broyées finement sont introduites dans un
appareil de type Soxhlet. La matiere grasse est épuisée avec de I'éther diethylique pendant 3
heures puis récupérée aprés évaporation du solvant. Les lipides totaux, exprimés en g/100g
de produit sec, sont déterminés par gravimétrie.

2.4. Détermination des acides gras

Les lipides totaux récupérés subissent une méthylation par 0,5 ml de méthanol sulfurique a
0,5 %. Les tubes sont scellés puis placés dans une étuve a 130 °C pendant 3 heures.

Le dosage des esters méthyliques ainsi formés se fait a I'aide d’'un chromatographe en
phase gaz (Fisons Instruments, série G.C 9000), équipé d’une colonne capillaire DB-23 (50

% cyanopropyle), 30 m x 0,25 mm. Le gaz vecteur est de I'azote (2m|.min"I )- L'injecteur est
maintenu a 240 °C. La température du four est programmée de 80 °C a 220 °C a raison de

5°C min '1. Le détecteur FID est maintenu a 250 °C.

2.5. Extraction et caractérisation de la lipoxygénase

2.5.1. Choix de la méthode

La méthode de dosage des doubles liaisons conjuguées est une technique utilisable pour
de nombreux produits et trouve un intérét particulier pour ceux qui présentent une activité
lipoxygénasique faible avec une évolution précise, une reproductibilité acceptable et un
gain considérable de temps. En plus, elle présente I'avantage de I'absence d’inhibiteurs ou
d’'impuretés toxiques dans le mélange réactionnel (Varoquaux et al., 1973). Dans la plupart
des cas, les réactions sont étudiées dans un milieu aqueux modéle dilué. Dés lors, il faut se
garder, a priori, d’extrapoler directement les valeurs données dans la littérature aux milieux
semi-rigides relativement peu hydratés (diffusion de I'oxygéne, contact enzyme-substrat)
(Nicolas et Drapron, 1981).
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2.5.2. Principe

La lipoxygénase catalyse I'oxydation des acides gras comportant deux doubles liaisons cis-
cis non conjuguées. Le produit de la réaction est un hydroperoxyde a doubles liaisons cis-
trans conjuguées qui présentent un maximum d’absorption a 234 nm. L’activité de I'enzyme
est déterminée a l'aide de 'enregistrement de la densité optique du milieu réactionnel en
fonction du temps.

2.5.3. Extraction

Dans une enceinte a une température ne dépassant pas 5 °C, 30 g de dattes décongelées
et dénoyautées sont trés finement broyées, dans un mixeur, en présence de 48 ml d’eau
distillée. Le broyage est effectué rapidement a I'abri de I'air. L'échantillon est filtré sur coton
de verre et centrifugé a 6000 tr/min pendant 30 min. Le surnageant représente I'extrait
enzymatique brut (Varoquaux et al., 1973).

La préparation du substrat est réalisée selon la méthode de Chang et al. (1971)
améliorée par Bonnet et Crouzet (1977).

Le substrat est constitué de 10 pl d’acide linoléique pur a 95 %, 4 ml d’eau distillée, 1
ml de NaOH 0,1M et 5 ul de Tween 20 (polyoxyéthyléne monolaurate de sorbitol) qui est un
agent tensioactif qui permet d’avoir une solution optiquement limpide et un substrat dispersé
de facon homogéne (Surrey, 1964).

Le mélange est fortement agité, dilué a 25 ml avec de I'eau distillée puis conservé a
I'abri de I'air.

2.5.4. Mesure des activités

Le mélange réactionnel est constitué de 2,7 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M, pH
6,5, 0,3 ml de substrat et 40 ul d’extrait enzymatique brut dans une cellule de quartz de 1 cm.

Aprés une incubation de 10 min a 37 °C, la réaction commence avec 'addition de
'enzyme au temps zéro. La mesure de l'activité consiste a enregistrer I'augmentation
de I'absorbance a 234 nm. Des essais a blanc sont effectués en paralléle pour évaluer
'autooxydation du substrat.

Une unité lipoxygénasique (UL) est la quantité d'enzyme qui produit 'oxydation d’une
pmole d'acide linoléique par min provoquant une augmentation de I'absorbance de 0,1 (a
234 nm) par min, a pH 6,5 et a une température de 37 ° C.

Les résultats obtenus peuvent étre aussi exprimés par rapport aux produits primaires
de l'oxydation par la lipoxygénase, les hydroperoxydes ou LOOH. Les absorbances sont
converties en concentrations d’'LOOH qui sont déterminées en utilisant le coefficient
d’extinction moléculaire (¢M) et en appliquant I'équation suivante (Wolff, 1968):

eM=A/Cxl
avec:

1 1

eM = 28.103 cm ' .M ' (Privett etal., 1955)
A : absorbance a 234 nm

| : épaisseur de I'échantillon (cm)

C : concentration en hydroperoxydes (g /ml)

2.6. Estimation de I'altération des dattes aprés stockage
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2.6.1. Dosage des composés secondaires

L’extrait enzymatique brut, préparé selon la méthode de Varoquaux et al. (1973), est mis en
solution dans le cyclohexane (a 0,1 %) puis la lecture des extinctions a 270 nm est faite avec
le cyclohexane pour spectrophotométrie comme référence. En effet, 2270 nm, ce sont les
produits de la décomposition des hydroperoxydes et des épiperoxydes diénes conjuguées
qui absorbent.

Cette méthode renseigne sur le degré d’oxydation basé sur le pouvoir que possédent
certaines substances d’absorber de I'énergie lumineuse a 270 nm dans un solvant inerte
du point de vue spectrophotométrique.

2.6.2. Dosage des composés carbonylés

La méthode est similaire a celle utilisée pour la mesure de | ‘activité lipoxygénasique
(Varoquaux et al., 1973 ; Bonnet et Crouzet, 1977) mais a une absorbance a 285 nm.

En effet, se basant sur le fait que les produits secondaires de la réaction
lipoxygénasique sont optiquement actifs, les composés carbonylés (issus de I'action de la
lipoxygénase) sont dosés par spectrophotométrie UV a 285 nm (Garssen et al., 1971).

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Les protéines

Une diminution progressive des teneurs en protéines,exprimées en % MS, au cours de la
maturation du fruit est relevée (tableau 2.8).

Cette teneur continue a chuter a la surmaturation (résultat non présenté) d’ou l'intérét
de respecter la période de maturation et la date de récolte afin de préserver la qualité
nutritionnelle de la datte. Il est a noter que la teneur en protéines totales, au stade mdr,
reste inférieure a celles trouvées pour des dattes seéches par Al-Rawi et al. (1967), Salem
et Hegazi (1971), Sawaya et al. (1983, b), Nour et Magboul (1985), Souci ef al. (1994)
et Al-Farsi et al. (2005) (cf. tableau 2.6).En revanche, les protéines solubles croissent
continuellement en fonction de la maturation pour atteindre, au stade mar, une teneur 12
fois supérieure a celle du stade vert (cf. tableau 2.5).

A titre comparatif, la teneur en protéines des pommes, des poires, des figues, des
abricots, des cerises et des prunes varie entre 0,5 % et 1,5 % MS (Ulrich, 1952). Ainsi, les
péricarpes des fruits sont, d'une maniére générale, pauvres en protéines.

Ces résultats montrent que la datte est le siege d’'une accumulation des substances
azotées durant les stades | et Il, qui s’illustre par une protéogénése active. Au stade I,
la dégénérescence débute, ce qui confirme que la maturation est la premiére phase de la
sénescence. La maturation est un événement programmé entrainant I'expression régulée
de génes spécifiques (Rhodes, 1980 ; Grierson, 1987 ; Heller et al., 1995 ; Pech et al.,
1998 ; Brownleader et al., 1999).

3.2. Les lipides et la lipoxygénase

3.2.1. Evolution des lipides totaux et des acides gras totaux au cours de la
maturation
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Le taux de lipides régresse rapidement du stade | au stade |l (soit une chute d'environ 50 %)
puis du stade Il au stade Ill (soit une chute d'environ 40 %) et maintient un niveau presque
constant jusqu'au stade IV (tableau 2.9).

La teneur en lipides de la datte mdre, soit 1,21 % MS, se situe dans l'intervalle rapporté
par la littérature (Salem et Hegazi, 1971 ; Souci et al., 1994; Al-Farsi et al., 2005) bien que
Sawaya et al. (1983, b) rapportent des teneurs beaucoup plus faibles (de 0,7 a 0,1 %) au
cours de la maturation de trois variétés de dattes saoudiennes (Barni, Ruzeiz et Sifri).

Les teneurs en acides gras (AG) totaux, exprimés en % MS, de la datte au cours de la
maturation sont donnés dans le tableau 2.9.

Le chromatogramme des acides gras totaux de la datte Deglet-nour révéle la présence
de 6 acides gras principaux : myristique, palmitique, stéarique, oléique, linoléique et
linolénique.

Sur le plan quantitatif, les lipides totaux de la datte au stade mdr se caractérisent par
une prédominance du Cqg et des C1g, présents a raison de 8 % et 34 %, respectivement,

des lipides totaux dont 24 % d'acides gras polyinsaturés (AGPI); ce sont les AG majoritaires
de tous les fruits (Mazliak, 1974) mais dont le taux dans la datte demeure faible comparé
aux autres végétaux.

L’évolution des acides gras au cours de la maturation est presque similaire. Une
diminution de I'ordre de 50 % est relevée du stade | au stade Il pour tous les AG puis elle se
stabilise. Elle est plus marquée pour les acides palmitique, oléique et linoléique, du stade Il
au stade Il ; alors que pour I'acide linolénique, elle n'est effective qu'au stade IV.

En effet, il est connu que les AGPI interviennent dans des réactions d’oxydo-réduction
qui engendrent une diminution de la qualité nutritionnelle.

D’aprés Labuza et Bolin (1972), les vitesses d’oxydation des lipides les plus faibles
sont observées lorsque I'eau ne forme qu’une monocouche sur les sites de fixation, c’est a
dire pour des activités d’eau comprises entre 0,2 et 0,3. La vitesse croit rapidement pour des
activités proches de zéro. Dans ce sens, il faut noter que la datte Deglet-nour a tendance
a perdre beaucoup d’eau au cours de la maturation (une chute moyenne de I'humidité de
66 %).

Drapron et b eaux (1969) et Vivas et al. (1995) rapportent que la plus grande partie

de I'oxygéne est utilisée pour 'oxydation des deux acides gras linoléique et linolénique en
hydropéroxydes (sous forme libre ou de monoglycérides).

Seulement, dans le cas de la datte, il faut prendre en considération le cas des
polyphénoloxydases, catalyseurs de l'oxydation des phénols qui, par leurs propriétés
antioxygeénes, exercent un effet inhibiteur sur la lipoxygénase (Nicolas et Drapron, 1977)
et rentrent en compétition avec cette derniére pour l'utilisation de 'O».

3.2.2. Evolution des lipides totaux et des acides gras totaux au cours du
stockage

La teneur en lipides totaux de la datte témoin, soit 1,21 % MS, passe a 0,49 % pour la datte
réfrigérée (5 +1 °C) et a 0,19 % pour celle stockée a la température ambiante (25 £ 5 °C).
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Une baisse remarquable de la teneur en lipides totaux est relevée pour les dattes
stockées pendant 6 mois. Cette baisse est relativement moins importante dans le cas des
dattes réfrigérées (soit moins 59,5 %) que dans celui des dattes stockées a la température
ambiante (soit moins 84,3 %). Ceci peut étre attribué aux vertus du froid qui réduit I'activité
métabolique et entraine une rigidification des lipides membranaires.

Cependant, malgré ces teneurs faibles, la qualité de la datte peut étre affectée par un
rancissement lipidique. En effet, ce dernier peut étre sensoriellement perceptible, a partir
d’un taux de lipides 0,5 %, renfermant des AGPI (Fritsch, 1994) ; soit par une autooxydation
soit par une oxydation enzymatique catalysée par la lipoxygénase (Berset et Cuvelier,
1996).

A cet effet, Dutt et al. (1992) signalent I'existence a la fois de réactions d’hydrolyse
et d’'oxydation catalysées par la lipoxygénase qui entrainent une diminution remarquable
des lipides. Néanmoins, Clayton et Morrison (1972) rapportent que le couple température-
hygrométrie de I'atmosphére de stockage est le principal responsable des variations que
subit la fraction lipidique et que la diminution des lipides totaux au cours du stockage est une
altération de ces derniers qui subissent des hydrolyses et des détériorations microbiennes.

Les profils chromatographiques des acides gras totauxconnaissent des variations
importantes pour les dattes stockées au froid et a température ambiante. En effet, une
baisse des acides gras totaux de I'ordre de 36 % pour la datte réfrigérée et de 47 % pour
la datte stockée est relevée. A ce propos, le processus le mieux connu de la dégradation
de la fraction lipidique est celui de I'hydrolyse des acides gras totaux par la libération des
acides gras libres, cette diminution étant proportionnelle au temps de stockage.

Par ailleurs, les acides linoléique et linolénique amorcent une baisse de 6 % pour
la datte réfrigérée et de 38 % pour celle stockée a la température ambiante ; cela se
traduit soit par la présence de moisissures utilisant préférentiellement ces AG pour leur
métabolisme (Dutt et al., 1992), soit par une éventuelle rupture interne de la chaine
carbonée des AGPI sous l'action de la lipoxygénase ; cette oxydation se traduit par une
libération d’hydroperoxydes.

En somme, la fraction lipidique subit des variations qui sont certainement dues a 'action
combinée des lipases et des micro-organismes, mais aussi de la lipoxygénase pour les
AGPI.

La littérature rapporte la complexité des phénoménes conduisant a l'altération durant
le stockage et ne montre pas clairement la part de responsabilité de chaque facteur.

Ainsi, la détérioration de la qualité organoleptique (flaveur-odeur) et parfois de la
couleur des fruits non blanchis et réfrigérés est associée a la dégradation des lipides
insatureés.

Si les acides gras saturés paraissent résistants, une sensibilit¢ des AGPI aux
oxydations est constatée. En effet, une scission s’opére préférentiellement au niveau des
liaisons de faible énergie.

3.2.3. Evaluation de I'activité lipoxygénasique au cours de la maturation et
dustockage

L’'activité lipoxygénasique, absente aux premiers stades de la maturation, apparait au stade
I, soit 0,5 UL, puis augmente pour atteindre une valeur de 3,22 UL, au stade IV.

En général, dans la littérature, les résultats sont exprimés sur la base de 100 pour le
soja, la plus puissante source connue de lipoxygénase (Al-Obaidy et Siddiqi, 1981). Les
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résultats obtenus indiquent que la datte Deglet-nour est une source d’enzyme présentant
environ 4 % de I'activité relative du soja.

Les activités obtenues peuvent étre exprimées par rapport aux quantités d'LOOH
formés puisque ces derniers sont les produits primaires de I'oxydation enzymatique. Les
hydroperoxydes possédent deux doubles liaisons conjuguées cis-trans qui présentent un
maximum d’absorption dans I'U.V (234 nm).

Les absorbances sont converties en concentrations d’LOOH qui sont déterminées en
utilisant le coefficient d’extinction moléculaire M.

La datte mare présente uneactivité lipoxygénasique de 3,22 UL, soit une concentration

en hydroperoxydes de 115.10'7 g/ cm3.

Pour sa part, la datte stockée a température ambiante présente une activité
lipoxygénasique de 9,48 UL et un niveau d’LOOH 2 fois plus important que celui de la datte
mare (tableau 2.10).

Ce qui permet, a priori, de situer le niveau d’altération du fruit et la part attribuée a
I'activité lipoxygénasique dans la datte étudiée.

Dans ce sens, Nicolas et Potus (1994) considérent que 'oxydation des AGPI par la
lipoxygénase est fortement liée au temps et aux conditions de stockage. La vitesse de la
réaction est susceptible d’étre énergiquement accélérée par la présence d’enzyme, ce qui
peut expliquer I'éventuelle destruction des structures cellulaires du fruit avec le temps par
le contact direct entre 'enzyme et son substrat qui se trouve, donc, plus accessible.

Dans le cas des dattes, il est probable que la réaction soit activée par la température
ambiante, température a laquelle la lipoxygénase présente son maximum d’activité (Nicolas
et Drapron, 1981).

En ce qui concerne la datte réfrigérée, une activité de 5, 96 UL est relevée, cette valeur
met en évidence le rble du froid dans le maintien des structures cellulaires pour une durée
plus au moins longue et une rigidification générale des lipides avec une inactivation partielle
et non pas totale des enzymes puisque I'activité de la lipoxygénase peut étre présente méme
a 'état congelé (Roux, 1994).

Par rapport a la datte mdare, l'activité lipoxygénase marque une évolution plus
importante dans la datte stockée a température ambiante que celle réfrigérée ; elle est
respectivement de I'ordre de 66% et de 37% (cf.tableau 2.10).

3.2.3.1. Les composés secondaires de I’oxydation par la lipoxygénase

3.2.3.1.1. Les composés secondaires détectés par spectrophotométrie UV
(270 nm)

La mesure de I'extinction a 270 nm renseigne d’une fagon précise sur I'oxydation globale
des lipides des dattes. Cette absorbance de lumiére UV est liée a la présence des
diénes conjugués dont la formation correspond au réarrangement des doubles liaisons
originellement présentes dans les AGPI. Il s’agit, principalement, de I'acide linoléique dont
la dégradation par oxydation enzymatique ou non enzymatique provoque la formation
d’aldéhydes et de cétones possédant plusieurs maxima d’absorbance entre 250 et 280 nm.

Ces composés carbonylés sont identiques a ceux obtenus par oxydation spontanée.
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Les résultats obtenus, aprés une dilution du milieu réactionnel au 1/ 10, sont données
dans le tableau 2.11.

La datte Deglet-nour mlre présente une faible absorbance (soit 0, 221). Il faut signaler
que plus la teneur en peroxydes est élevée et plus les dattes sont riches en composés
secondaires et I'extinction a 270 nm est forte (Chaudiére et Gérard-Monnier, 1995). Il est
évident que les dattes stockées présentent une oxydation plus prononcée (soit 0,590 a 0,
976 d'A270).

L'interaction de 'oxygéne et du temps de stockage (avec un cumul d’énergie favorisé
par la température régnante) traduit une forte réactivité des AGPI favorisant la formation
d’LOOH et accélérant,donc, la réaction vers la production de composés carbonylés et
hydroxylés tels que les aldéhydes ( n-hexanal, acetaldehyde,....) et les hydrocarbures
(pentane), composés les plus cités par la littérature et qui proviennent d’une dégradation du
C18:2, responsables du godt de rance (Berset et Cuvelier, 1996).

3.2.3.1.2. Les composés secondaires détectés par spectrophotométrie UV
(285 nm)

L'évaluation des composés carbonylés issus d’'une oxydation lipoxygénasique en UV (285
nm) est donnée dans le tableau 2.12.

Tableau 2.11 : Evolution des Ag7g des composés secondaires dans les différentes dattes

Datte A270
Mdare 0,221
Réfrigérée a 5 °C 0,590
Stockée a température ambiante 0,976

Tableau 2.12 : Evolution des Azgs des composés carbonylés dans les différentes dattes

Datte Aosgs
Mdre 0,167
Réfrigérée a 5 °C 0,226
Stockée a température ambiante 0,316

Si la datte mdre n'enregistre qu'une absorbance de 0,167, pour la datte réfrigérée,
cette valeur évolue lentement avec le temps de stockage (soit plus 35 %), gréace aux
températures basses qui contribuent au maintien de la fermeté et, donc, de la qualité du fruit
pour une période plus ou moins longue, mais s'accentue fortement pour la datte stockée a
température ambiante (soit plus 89 %).

Il est a noter que, suite a 'augmentation de 'humidité dans la datte réfrigérée, les
hydroperoxydes disparaissent, particulierement, par polymérisation ou par interaction avec
d'autres constituants (Hanis et al., 1988).

L'instabilité des LOOH cis — trans, formés au cours du stockage, favoriserait la
disparition de ceux-ci en produits secondaires volatils et non volatils aprés consommation
totale de I'oxygéne dissout dans le milieu et qui coincide avec un ralentissement de la
réaction enzymatique; cette derniére tend vers un palier qui traduit une formation maximale
en ces produits primaires incolores et inodores.
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Ainsi, la fin de la premiére réaction enzymatique se situe a un carrefour ou interviennent
d’autres réactions, principalement, de scission et de déshydratation des LOOH du C4g:2

dont le résultat est I'apparition du n-hexanal (dont le précurseur est I'acide linoléique libre),
des cétones, des acides, des composés hydroxylés et des polyméres. Tous ces produits
carbonylés absorbent a 285 nm et leur production se traduit par une augmentation de
I'absorbance au cours du temps de stockage.

Aprés 6 mois de stockage, une formation continue de produits d’oxydation est observée.

L'interaction entre la température et la durée de stockage présente un effet non
négligeable par 'emmagasinement de la chaleur au cours du temps qui favoriserait la
formation des diénes conjuguées par une oxydation poussée puis I'apparition de composés
carbonylés qui n’absorbent pas a 234 nm mais présentent un maximum d’absorbance a
285 nm (Nicolas et al., 1974).

Ainsi, il est évident que I'accroissement des A 2g5 n'est pas similaire pour les deux

types de dattes stockées car ces absorbances sont d’autant plus grandes que la quantité
en LOOH formés, lors de la réaction primaire, est importante (Abbas et al., 1988).

En somme, les composés carbonylés volatils sont formés, par I'oxydation de la
lipoxygénase, en petites quantités mais plus la concentration en cette enzyme est
importante et plus le développement des arbmes indésirables est décelable (Williams et
al., 1986).

Par ailleurs, au cours du temps, lorsque la concentration en hydroperoxydes est
suffisante a leur décomposition, ces derniers se transforment en molécules de petites tailles
qui constituent une source potentielle de déviation olfactive (Snyder et al., 1988; Vivas et
al.,1995; Bourgeois et al.,1995). Les aldéhydes (Cs5 : n-pentanal, Cg : n-hexanal, C7 : n-
heptanal, Cg : n-octanal) sont les produits directs de cette dégradation, leur nature et leurs
proportions dépendent de I'AG oxydé.

Ainsi, les AG mono-insaturés ne donnent pas naissances aux mémes produits que ceux
issus de la décomposition des AGPI.

Par une scission, il se produit une formation de composés volatils: aldéhydes, alcools et
acides responsables de I'odeur rance, et, particuliérement, le n-hexanal par la lipoxygénase
(Larreta-Garde, 1995) dont la production par la lipoxygénase peut faire basculer les
constituants participant a 'aréme de la datte dans un sens défavorable au consommateur.

Dans ce sens, Norman et Fouse (1977) ont proposé leur utilisation comme indice de
qualité chez la datte.
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CHAPITRE | : LES COMPOSES PHENOLIQUES ET LE
BRUNISSEMENT DE LA DATTE

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Les composés phénoliques

1.1.1. Généralités

Les composés phénoliques, également dénommés polyphénols, sont des molécules
spécifiques du régne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble
de substances aux structures variées qu'il est difficile de définir simplement.
L'élément structural de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés
un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction
chimique (éther méthylique, ester,

sucre ...).

Les composés phénoliques les plus répandus sont classés en quatre groupes:
les acides phénols (acides benzoiques, acides cinnamiques) et les coumarines
les flavones, flavonols et dérivés voisins
les anthocyanes
les tanins

Parmi les polyphénols les plus abondants, citons I’ (-) épicatéchine, le kaempférol,
I'acide ellagique, I'acide cinnamique et la procyanidine B1 ( figure 3.1 ).

1.1.2. Les acides phénols et les coumarines

1.1.2.1. Les acides benzoiques

Ces acides sont formés d'un squelette a sept atomes de carbone. lls sont
principalement représentés par les acides p -hydroxybenzoique, protocatéchique,
vanillique, gallique, syringique, salicylique et gentisique ( Ribéreau-Gayon et
al ., 1976).

1.1.2.2. Les acides cinnamiques

Ces acides possédent une structuredutypeC g -C 3 .Les composés les plus

fréquents sont I'acide p -coumarique, I'acide t -caféique,l'acide t -fertarique
etl'acide t -sinapique ( Singleton etal .,1978; Goetz etal ., 1999)
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On rencontre au moins un de ces quatre acides dans pratiquement tous les
végétaux supérieurs. Ces acides existent dans les tissus sous forme de différentes
combinaisons ( Ribéreau-Gayon , 1968).

Lo

T

H
|"’°eéﬂ%' -
RO /"J
'.ll Hﬁ"'x e, -'"xl::ﬂﬁ""' ¢ "%#
: (L
.- (-;‘% "'-\._;ﬁ-"-- e )
B 1 n

Figure 3.1 : Structure chimique de quelques composés phénoliques : (-) épicatéchine
(1), kaempférol (2), acide ellagique (3), acide cinnamique (4) et procyanidine B1 (5)

1.1.2.3. Les coumarines

Les différentes coumarines dérivent des acides cinnamiques ortho-hydroxylés alors
que la coumarine elle-méme dérive de I’acide o0 -coumarique.

1.1.3. Les flavonoides

Les composés flavonoides sont formés d’un squelette de base a quinze atomes
decarbone(C g -C 3 -C g ) correspondanta la structure du 2-phényl-

benzopyrone.
Au sens large du terme, ce groupe comprend principalement trois familles de

composeés : les flavonols, les anthocyanes et les flavanones qui se différencient par
le degré d’oxydation du noyau pyranique central ( Bourzeix etal .,1986).

1.1.3.1. Les anthocyanes

Ces pigments présents dans les plantes, détectables a I’eil nu, sont a I'origine de
la couleur des fleurs, des fruits et des baies rouges et bleues, ils sont généralement
localisés dans les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables poches
remplies d’eau ( McClure ,1979; Harborne et Grayer , 1988).

La structure de base des anthocyanes est caractérisée par un noyau flavone,
généralement, glucosylé en position C 3 ( Ribéreau-Gayon , 1968).

Les anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et de méthylation,
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par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L’aglycone ou
anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment.

1.1.3.2. Les tanins

Les tanins sont des polyphénols qui se trouvent dans de nombreux végétaux tels que
les écorces d’arbres, les feuilles de thé et les fruits (raisin, café, cacao, datte ...). lls
sont divisés en tanins condensés et hydrolysables.

1.1.3.2.1. Les tanins condensés (flavan-3-ols)

Ces tanins sont des oligoméres ou polyméres de flavan-3-ols, formés d’unités
répétitives monomeériques qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré
d’oxydation ( Hemingway , 1992). lis ont la propriété de libérer des anthocyanes
en milieu acide, a chaud, par rupture de la liaison intermonomérique ( Porter et
al .,1986).

Les formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la
stéréochimie des carbones asymétriques C 2 etC 3 et par le niveau
d’hydroxylation du noyau B. On distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) et les
gallocatéchines (trihydroxylées).

Ces unités peuvent étre substituées par I’acide gallique en positionC 3 ,en
particulier

I’ (-)-épicatéchine, formant I’ (-)-épicatéchine- o -gallate( Su et Singleton
, 2001).

1.1.3.2.2. Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucides ou d’acides phénols ou de dérivés d’acides phénols ;
la molécule glucidique est, en général, du glucose mais dans certains cas, ce sont
des polysaccharides ( Ribéreau-Gayon , 1968).

Les tanins hydrolysables sont constitués d’un noyau central, le glucose, et de
chaines latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant un a
n monomeére(s) d’acide phénol.

1.1.3.2.3. Complexation des tanins avec les protéines et les
polysaccharides

Les tanins ont la particularité de se complexer aux protéines et aux polysaccharides (
Haslam ,1988; Ricardo Da Silva etal .,1991; Cheynier etal .,1992).Ces
composés possédent une multitude de groupements hydroxyles capables de former
des liaisons hydrogéne avec plusieurs sites de la protéine (ou du polysaccharide) ;
ce qui maintient une structure stable et rigide. Le complexe tanin protéine précipite
souvent lorsqu'il se trouve dans un milieu aqueux.

Ceci peut étre expliqué de deux fagons :

- lorsque la protéine se trouve en faible concentration, les tanins se complexent
sur plusieurs sites, formant une monocouche a la surface de la protéine moins
hydrophile que la protéine elle-méme;
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- lorsque la protéine se trouve en forte concentration, les tanins se complexent
sur les sites des protéines qui forment aussi des liaisons intermoléculaires. De cette
maniére, I' hydrophobicité du complexe augmente et le fait précipiter.

Par ailleurs, si les tanins sont capables de se complexer avec les protéines,
il est possible qu'ils puissent bloquer les sites actifs des enzymes, inhibant ainsi
leur activité ; selon Haslam (1988), toutes les enzymes sont inhibées par les
polyphénols in vitro

1.1.4. Les composés phénoliques de la datte

Les dattes sont riches en composés phénoliques de type flavonones, glucosides, flavonols
et tanins anthocyaniques solubles et condensés (Maier et Metzler,1964) . Selon la
littérature, on distingue, dans la plupart des dattes, les flavonoides dont les
principaux sont les anthocyanines, les flavonols et les tanins. Cependant, les
principaux polyphénols de la datte, les tanins, constituent jusqu'a 3 % du poids
sec de la pulpe. Ces composés phénoliques se différencient entre eux au cours
de la maturation. Ainsi, la couleur jaune des dattes au stade Il est attribuée aux
flavones alors que la couleur rouge ambrée de la datte Deglet-nour est attribuée aux
anthocyanes.

Toutes les variétés de datte sont marquées par une astringence plus ou moins
prononcée due a un dép6t d'une couche de tanins au dessus de la peau au cours du
stade vert. Un de leurs principaux effets, au cours de la maturation, est le passage de
la forme soluble a la forme insoluble qui résulte, probablement, d'une combinaison
avec les protéines.

Pratiquement, lorsque les dattes perdent leur couleur verte et deviennent jaunes
ou rouges, le tanin se dépose dans les cellules géantes ou il était présent jusqu'alors
sous forme soluble (goit astringent) et y constitue des granules insolubles (tanin
condensé ou précipité) (golit insipide); I'astringence disparait alors et la datte devient
plus savoureuse ( Dowson et Aten , 1963). La synchronisation du processus
(vitesse d'insolubilisation) différe selon les variétés et détermine largement le gout
agréable ou pas de la datte au stade mdr.

Par ailleurs, Maier et Metzler (1964 ) rapportent le cas de la variété molle
égyptienne Samani qui englobe un grand nombre de composés phénoliques ou
on distingue les anthocyanines, les flavones, les flavonols et les tanins qui ne
sont pas caractérisés par une couleur définie a I'état soluble; les catéchines et les
leucoanthocyanines incolores se transforment en produits bruns aprés oxydation.

Il est a noter que les polyphénols sont dotés de certaines activités antioxydantes,
antifongiques, antibactériennes et anti-inflammatoires qui leur permettent de jouer
un grand réle nutritionnel et thérapeutique.

1.2. Le brunissement de la datte

Les réactions du brunissement sont largement rencontrées dans les produits alimentaires
et constituent avec d’autres propriétés organoleptiques la base d’acceptabilité de I'aliment
puisqu’ils affectent la qualité nutritionnelle et 'apparence de 'aliment (Macheix et al., 1990).

Ce brunissement est attribué a des réactions enzymatiques et non enzymatiques. Les
réactions du brunissement enzymatique prennent place dans le matériel végétal lorsque
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les cellules du tissu sont endommagées, ce qui conduit au contact accidentel, facile et
surtout non contrélé du substrat et I'enzyme. Ce phénoméne est le résultat de I'oxydation
enzymatique des composés phénoliques en quinones qui se polymérisent en produits bruns
(Goupy et al., 1990). Le brunissement enzymatique catalysé par les polyphénoloxydases
pose les problémes de couleur de la datte Deglet-nour, particuliérement, si le fruit est
endommagé lors des divers traitements.

Beaucoup de connaissances sur les polyphénoloxydases sont développées
notamment dans les problémes de technologie. Les recherches ont porté sur des végétaux
d’'importance économique évidente (poires, pommes, bananes, thé....) ; la datte n’en faisant
pas partie, peu d’études I'ont concerné.

1.2.1. Les polyphénoloxydases

Les polyphénoloxydases (EC 1.10.3.1 et EC 1.10.3.2) (PPO) jouent un réle important dans
le développement de la couleur de la datte.

Les PPO sont présentes a la fois dans la peau et la pulpe des fruits mais leur répartition
est différente selon le type de fruit ou le stade physiologique (Park et Luh, 1985).

Les PPO appartiennent au groupe des oxydoréductases a deux atomes de cuivre.
Elles catalysent 'oxydation des composés phénoliques en présence d’oxygéne moléculaire
(figure 3.2).

L'appellation polyphénoloxydase englobe plusieurs enzymes qui sont divisées en deux
principaux groupes en fonction de la spécificité de leur substrat (Viamos-Vigyazo, 1981 ;
Mayer, 1987, Enzyme Nomenclature, 1992) :

- la catéchol oxydase (EC 1.10.3.1) ou o-diphénol oxygene oxydoréductase qui
catalyse deux réactions : a) hydroxylation d’'un monophénol qui correspond a l'activité
crésolase, suivie habituellement par I'oxydation du diphénol formé, b) l'oxydation des
ortho-diphénols qui correspond a I'activité catécholase, fréquemment appelée phénolase,
polyphénoloxydase ou tyrosinase.

- les laccases (EC 1.10.3.2) ou p-diphénol oxygéne oxydoréductases qui oxydent de
nombreux substrats mais sont les seules a pouvoir oxyder les p-diphénols.

1.2.2. Le brunissement de la datte proprement dit

Dans les fruits, la plupart des PPO impliquées dans le brunissement sont des catéchol -
oxydases et non des laccases, a I'exception de la péche ou la présence simultanée des deux
enzymes a été rapportée (Mayer et Harel, 1979). L'activité crésolase des catécholoxydases
a été mise en évidence dans quelques fruits mais elle est, généralement, plus faible que
I'activité catécholase.

Dans les tissus non endommageés, les PPO ne sont pas activées a cause de leur
localisation cellulaire dans des organites spéciaux mais la disparition des barriéres
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Figure 3.2 : Les différentes réactions catalysées par les PPO

membranaires au cours de la maturation du fruit permet le contact entre le substrat et
'enzyme.

Le brunissement de la datte dépend de linteraction complexe entre les
polyphénoloxydases et le contenu phénolique ; ces enzymes catalysent le brunissement
enzymatique par leur action sur les mono et diphénols du fruit (Golbeck et Cammarata,
1981).

Ainsi, la concentration des polyphénols diminue régulierement durant la maturation et
le stockage par les différentes voies du brunissement. Ce dernier est trés variable d’'une
espéce a l'autre et a I'intérieur d’'une méme espéce, et d’'une variété a une autre (Macheix
et al., 1990). A priori, ceci est lié a des variations quantitatives mais aussi qualitatives des
teneurs en composés phénoliques (Amiot et al., 1992; Aubert et al., 1992; Nicolas et al.,
1994).

Dans ce sens, la plupart des pigments bruns issus des flavonoides, dérivés des
flavan-3-ols (tanins) telle que la catéchine, résulte de 'oxydation enzymatique.

Dans la datte, la dégradation des flavan-3-ols ne pourrait étre que le résultat de
I'oxydation directe par les PPO ou par une oxydation couplée avec les o-quinones. Ces
derniéres sont capables d’entrer dans des réactions de co-oxydation responsables de la
dégradation d’autres phénols, surtout les flavonols, par un mécanisme non enzymatique
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provoquant I'apparition de pigments dont la teinte et I'intensité varient selon la nature des
composeés phénoliques mis en jeu (Cheynier et al., 1988 ; Osmianski et Lee,1990).

En d’autres termes, les flavan-3-ols considérés comme substrats des PPO donnent des
quinones dont la pigmentation est trés intense (Rouet-Mayer et al., 1993). Ces derniéres
sont considérées comme des composés tres actifs (Pierpoint, 1966 ; Pierpoint, 1969 ;
Singleton, 1987). Limportance de ces réactions dépend de 'activité PPO et I'’équilibre entre
les tanins et les quinones. Seulement, il faut noter que l'activité PPO n’est pas responsable
du brunissement en tant que tel, mais est liée a la qualité des phénols dégradés (Amiot et
al., 1992) bien que la quantité initiale des o-quinones formées, impliquées dans les réactions
de co-oxydation, dépende de l'activité PPO et que la vitesse de la réaction enzymatique
contribue a la pigmentation finale du fruit.

Par ailleurs, d’autres facteurs jouent un réle important dans le brunissement, il s'agit
de I'acide ascorbique et de 'acidité du milieu. Ainsi, la perte en vitamine C, qui favorise le
brunissement, est provoquée par I'action de certaines oxydases (acide ascorbique-oxydase,
peroxydase...) ou par l'intervention de I'acide ascorbique dans des réactions d’oxydation
couplées avec les o-quinones.

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour), décrite précédemment, a été utilisée.

2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction et caractérisation des polyphénoloxydases

L'extraction et la caractérisation des PPO sont réalisées selon les méthodes préconisées
par Goupy et al. (1994).

2.2.1.1. Extraction

Toutes les opérations décrites ci-aprés ont été réalisées a basse température (4 °C).

L’extrait enzymatique est obtenu a partir de 6 dattes (environ 50 g de pulpe fraiche selon
les stades de maturation) décongelées et dénoyautées. La pulpe est coupée en fragments
puis broyée manuellement au mortier-pilon, pendant 3 min, en présence de 5 volumes de
tampon phosphate, pH 7, 0,2 M contenant 30 mM d'acide ascorbique et 1 % de PVP. Le
mélange est centrifugé pendant 30 min a 33000 g ; le surnageant obtenu, filtré sur papier
Whatman n° 4, représente I'extrait enzymatique.

2.2.1.2. Mesure des activités

Le mélange réactionnel est constitué de 0,5 ml d’extrait enzymatique, 2,45 ml de tampon
phosphate pH 7 et de 50 (1] de solution de catéchol (1,66 mM) utilisé comme substrat.

Le mélange réactionnel (3 ml) est placé dans un bain-marie a 30 °C. La lecture de
'absorbance a 390 nm se fait toutes les 30 secondes pendant 5 min (Sachde et al., 1989).

La recherche de l'activit¢ PPO et son dosage sont effectués en référence a une
catéchol-oxydase commerciale lyophilisée (Merck) avec le catéchol comme standard.
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L'absorbance a 390 nm est enregistrée en continu dés le démarrage de la réaction. La
détermination de l'activité PPO est réalisée par la mesure de la vitesse initiale (Vj) qui est

donnée par la pente de la tangente a I'origine.

Une unité (Ul) PPO est définie comme étant la quantité d’enzyme qui provoque
une augmentation de l'absorbance de 0,01 a 390 nm par min, dans les conditions
expérimentales.

2.2.2. Conditions et effecteurs

2.2.2.1. Le pH

La détermination du pH optimal est effectuée en variant le pH du milieu réactionnel dans
l'intervalle de pH 2 a 8.

2.2.2.2. La température

La détermination de la température optimale de I'activité PPO est obtenue en réalisant une
série d’essais dans l'intervalle de températures 15 a 70 °C, dans les conditions opératoires
citées précédemment.

2.2.2.3. L'intensité de la coloration

4 g de pulpe de dattes décongelées et dénoyautées sont coupés en fragments puis broyés
manuellement au mortier-pilon, en présence d’eau chaude. La solution est refroidie puis
ajustée a 200 ml avec de I'eau distillée.

Afin d’éliminer les substances (fibres, pectines) ayant des interférences avec l'intensité
de la coloration, la suspension est clarifiée par ajout d’'une solution d’acétate neutre de
plomb a 10 %, jusqu'a ce que la précipitation cesse, suivie d’une filtration a sec. Le pH du
filtrat est ajusté a 6,3 par addition d’'une solution tampon phosphate 0,2 M.

1 ml de cet extrait est dilué a 1 % dans 'eau distillée. L'absorbance est mesurée a 270
nm (Dowson et Aten, 1963 ; Arnaud, 1970).

2.2.2.4. Les composés phénoliques solubles totaux

Les composés phénoliques solubles totaux sont déterminés par la méthode colorimétrique
basée sur I'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu proposée par Singleton et Rossi (1965),
Ribéreau-Gayon (1970) et Velioglu et al., (1998), avec quelques modifications.

A 200 pl de jus de datte clarifié sont ajoutés 1,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu
(préalablement dilué 10 fois avec de l'eau distillée). Aprés 5 min, 1,5 ml d'une solution de
carbonate de sodium a 60 g/l sont ajoutés au mélange qui est agité au Vortex puis laissé a
la température ambiante, a I'abri de la lumiére, pendant 120 min.

La lecture de I'absorbance a 750 nm est effectuée par rapport a un témoin constitué
d'eau distillee.

La teneur en composés phénoliques solubles totaux est donnée par rapport a une
gamme étalon avec l'acide gallique comme standard; les résultats sont exprimés en mg
d’Equivalent Acide Gallique par 100 g MF.

2.2.2.5. Les tanins condensés
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La détermination des tanins condensés est réalisée selon la méthode colorimétrique de
Folin-Denis décrite par Joslyn (1970).

1 ml de solution de datte clarifiée, 5 ml du réactif de Folin-Denis et 10 ml de solution
saturée de carbonate de sodium sont mélangés. La suspension est complétée a 100 ml avec
de I'eau distillée puis est soumise a une agitation magnétique. Aprés 30 min, I'absorbance
est mesurée a 760 nm.

La teneur en tanins condensés est donnée par rapport a une gamme étalon avec I'acide
tannique comme standard; les résultats sont exprimés en mg d’Equivalent Acide Tannique
par 100 g de matiére fraiche.

2.2.2.6. L’acide ascorbique

10 g de dattes décongelées et dénoyautées sont coupés en fragments puis broyés
manuellement au mortier-pilon en présence de 20 ml d’eau distillée contenant 4 % d’acide
oxalique. Le mélange est filtré sur papier Whatman n° 2 et le filtrat est complété jusqu’a 100
ml avec de I'eau distillée. L'absorbance est mesurée a 270 nm.

La teneur en acide ascorbique est donnée par rapport a une gamme étalon avec I'acide
ascorbique comme standard ; les résultats sont exprimés en mg d’acide ascorbique par 100
g de matiére fraiche(Loshner et al., 1990).

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Evaluation de I’activité PPO au cours de la maturation

L'activitte PPO est présente dans la datte Deglet-nour aux différents stades de
développement. Elle est de 0,22 Ul/fruit au stade | puis augmente graduellement, a partir
du stade Il, pour atteindre une valeur de 2,52 Ul/fruit au stade IV (tableau 3.1).

Une augmentation remarquable de I'activité PPO, du stade | au stade |V, soit environ
10 fois plus, est relevée.

Ceci peut étre expliqué par la présence de formes solubles de PPO qui semblent
augmenter avec le taux de maturité du fruit (Macheix et al., 1990; Marques et al., 1995).
En effet, les PPO immatures sont liées aux membranes chloroplastiques alors que dans
le fruit mar presque toute I'activité est soluble grace a la décompartimentation des plastes
(Ben Shalom et al., 1977).

Selon la littérature, les polyphénoloxydases sont responsables de ['oxydation
enzymatique des polyphénols de la datte par leur action sur les mono et diphénols du
fruit. Elles jouent un réle important dans le brunissement du fruit durant la maturation et
continuent par leur activité a contribuer d’'une fagon non négligeable a la modification des
caractéres organoleptiques durant le stockage (Maier et al. , 1964; Al-Bekr, 1972; Golbeck
et Cammarata, 1981; Mayer, 1987; Sachde et al., 1989; Goupy et al., 1994; Nicolas et
Potus, 1994).

Dans ce sens, Hasegawa et Maier (1980) confirment que les PPO de la datte Deglet-
nour attaquent les o-dihydroxyphénols seulement ; le catéchol étant un excellent substrat
pour ces enzymes.

3.2. Conditions et effecteurs
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3.21. Le pH

Il apparait que les PPO sont trés actives en milieu acide (pH 4,5 - 6) avec un pH optimum
de 5,5 (figure 3.3).

Dans les fruits, I'activité optimale se situe, en général, dans une gamme de pH comprise
entre 4 et 7. Pour les variétés de datte Barhi et Zahdi, le pH optimal d'activité et de stabilité
est, respectivement, de 6 et 7 (Sachde et al., 1989). Pour la PPO d'abricot, le pH optimal
varie entre 4,4 et 6,6 (Dijkstra et Walker, 1991 ; De Rigal, 2001) alors qu'il est dans
l'intervalle 4,5-6,0 pour celle de la pomme (Marques et al., 1995; De Rigal, 2001).

Tableau 3.1 : Evaluation de I'activité PPO au cours de la maturation

Stades de ] =1 Activité PPO Activité

maturation V; (Hmoles min (ul) PPO (Ul/fruit)
)

| 7,18 1,3 0, 22

I 4, 62 0,8 0,13

1 46, 49 8,5 1,42

W 82, 30 15, 1 2,52

Figure 3.3: Effet du pH sur l'activité PPO

Il est a noter que la réaction enzymatique ne peut avoir lieu que s'’il y a une ionisation
convenable des acides aminés du site actif ; cette ionisation dépend du pH du milieu
réactionnel.

3.2.2. La température

Les PPO extraites des dattes présentent une température optimale d’activité de 35 °C
(figure 3.4).
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Une stabilité thermique est relevée (50 % d’activité a 60 °C) ; ce qui montre que I'enzyme
reste, probablement, active durant le traitement aprés la récolte (Maier et Metzler, 1965).

Sachde et al. (1989) ont trouvédes valeurs similaires, que ce soit pour la température
optimale d’activité (35 °C) ou pour la température ou I'enzyme est complétement inactive

(70 °C).

3.3. Autres facteurs influengant I’activité PPO

Le brunissement de la datte dépend de linteraction complexe entre les PPO et le contenu
phénolique, d'une part, a laquelle s’ajoutent d’autres facteurs qui jouent un réle actif dans
le brunissement, a savoir les tanins condensés, les caroténoides et I'acide ascorbique
(tableau 3.2).

3.3.1. Les composés phénoliques solubles totaux

Une diminution de la teneur en composés phénoliques solubles totaux au cours de la
maturation est relevée (tableau 3.2). Cette chute, qui est de I'ordre de 50 %, du stade | au
stade I, est ralentie au stade Il pour reprendre a la fin de la maturation au méme rythme
que celui relevé dans les premiers stades.

Selon Harris (1977), ces variations résultent de I'effet de la génétique, de la lumiére,
des précipitations, de la topographie, de la fertilisation et du type de sols, de la saison et
de la maturité.

Cependant, Macheix et al. (1990) signalent que la concentration des polyphénols
diminue régulierement au cours de la maturation et du stockage des fruits par différentes
voies du brunissement comme c'est le cas pour la poire (Amiot et al., 1995) ou pour la
pomme (Burda et al., 1990). Ceci est trés variable d'une espéce a une autre et d'une variété
a une autre.

Dans ce sens, la chute de la teneur en composés phénoliques solubles totaux est,

probablement, due a leur implication dans le processus de brunissement enzymatique
par
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O 20 25 30 25 40 45 50 55 él 6> 70
Température (°C)
Figure 3.4: Effet de la température sur I'activité PPO

Tableau 3.2 : Evolution des teneurs en composés phénoliques solubles totaux, en tanins condensés, en
caroténoides totaux, en vitamine C et évaluation de I'intensité de la coloration au cours de la maturation de la

datte

Stades de maturation

I I 1l \%

Composés phénoliques solubles totaux (mg
Equivalent Acide Gallique/100 g MF)

Tanins condensés (mg Equivalent Acide
Tannique/100 g MF)

Vitamine C (mg Acide Ascorbique/100 g MF)

242+05 124+04 156+0,3 85+0,4
5,0+0,09 5,7+0,08 6,9+0,056,7+0,05

7,2+0,05 46+0,04 3,3+0,04 2,5+0,05

Intensité de la coloration (A70) 0,060+ 0,065+ 0,072+ 0,080+
0,002 0,001 0,001 0,002

Caroténoides totaux (ug/100 g MF) 1286+ 632+89 1304+ 66,8 +14.4
25,6 6,2

I'action des PPO au cours de la maturation (tableau 3.2). La réaction se fait en présence
d'oxygéne, par l'intermédiaire de plusieurs facteurs a savoir la température, le pH ainsi que
les variations quantitatives et qualitatives des composés phénoliques contenus dans les
fruits (Nicolas et al., 1994; Amiot et al., 1995).

Par ailleurs, I'augmentation des composés phénoliques solubles totaux du stade Il au
stade Il peut étre expliquée par I'apparition de nouveaux composés phénoliques en étroite
relation avec la concentration en caroténoides du fruit qui se sont avérés étre des inhibiteurs
du brunissement enzymatique. Dans ce sens, Forget-Richard (1992) et De Rigal (2001)
ont mis en évidence l'existence de quelques réactions secondaires qui impliquent les o-
quinones et le trans-[J-caroténe par une régénération de l'acide chlorogénique et une

isomérisation du caroténe.
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A priori, lactivitt PPO n’est pas un facteur limitant du brunissement car la
polymérisation oxydative induisant la formation des pigments bruns dépend de la nature et
de la concentration des composées phénoliques présente.

En effet, selon Maier et Metzler (1964), les polyphénols solubles dans la datte verte
sont la catéchine et I'acide dactyliférique qui semblent étre les meilleurs substrats des PPO
de la datte comparés a I'acide chlorogénique qui est considéré comme étant celui des PPO
des autres plantes (Pendharkar et Nair, 1974; Hasegawa et Maier, 1980).

Les composés phénoliques de la datte sont responsables du golt astringent du fruit qui
est lié a la présence de tanins solubles. Ces composés sont impliqués dans le brunissement
enzymatique et non enzymatique qui entraine des changements indésirables de 'apparence
et de la qualité nutritionnelle de la datte.

3.3.2. Les tanins condensés

L'augmentation de la teneur en tanins condensés durant la maturation (cf. tableau
3.2) est due a la conversion des tanins solubles en tanins insolubles et a I'oxydation
enzymatique des autres composés phénoliques par les PPO ; ce qui explique la disparition
de l'astringence de la datte plus ou moins prononcée relevée lors de la premiére phase de
la maturation.

L'insolubilité des tanins pourrait étre due a leur taille moléculaire élevée ou a leur
interaction avec des fractions tissulaires insolubles telles que les celluloses, les pectines,
les hémicelluloses et les protéines.

Ainsi, Dowson et Aten (1963) rapportent qu'une congélation rapide suivie d'un
chauffage modéré des dattes Zahdi au stade Khalal provoque la disparition des tanins
astringents par leur conversion en tanins insolubles, ce qui améliore I'apparence et le golt
de la datte. Ceci ne peut étre expliqué que par les réactions enzymatiques qui se sont
déroulées dans ces conditions.

Il est a noter que 'augmentation du go(t sucré, au cours de la maturation, n’influence
pas les paramétres de I'astringence alors que l'intensité maximale de 'amertume diminue
(Smith et al., 1996).

3.3.3. L'acide ascorbique

La datteDeglet-nour renferme une teneur en vitamine C de 2,5 mg/100g MF au stade IV
(cf. tableau 3.2).

Cette teneur est plus faible que celles des variétés Sayer et Khadrawi qui sont,
respectivement, de 17,5 mg/100g MF et 3,2 mg/100g MF (Kanner et al., 1978).

Au cours de la maturation, une diminution de 65 % est enregistrée entre le stade vert
et le stade mar. Cette chute est, a peu prés, du méme ordre de grandeur lorsqu'elle est
considérée d'un stade a un autre.

La littérature rapporte que la perte en vitamine C ou son oxydation est catalysée
par diverses enzymes (acide ascorbique-oxydase, peroxydase...) en présence de certains
phénols ou par l'intervention de I'acide ascorbique dans des réactions d’oxydation couplées
avec les o-quinones; ceci pourrait expliquer son réle dans le brunissement (Salunkh, 1973).

En effet, Davidek et al. (1990), signalent que I'acide ascorbique est I'un des
composeés du fruit qui affectent négativement la stabilité de certains phénols (tels que les
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anthocyanines) car 'oxydation de cette vitamine provoque leur décomposition rapide ; ce
qui conduit a la formation de produits bruns.

Par ailleurs, I'acide ascorbique serait capable de réduire les atomes de cuivre du site
actif des PPO et conduire a une inactivation de leur activité (De Rigal, 2001).

Dans le méme contexte, Rouet-Mayer et al., (1993) confirment que la réduction des
o-quinones par I'acide ascorbique induit la formation d'acide déshydro-ascorbique et la
régénération des o-diphénols parentaux.

Enfin, il a été rapporté que la teneur en vitamine C diminue de la périphérie du fruit vers
le centre et que les régions les plus colorées sont aussi les plus riches (Ulrich, 1952).

3.3.4. L'intensité de la coloration

L'intensité de la coloration progresse au cours de la maturation avec un méme ordre de
grandeur, d'un stade a un autre, pour atteindre une augmentation de 25 % entre le stade
vert et le stade mar (cf. tableau 3.2).

Il est a rappeler que l'uniformité de la couleur est considérée comme un facteur
important pour assurer I'acceptabilité du fruit par le consommateur bien qu’un certain degré
de brunissement soit désirable lors de la maturation des dattes (Cheftel et Cheftel, 1977,
Belarbi et al., 2003).

En plus, une différence de couleur des fruits cueillis au centre du régime et a la
périphérie est notée. A priori, ceci ne peut étre expliqué que par le temps d’exposition au
soleil et a la température (Al-Fawal, 1962 ; Hussein, 1970).

Dailleurs, la vitesse de pigmentation est trés faible a 10 °C mais augmente rapidement
a 32 °C ; ce qui montre l'influence de la température sur I'évolution des paramétres physico-
chimiques du fruit (Hulme, 1970).

3.4. Evolution des facteurs influengant I’activité PPO au cours du stockage

La datte Deglet-nour stockée pendant 6 mois a une température de 5 °C et a une humidité
relative de 80 % montre des modifications notables des caractéres organoleptiques. Celles-
ci se manifestent par un changement de couleur, de saveur et de consistance.

En effet, a une diminution de la teneur en eau (soit 40 %) se conjugue une diminution
du pH (de 6,9 au stade mdr a 5,1), de la teneur en composés phénoliques solubles totaux
(soit 50 %) et des tanins condensés (soit 30 %) au bout du stockage.

La littérature rapporte que le brunissement, désiré a un certain degré dans la datte,
se manifeste durant la maturation et le stockage par les voies enzymatiques et non
enzymatiques et aboutit a I'apparition de flaveurs indésirables, a une perte en nutriments et
a la formation de pigments bruns ((Maier et Schiller ; 1961 ; Hodge, 1967 ; Al-Bekr, 1972 ;
Labuza et Bolin, 1972 ; Goupy et al., 1994; Nicolas et Potus, 1994).

Les dattes, durant le stockage, subissent un changement de nature chimique et se
détériorent lentement, ce qui conduit a la formation de nouveaux composés phénoliques et
a la disparition de certains autres composés préexistants (Maier et Metzler, 1965).

Il est connu que, par leur activité, les PPO contribuent d’'une fagon non négligeable a
la modification des caractéres organoleptiques durant le stockage (Maier et al. , 1964; Al-
Bekr, 1972; Golbeck et Cammarata, 1981; Mayer, 1987; Sachde et al., 1989; Goupy et
al., 1994; Nicolas et Potus, 1994).
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La diminution de la teneur en tanins condensés au cours du stockage peut étre attribuée
a leur oxydation par voie non enzymatique en polyméres colorés, ce qui confirme leur réle
dans le brunissement post-récolte (Maier et Metzler, 1965). Cette oxydation s'accentue
lorsque la température de stockage augmente (Matlak et Mann, 1984).
A partir du 7M€ mois de stockage, on peut s'attendre a un ralentissement de la chute
de la teneur en composés phénoliques solubles totaux da a l'inhibition de I'action des PPO
par les produits de I'oxydation et par la diminution du pH (Mohamed et Nezam EI Din, 1985).

CHAPITRE Il : LES CAROTENOIDES

DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Généralités

Les caroténoides, pigments photosynthétiques accessoires, ont comme réle majeur
au niveau du tissu végétal d'absorber des photons lumineux pour les transférer a
la chlorophylle lors du processus photosynthétique. Leur couleur dans les feuilles
est masquée par la chlorophylle, mais a I'automne, cette derniére se désagrége
et la couleur jaune-orange de ce type de pigment devient visible. Certains micro-
organismes tels que les bactéries et les levures possédent aussi la capacité de
synthétiser les caroténoides ( Haard , 1988). Les animaux, quant a eux, ne
produisent pas ce type de pigment.

1.2. Classification des caroténoides

Les caroténoides appartiennent a une grande classe chimique appelée les terpénes,
plus précisément au groupe des tétraterpénes ( Louisot , 1974).

La structure de base des caroténoides est formée par I'enchainement linéaire
de huit unités isopréniques avec de nombreuses doubles liaisons conjuguées (
Goodwin , 1952).

Les éléments isopréne terminaux peuvent former des cycles a l'intérieur
desquels la position des doubles liaisons varie produisant des isoméres structuraux
telsquel' I etle [ -caroténe, la zéaxanthine et la lutéine ( lIsler , 1971).

Il est a noter que la présence de nombreuses doubles liaisons est la cause
principale de l'instabilité chimique qui caractérise ces pigments, généralement
stables dans leur environnement naturel. Les caroténoides sont facilement détruits
et deviennent incolores sous I'action de la lumiére, de I'oxygéne, des acides ou des
températures élevées ( Liaaen-Jensen , 1971).

Ces polyénes, insaturés, peuvent étre plus ou moins oxygénés, ce caractére
permet de les classer en deux groupes :

les caroténoides hydrocarburés
les caroténoides oxygénés.

1.2.1. Les caroténoides hydrocarburés
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Ce sont des hydrocarbures polyéniques, de formule généraleC 49 H 56 ,

appelés caroténes. Ces caroténes peuvent étre considérés comme la structure de
base et tous les autres caroténoides en dérivent par cyclisation, déshydrogénation
et oxydation ( Newman , 1972).

Les principaux représentants de ce groupe sont les [l -caroténe, connus
comme précurseurs de la vitamine A et, a moindre degré, I' [ -caroténe. Cette
activité est essentielle pour la vie humaine ( Olson , 1989).

2.2.2. Les caroténoides oxygénés

Les caroténoides oxygénés appelés aussi xanthophylles possédent, de plus, par
rapport aux caroténes, des atomes d'oxygéne (groupes cétoniques et groupes
hydroxyles) ( Liaaen-Jensen et Storebakken , 1990). Ces xanthophylles
sont initialement des produits d'hydroxylation des caroténes ; c'est le cas de la
zéaxanthine et de la lutéine.

A titre d'exemple, la figure 3.5 donne les formules chimiques de quelques
caroténoides.

1.3. Les caroténoides de la datte

Les pigments caroténoides sont responsables de la couleur rouge, orange ou jaune
de nombreux fruits et légumes.

Les études actuelles tendent a identifier le contenu en caroténoides de chaque
aliment avec un intérét a la présence ou a I'absence d'activité provitamine tout en
indiquant la valeur de I'aliment comme source d'activité antioxydante.

Hart et Scott (1995) ont estimé les teneurs en caroténoides de huit
fruits consommeés en Grande Bretagne. Les teneurs fluctuent entre 17 et 2263 ug/100g
MF, les plus faibles pour les fraises et les plus élevées pour les mandarines. Ces
auteurs considérent la datte, comparée a d’autres fruits, comme une bonne source
de caroténoides.

Les rares travaux concernant les caroténoides de la datte indiquent des teneurs
qui fluctuent beaucoup ( ( Gross etal .,1983; Al - Farsi etal ., 2005;
Boudries etal ., 2007).

Dans ce sens, il a été rapporté que la teneur en caroténoides des fruits est
affectée par plusieurs facteurs tels que la variété, le stade de maturité, le climat, les
conditions écologiques ou la région géographique de production comme elle varie
en fonction des pratiques culturales, des traitements et du stockage (( Rother |,
1979 ; Gross ,1987; Rodriguez-Amaya , 1993).
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o =Carntene | =Carviene

e

Secis-[b=carotene

b arobene L ycopine

Antheraxanthine a-Cryptoxanthine

P pyptoxanthine

Leasanthine

Lagtdime

Figure 3.5 : Formules chimiques de quelques carténoides

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour), décrite précédemment, a été utilisée.
2.2. Méthodes
2.2.1. Dosage des caroténoides

2.2.1.1. Extraction

Les pigments caroténoides ont été déterminés selon la méthode préconisée par Wilberg
et Rodriguez-Amaya (1995).
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25 g de pulpe de dattes décongelées et dénoyautées sont coupés en fragments puis
broyés manuellement au mortier-pilon, pendant 3 min, en présence d'eau distillée ou de
NaCl (100 g/l). Lensembile est filtré sur papier puis le résidu et le filtrat subissent I'extraction
séparément. Ces deux phases sont épuisées 3 fois avec 40 ml du mélange éthanol-hexane
(v/v) jusqu'a décoloration totale du résidu.

Les fractions collectées sont mises en présence de 25 ml d'hexane et de 20 ml d'eau
distillée dans une ampoule a décanter. L'ensemble est soumis a une agitation pendant 30
a 60 secondes puis les phases sont séparées. La phase aqueuse est reprise 3 fois avec le
mélange éthanol-hexane (v/v) puis I'extrait est lavé 3 fois avec de I'eau distillée, déshydraté
par filtration sur du sulfate de sodium anhydre puis évaporé sous vide (40 °C).

Pour éviter la dégradation des pigments caroténoides durant I'analyse, des feuilles
d'aluminium ont été utilisées pour protéger la verrerie utilisée.

2.2.1.2. Saponification

Dans le but de purifier I'extrait, la saponification permet I'élimination des cires et |'obtention
des xanthophylles sous la forme hydroxylée a partir de leurs esters d'acides gras; elle
permet également I'élimination des chlorophylles dont les noyaux tétrapyrols perturbent la
détermination par spectrophotométrie des caroténoides.

Elle consiste en I'ajout a I'extrait d'un volume égal de KOH a 10 % dans le méthanol.
Aprés chauffage pendant 5 min, le mélange est rapidement mis dans de la glace pilée. Aprés
saponification, I'extrait est lavé a I'hexane puis le volume est ajusté a 25 ml avec de I'hexane.
2.2.1.3. Mesure et calcul de la concentration

La teneur en caroténoides est déterminée par la mesure de 'absorbance a 450 nm dans
un spectrophotomeétre de type Jenway 6105.

La concentrationen caroténoidesest calculée a partir de la formule suivante :

AxY (ml=zl0®

Hipglg =
Al 100 g M

avec:
A : absorbance a 450 nm

X : concentration en caroténoides
Y : volume de l'extrait

o
A1 o : coefficient d'extinction moyen du mélange de caroténoides a 1 %, soit 2500
(Britton, 1995).

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Evolution des caroténoides totaux au cours de la maturation
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Une diminution de la teneur en caroténoides totaux , au cours des deux premiers stades
de la maturation, est relevée (cf. tableau 3.2). Cette chute, qui est de I'ordre de 50 % entre
le stade | et le stade I, est stoppée au stade lll, ou I'on enregistre une augmentation suivie
d’une rechute, du méme ordre de grandeur, a la fin de la maturation. Boudries et al
. (2007), au méme titre que Gross et al .(1983), attribuent cette diminution,
probablement due a la dégradation de ces caroténoides, a celle de la teneur en eau
de la datte au cours de la maturation. Cependant, Boudries etal .(2007) ont
relevé I'augmentation de la teneur en caroténoides totaux au stade lll puis sa chute
au stade mar.

Dans ce sens, il est connu que la dégradation des pigments est un phénoméne
naturel lors du jaunissement des feuilles et de la maturation des fruits. Certains
pigments disparaissent et sont remplacés par d'autres ; I'essentiel est que le rapport
pigments / protéines soit constant pour que le systéme granaire de la cellule reste
organisé ( Levasseur etal .,2001).

Par ailleurs, les résultats obtenus (soit 66, 8 pg / 100 g MF au stade mir)) sont
confirmés par les travaux de Boudries etal .(2007) qui ont déterminé la composition
en caroténoides totaux de trois variétés de dattes algériennes Deglet-nour, Hamraia
et Tanteboucht durant les trois derniers stades de maturation. Au stade mr, la teneur
en caroténoides totaux est de 61,7 ; 32,6 et 37,3 ug / 100 g MF, respectivement, pour
les dattes Deglet-nour, Tanteboucht et Hamraia.

Ces teneurs sont trés faibles par rapport a celles rapportées par Gross et
al .(1983)etpar Al - Farsi etal .(2005). En effet, Gross etal .(1983)
ont quantifié les caroténoides de deux variétés de dattes molles Hayani et Barhi et
une variété demi-molle Deglet-nour d'Israél. Le contenu en caroténoides totaux dans
le fruit mar est compris entre 1000 et 1200 ug/100g MF.

Au cours de la maturation, des pertes dans les teneurs en caroténoides ont
été observées chez les variétés Hayani et Deglet-nour. Ceci pourrait étre di a la chute
de la teneur en eau plutét qu'au brunissement graduel du fruit mir ( Gross et al
., 1983). Bien que le brunissement soit prépondérant au cours des derniers stades de
maturation, ces auteurs estiment qu'il n'a pas d'effet sur la stabilité des caroténoides.

Pour Al- Farsi etal .(2005), les quantités de caroténoides évaluées, sur des
dattes d’Oman, sont encore plus élevées, soient entre 1310 et 3030 ug/100g MF pour
les variétés Fard, Khassab et Khalas.

Parmi les caroténoides identifiés, la lutéine représente 93 % des caroténoides
totaux de la datte Deglet-nour d'Algérie ( Boudries etal .,2007) et 50 % de ceux
de la datte Deglet-nour d'lsraél ( Gross etal ., 1983).

La teneur élevée en lutéine, supérieure a la moitié de celle des caroténoides
totaux, montre que la lutéine est la plus stable des xanthophylles ( Chichester et
McFeeters , 1971).

Il est connu que la lutéine , qui est la xanthophylle jaune, se trouve sur toutes les
feuilles vertes. Elle a une grande importance sur le plan nutritif et on la trouve dans le sang
et les tissus humains, y compris dans la région de la rétine ou elle sert d’antioxydant et
absorbe la lumiére bleue de forte puissance, protégeant de ce fait les batonnets et les cones
rétiniens sensibles.
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Généralités
Les composés odorants, que l'on désigne sous le nom d’arébmes, sont des molécules
organiques de faible masse moléculaire (PM [1 400) dont la tension de vapeur a

pression atmosphérique, a la température ambiante, est suffisamment élevée pour que ces
molécules se trouvent a I'état vapeur (Multon, 1992).

C’est une sensation percue par l'organe olfactif par voie rétronasale lors de la
dégustation d’un aliment ou d’'une boisson (Villanua et Villanua ,1978).

Les arbmes ne représentent qu’une part infime du produit alimentaire a l'intérieur duquel
ils se trouvent, soit 50 ppm environ dans les fruits et Iégumes, 0,1 a 1 % dans les herbes
aromatiques et de 1 a 20 % dans les épices.

L'arbme constitue un facteur important et indispensable pour la fabrication des produits
alimentaires : il confére a ces derniers une odeur et une flaveur caractéristiques.

Il joue un réle essentiel dans la relation avec 'aliment en agissant directement sur
la capacité d’assimilation des autres ingrédients : prédisposition de l'individu a sa prise
d’aliment, sécrétion de salive ou de suc gastrique ; il joue donc un réle nutritionnel.

Il est obligatoirement lié a l'aliment et soumis aux mémes traitements. Il ne peut
étre donc considéré comme figé mais évolue trés rapidement (Jaubert, 1980 ; Linden et
Lorient, 1994).

Selon le mode de fabrication, les arémes se présentent sous forme d’extraits naturels,
d’origine essentiellement végétale ou de produits de synthése ou de réaction résultant de
traitements enzymatiques, microbiologiques ou physiques (Linden et Lorient, 1994).

Un arbme naturel est constitué de plusieurs centaines de composés volatils. Les
composants volatils les plus importants dans la perception de la flaveur des aliments sont :
les hydrocarbures, les alcools, les composés carbonylés, les esters et les lactones, les
phénols et les hétérocycles.

Selon la littérature, et aux différents stades de I'évolution du fruit, la formation des
ardbmes se fait selon plusieurs processus dont les principaux ont fait 'objet d’hypothéses.

Ainsi, pour Crouzet et al. (1984), les composants de I'arbme se forment selon trois
mécanismes: biosynthése, réactions enzymatiques directes et réactions enzymatiques
indirectes.

Les voies qui conduisent a la formation des composés volatils de I'arbme sont
principalement : les métabolismes des acides gras, des acides aminés et des glucides.
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Le métabolisme des acides gras concerne deux réactions : la biosynthése de novo et
la OJ-oxydation qui est une réaction de dégradation.

Ces deux voies conduisent a des méthylcétones, a des alcools secondaires (pentanol
2, heptanol 2), a des esters et a des lactones.

Le métabolisme des acides aminés conduit a la formation d’aldéhydes, d’alcools,
d’esters et de [I-lactones. Ces réactions interviennent surtout au cours du mdrissement du
fruit.

Dans un fruit arrivé a maturité ou intact, les enzymes et les précurseurs ont des
localisations cellulaires telles qu'on ne percoit aucune émission volatile. Au cours des
processus de vieillissement des tissus, il y a des dégradations plus ou moins importantes
des structures, les enzymes et leurs substrats peuvent alors étre en contact et il y a formation
de composants d’arbme.

Certaines enzymes participent a la formation de composants de I'arbme, c’est le cas
par exemple de la lipoxygénase qui par son action sur les acides gras polyinsaturés permet
la formation d’aldéhydes aliphatiques (hexanal, nonenal,...).

Les réactions enzymatiques indirectes concernent les réactions de fermentation et les
réactions chimiques et enzymatiques. Au cours de la fermentation, on observe la formation
de composeés volatils a partir de précurseurs : acides aminés, caroténoides, acides gras
insaturés. Cette voie conduit a la formation d’aldéhydes (Sanderson et Graham, 1973).

L'hypothése de Drawert (1975) propose de faire la distinction entre les arbmes
spécifiques et non spécifiques, et entre les ardbmes primaires, c’est a dire originels et les
arébmes secondaires.

Les arbmes primaires sont ceux du fruit intact, tandis que les arbmes secondaires sont
ceux qui se forment lors de la destruction des cellules a cause des processus enzymatiques.

Pour pouvoir mieux comprendre la composition des arbmes déterminant la qualité d’'un
fruit, une série biologique a été établie (figure 4.1).

Par ailleurs, I'acide linoléique, aprés dégradation par la lipoxygénase, donne des
aldéhydes et des acides aldéhydiques. Il est a noter qu’a partir de la biosynthése de novo
qui résume le métabolisme des acides gras, on obtient des aldéhydes saturés et insaturés,
des alcools, des cétones et des lactones.

La troisieme hypothése, énoncée par Vernin et Vernin (1982), indique que deux voies
principales sont a 'origine de la formation des composés volatils dans I'aliment :
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Figure 4.1 : Série biologique des arémes (Drawert, 1975)

a- Les processus enzymatiques et de fermentation qui interviennent dans les aliments

a I’état naturel.

Ces processus impliquent les métabolismes de biosynthése des composés volatils

dans les végétaux qui sont généralement complexes.

L'oxydation des lipides, le mécanisme de formation des alcools et des aldéhydes sont

des étapes importantes de ces biotransformations.

Les lipoxygénases, les estérases, les transaminases et les polyphénoloxydases sont
impliquées dans ces divers processus. L’action de ces enzymes peut étre différente suivant

la nature du produit, le pH du milieu, le degré de maturité et le mode de préparation.

b- Les réactions de brunissement non enzymatique plus connues sous le nom de
réaction de Maillard se produisent lors de traitements de préparation ou de conservation

des aliments.
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C’est une réaction ou interviennent des sucres réducteurs et des acides aminés qui
conduit d’'une part, a la formation de composés responsables de I'arbme tels que les
aldéhydes et les cétones et, d’autre part, a celle des pigments bruns suivant des réactions
trés complexes.

1.2. Les méthodes d’extraction

Les principales propriétés physiques mises en ceuvre dans les opérations fondamentales
d'extraction de matiéres premieres naturelles aromatiques sont la volatilité, la solubilité, les
dimensions et les formes des particules constitutives et I'adsorption (Peyron, 1992).

Cependant, I'extraction s’accompagne d’une distorsion qualitative et quantitative :
la distorsion qualitative est liee au fait que le procédé d’extraction utilisé entraine la
dégradation de certains composés et I'apparition de nouveaux produits dont I'odeur peut
modifier 'aréme naturel; la distorsion quantitative réside dans le fait que les constituants
d’'un arbme n’ont pas la méme volatilité.

Les méthodes, trés variées, dépendent non seulement des caractéristiques physico-
chimiques des composés volatils (tension de vapeur, volatilité, solubilité, polarité ...) mais
aussi, de la nature de I'aliment, de sa composition et de sa consistance.

Chacune de ces méthodes donne une image différente de la composition de I'arbme
de I'aliment. Parmi celles-ci, les principales sont I'analyse des vapeurs de I'espace de téte
« Headspace », I'extraction par solvant et 'entrainement a la vapeur.

1.2.1. Analyse des vapeurs de I'’espace de téte

C’est la méthode la moins critiquable et la plus simple, du moins dans son principe, qui
consiste a aspirer, avec une seringue, les gaz ou vapeurs qui se trouvent autour de I'aliment
et qui sont responsables de la perception olfactive directe a travers les fosses nasales. Ces
vapeurs sont directement injectées dans le chromatographe (Villanua et Villanua, 1978).

Cette technique permet d’éviter les manipulations et l'introduction d’artefacts dus a
'emploi de solvants, mais il existe aussi des contraintes de la CPG qui interdisent de
dépasser un certain volume. Si de plus grands volumes de gaz a prélever sont désirés, |l
faut prévoir une préconcentration avant 'injection.

1.2.2. Extraction par solvant

C’est une méthode classique dans I'étude des arbmes et qui repose sur le pouvoir
d’extraction des solvants organiques vis a vis des molécules responsables de I'aréme.

Cette méthode est réservée aux cas ou le milieu a extraire est exempt de lipides ou de
substances a caractére lipophile.

Les criteres principaux qui doivent prévaloir dans le choix d’'un bon solvant sont : un
point d’ébullition bas pour éviter les pertes de composés volatils lors d’'une concentration
ultérieure de la solution organique diluée, pas de sélectivité vis a vis de la plupart des
constituants de I'arébme afin d’en extraire la plus grande partie et une forte volatilité afin
d’étre facilement éliminé.

L'utilisation de cette méthode n’est pas exempte de critiques en raison des risques de
formation d’artefacts difficiles a éliminer. En outre, I'extrait obtenu aprés concentration est
inutilisable en analyse sensorielle a cause de la toxicité ou de I'odeur trop intense du solvant.
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Il est, donc, difficile d’en estimer la représentativité avant d’en continuer I'analyse (Abbott
etal., 1993 ).

Il existe une autre technique d’extraction par solvant, celle utilisant les fluides
supercritiques ou subcritiques, en particulier le dioxyde de carbone, solvant bon marché et
dépourvu de toxicité. L'extraction s’effectue a basse température, ce qui limite les risques
de dénaturation thermique.

Cette technique nécessite un appareillage fort colteux limitant considérablement son
développement a I'échelle du laboratoire (Multon, 1992).

1.2.3. Entrainement a la vapeur

Lorsque les méthodes de I' « Headspace » et de I'extraction par solvant ne peuvent pas étre
utilisées, faute de garantir un taux d’extraction suffisant (cas des produits riches en lipides),
il faut recourir a la technique de I'entrainement a la vapeur. Cette derniére peut étre utilisée
soit a pression atmosphérique, soit a pression réduite pour diminuer I'effet thermique sur
le substrat.

En dépit d’avantages apparents (efficacité de I'extraction, condensation des produits
volatils dans I'eau), 'entrainement a la vapeur a pression atmosphérique est une méthode
brutale susceptible d’introduire de nombreux artefacts (formation de produits indésirables,
et, selon le pH, destruction de produits labiles, en particulier certaines esters et lactones).

Son utilisation est surtout réservée a I'obtention d’huiles essentielles a partir des épices
et des herbes aromatiques ou médicinales (Richard et Multon, 1992); la technique a
pression réduite, plus délicate a mettre en ceuvre mais particulierement bien adaptée si 'on
désire extraire des composés assez volatils d’'un milieu liquide riche en eau, lui est préférée.

Dans ce sens, un appareil basé sur I'entrailnement a la vapeur dans lequel I'énergie
thermique est apportée par les microondes existe. L'intérét de ce dispositif réside dans
sa rapidité d’extraction. Cette méthode a été congue pour I'extraction rapide d’huiles
essentielles et de composés volatils. La libération rapide et compléte des arbmes de plantes
séchées, de fleurs et de concentrés de fruits est due a I'effet conjugué des micro-ondes et
du vide pulsé.

Cette technologie permet de réduire les temps d’extraction de cinqg a dix fois par rapport
aux techniques classiques de distillation. De plus, les dégradations thermiques sont mieux
maitrisées (Lemoine, 1996).

1.2.4. Distillation Extraction Simultanées

La combinaison de lI'entrainement a la vapeur et de I'extraction par solvant a donné
naissance a une nouvelle méthode : la distillation - extraction simultanées (SDE) décrite par
Likens et Nickerson (1964).

Cette derniére permet de rassembler les avantages de l'un et I'autre et de réduire
leurs inconvénients. Son utilisation est simple, elle offre un rendement d’extraction qui peut
atteindre 95 %. De plus, la quantité de solvant utilisée est faible et I'extraction ne dure en
moyenne qu’une a trois heures.

Cependant, I'échantillon est toujours exposé a des températures élevées d’ou le risque
d’apparition d’artefacts et de modifications de la nature des composés volatils.

Afin de pallier a ces contraintes, il suffit de travailler a pression réduite aprés ajustement
du pH de la phase aqueuse au voisinage de 6,5.
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La SDE décrite par Likens et Nickerson (1964) a été utilisée par de nombreux auteurs
aprés modification. A titre indicatif, nous citons quelques exemples d’utilisation :

- extraction des composés volatils de 'arbme de champignons sauvages comestibles
pendant 1 heure en utilisant le pentane comme solvant (Audouin et al., 1989).

- extraction des composeés volatils de I'arbme de I'abricot et de 'arbme de prune a
I'hexane pendant 3 heures (Gomez et Ledbetter, 1997).

- extraction des composés volatils de 'aréme de deux variétés de mangue pendant 2
heures en utilisant comme solvant le mélange pentane - éther (1:1) (Engel et Tressl,
1983).

- extraction des composés volatils de 'arbme de banane en utilisant le
dichlorométhane (Cosio et Rene, 1996, b).

- extraction de I'huile essentielle de deux agrumes hybrides (Citrus clementinall Citrus
sinensis) a I'aide du mélange pentane - diéthyl éther pendant 3 heures (Starrantino,
1997).

Quelle que soit la méthode utilisée, il faut noter que les méthodes d’extraction sont elles-
mémes susceptibles d’induire la formation de composés volatils, notamment lorsque I'on
travaille sur des substrats ou des réactions enzymatiques (action des lipoxygénases sur les
fruits) ou thermiques (réaction de Maillard) sont possibles (Adda et Richard, 1992).

Pour ce qui est des méthodes de concentration, aprés extraction, on obtient un extrait
aromatique dilué, qui doit étre concentré avant son injection dans le chromatographe.

Selon les moyens disponibles, la méthode d’extraction utilisée et les conditions
expérimentales, on choisit 'une des méthodes de concentration suivantes :

- décantation suivie d’'une congélation a - 20 °C. L'extrait est ensuite concentré sous
balayage d’azote jusqu’au volume voulu (2 ml). Cette technique a été appliquée aprés
extraction (SDE) a la pulpe de banane (Cosio et Rene, 1996, a).

- séchage sur sulfate de magnésium ou de sodium anhydre et concentration de
I'extrait jusqu'a un volume de 0,3 ml en utilisant une colonne Vigreux. Cette technique
a été utilisée aprés SDE appliquée a deux variétés de mangue (Engel et Tressl,
1983).

- congélation de I'extrait dilué a -40 °C pour éliminer I'eau résiduelle et concentration
a l'aide d’'une colonne Vigreux sous pression réduite (200 mm Hg) jusqu'a un volume
final de 0,3 a 0,4 ml. Cette technique a été utilisée aprés une SDE appliquée a
I'abricot et a la prune (Gomez et Ledbetter, 1997).

- séchage de I'extrait récupéré sur sulfate de magnésium anhydre et concentration
sous courant d’azote jusqu'a 100 [l environ. Cette technique a été utilisée aprés une
SDE appliquée a des champignons sauvages comestibles (Audouin et al., 1989) .

- distillation a basse température sous vide poussé de I'extrait jusqu'a 0,5 mi:
technique utilisée au Feronia limonia aprés une distillation a I'aide d'un appareil de
type Soxhlet (Mac Leod et Pieris, 1983).

En ce qui concerne les bilans d’extraction, les rendements varient selon la méthode
d’extraction utilisée. Dans le cas ou cette derniére fait intervenir un solvant, le rendement
varie selon le type de solvant utilisé.

Selon Schultz et al. (1977), le rendement obtenu lors d’extractions par la SDE est
supérieur a celui obtenu par les autres méthodes.
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Une fois la fraction volatile d’'une matiére végétale est isolée, l'identification et la
caractérisation de ses constituants se fait par plusieurs techniques dont les plus utilisées
sont la CPG et le couplage CG-SM.

La CPG est I'une des méthodes les plus appropriées a la séparation et a l'identification
des divers constituants méme a I'état de traces.

La CPG est actuellement employée dans les laboratoires et dans les industries aussi
bien pour I'analyse qualitative, que pour I'isolement et la purification des substances d’'un
mélange gazeux ou liquide. C’est une méthode de séparation des composés gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition. Elle permet ainsi 'analyse
de mélanges éventuellement trés complexes dont les constituants peuvent différer par leur
nature et leur volatilité.

Par ailleurs, le développement important de la spectrométrie de masse dans
l'identification des constituants des arébmes a été rendu possible grace au couplage de
la CPG directement a la SM. Grace a ce couplage, il n’est plus nécessaire de recourir
a lisolement des constituants purs par chromatographie préparative, et simultanément
il devenait possible d’obtenir un spectre de masse interprétable pour des quantités de
substances allant du microgramme au nanogramme (Bricout, 1992).

Ce couple CG - SM est généralement équipé d’un ordinateur qui analyse les spectres
avec ceux contenus dans une bibliotheéque construite a partir de composés de référence
analysés sur le méme appareil. La confirmation des identifications est basée sur I'identité
des indices de rétention (Audouin et al., 1989).

Cette méthode permet l'identification des constituants des arémes, leur dosage
spécifique, et méme dans certains cas la vérification de leur origine grace a leur teneur en
carbone 13.

Toutefois, si cette technique est extrémement performante, elle doit étre mise en
application dans un environnement bien adapté. L'extraction des arébmes, en particulier,
doit faire I'objet de soins attentifs pour éviter la formation d’artefacts et la pollution par des
impuretés provenant des solvants ou du matériel plastique.

La CPG est une méthode utilisée pour des analyses de routine alors que le couple CG
- SM est de plus en plus utilisé surtout pour des analyses précises ainsi que pour confirmer
les résultats obtenus par CPG.

1.3. Les aromes de la datte

La composition aromatique des dattes rapportée par la littérature est succincte. Les études
ont concerné 'analyse des stérols (Kikuchi et Miki, 1978), l'isolation de dérivés des stérols
(Fernandez et al., 1983) et les composés aromatiques (Cardona et al., 1985). Les travaux
relatifs aux composés volatils de la datte ont concerné les changements de la teneur en
aldéhydes volatils totaux au cours du stockage de la datte Deglet-nour (Norman et Fouse,
1977), les composés volatils de la variété irakienne Zahdi (Jaddou et al., 1984) et les
composeés volatils de la datte cultivée a Elche (Torres et al., 1995).

Dans I'étude des composés de I'arbme de la variété irakienne Zahdi, la méthode
d’isolement des composés volatils par la distillation sous pression réduite a basse
température (10 a 15 mm Hg a 45 °C) a été retenue par Jaddou et al., (1984).

Pour cela, une hydrodistillation suivie d’'une concentration du distillat par la technique
de congélation a été réalisée. Le concentré aqueux est alcalinisé avec la soude et subit 3
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extractions successives a I'éther. L'éther résiduel est éliminé par évaporation et la fraction
non acide qui renferme les composés volatils est ainsi obtenue; cette derniére est acidifiée
a pH=3 et subit une ftriple extraction par I'éther dont le résultat est la fraction constituée
d'acides gras libres.

L'identification des deux fractions a été effectuée par chromatographie gaz liquide avec
des colonnes appropriées; 38 composés volatils ont été détectés dans la datte Zahdi. Ces
composés sont représentés par 6 hydrocarbures saturés, 2 hydrocarbures insaturés, 3
aldéhydes, 6 cétones, 3 phénols et 11 acides gras libres.

Dans une autre étude des composés volatils de la datte, Torres et al. (1995) ont utilisé la
méthode « Headspace ». Les variétés de dattes utilisées sont cultivées a Elche (Espagne).
L'identification des composés volatils a été réalisée par chromatographie phase gazeuse
(CPG) et par le couplage chromatographie phase gazeuse - spectrométrie de masse (CG-
SM); 60 composeés, dont quelques uns a I'état de traces, ont été détectés.

Les composés principaux sont I'’éthanol, I'isobutanol et I'isopentanol. Ceux de moindre
importance sont les aldéhydes tels que I'acétaldéhyde, 'hexanal, 'octanal, le nonanal et le
décanal ; les cétones tels que le 2- butanone, le 2- pentanone, le 2- heptanone et les esters
tels que le méthyl et I'éthyl acétate sont également présents.

MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

La datte (Phcenix dactylifera, variété Deglet—nour), décrite précédemment, a été utilisée.
L'analyse de I'arbme a été réalisée sur la datte au stade mdr.

2.2. Méthodes

2.2.1. Distillation Extraction Simultanées

La SDE est réalisée dans I'appareil de Likens et Nickerson (1964) (figure 4.2). Cet appareil
est constitué d’un ballon A de 250 ml (mélange a extraire), d’'un ballon B de 100 ml (solvant),
d’un extracteur C (chambre de mélange) et d’'un décanteur. Une calotte chauffante, un bain-
marie, un réfrigérant et un condenseur complétent le dispositif expérimental.

2.2.1.1. Préparation de I’échantillon

20 g de pulpe de dattes décongelées et dénoyautées sont coupés en fragments puis broyés
manuellement au mortier-pilon en présence de 100 ml de phosphate de sodium 0,1 M a pH
6,5 (Schultz et al., 1977). Apres agitation, le mélange est transvasé dans le ballon A dans
lequel sont ajoutés I'étalon interne, le valérate d’éthyle dilué au 1/1000, et quelques gouttes
d’huile de silicone comme anti-mousse.

2.2.1.2. Fonctionnement de I'appareil

Le solvant (50 ml) est placé dans le ballon B puis les deux ballons sont reliés a I'appareil.
Ces derniers sont portés a ébullition, les flux de vapeur se rencontrent dans la chambre de
mélange C avant d’étre condensés sur le réfrigérant. De par leur densité différente, I'eau et
le solvant se séparent dans la portion en U de I'appareil. Le solvant, chargé de composés
organiques entrainés par la vapeur d'eau, retourne au ballon B, et I'eau au ballon A.
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Ainsi, ce dispositif permet, a partir de quantités réduites de solvant, de réaliser
simultanément un entrainement a la vapeur et une extraction (Adda et Richard, 1992). Le
temps nécessaire pour l'extraction est d'environ 1 h.

2.2.2.1.3. Extraction

Trois solvants ont été utilisés successivement afin de tirer partie de la sélectivité de chacun
pour extraire le plus de composés aromatiques (Adda et Richard, 1992). Il s'agit du
chlorométhane, de I'éther diéthylique et de I'nexane.

Figure 4.2 : Appareil d'extraction de Likens et Nickerson

2.2.2.1.4. Concentration

Alafin de I'extraction, le contenu du ballon B est récupéré ; il contient le solvant qui renferme
les constituants volatils et une fraction d'eau résiduelle. Aprés décantation, cette derniére
est séchée sur du sulfate de magnésium anhydre.
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La fraction subit une distillation sur colonne Vigreux pour éliminer le solvant et
I'obtention de I'extrait aromatique qui est conservé dans un flacon brun, a I'abri de la lumiére,
de I'humidité et de la chaleur jusqu'a analyse.

2.2.2. Analyse qualitative des extraits par CPG

Les analyses sont réalisées a l'aide d’'un chromatographe en phase gazeuse (Fisons
Instruments GC 9000), a détecteur F.I.D, équipé d'une colonne capillaire DB1q

(méthylsilicone), 30 m x 0,25 mm DI.

Le gaz vecteur est de I'azote (2ml min'1). L'injecteur est maintenu a 240 °C alors que

la température du four est programmée de 70 a 200 °C a raison de 2 °C min '1.

Les composés volatils sont identifiés en comparant leurs temps de rétention par rapport
a ceux des produits purs injectés dans les mémes conditions.

2.2.3. Analyse qualitative des extraits par CG-SM

Pour la CPG, les analyses sont réalisées a I'aide d’'un chromatographe en phase gazeuse
(Shimadzu GC 17), a détecteur F.1.D, équipé d’'une colonne capillaire OV4 (méthylsilicone),

25 m x 0,25 mm DI. . La température de détection est de 240 °C. Le gaz vecteur est de

lhélium (1,7ml min'1 )- L'injecteur est maintenu a 220 °C alors que la température du four est

programmeée a 30 °C pendant 5 min puis a 200 °C pendant 15 min a raison de 2 °C min '1.

Pour la SM, les analyses sont réalisées dans un appareil de type Shimadzu QP 5000.
La température de linterface est de 240 °C, la pression est de 20,7 KPa, le mode de
détection est de type impact électronique et la durée de I'analyse est de 100 min.

Le composé est identifié soit a I'aide de l'indice de rétention lorsque les étalons
sont disponibles, soit en recourant a la SM. Les indices de rétention (IR) sont obtenus
aprés conversion des temps de rétention (TR) (Jennings et Shibamoto, 1980) alors que
l'ordinateur donne le spectre de masse de chaque molécule et un certain nombre de
suggestions par comparaison avec ceux d'une bibliothéque de référence (NIST12 LIB. et
NIST62 LIB.).

Pour l'identification d’'un composé donné, la suggestion proposée est retenue soit en la
comparant a la littérature, soit en retenant celle dont la probabilité est la plus élevée.

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Bilans d’extractions de la SDE

Les bilans d’extractions de la SDE selon le solvant utilisé sont donnés dans le tableau 4.1.

Si le rendement le plus élevé est obtenu avec 'hexane, ce qui était attendu sachant
que ce solvant est apolaire et non sélectif, il semble que sa température d’ébullition élevée
(69 °C) n’influe pas sur le rendement mais plutdét sur la nature des composés extraits. En
effet, elle peut provoquer la destruction des constituants a poids moléculaire faible et les
composés hydrosolubles (acétate d'éthyle et éthanol forment des azéotropes avec I'hexane)
(Schultz et al., 1977). Néanmoins, ces auteurs considérent I'hexane comme un excellent
solvant pour la plupart des composés volatils.
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Par ailleurs, bien que I'éther éthylique et le dichlorométhane soient des solvants
moyennement polaires, le rendement obtenu par le premier est supérieur a celui du second ;
ce qui est probablement dd a la différence des températures d’ébullition (34,5 contre 40 °C).

3.2. Analyse qualitative des extraits par CPG

3.2.1. Chromatogrammes des étalons

Les chromatogrammes des étalons ont été établis dans les conditions opératoires déja
décrites. Les étalons injectés et leurs temps de rétention (TR) en min sont indiqués dans
le tableau 4.2.

L'identification des constituants des extraits aromatiques est réalisée par comparaison
aux indices de rétention des étalons (IR-Std).

3.2.2. Extrait aromatique au dichlorométhane

5 composés volatils ont été détectés dont 3 ont été identifiés (tableau 4.3). Le nombre
de composés extraits est faible, ces derniers font partie des composés oxygénés dont
I'acétaldéhyde est le composé prépondérant.

Ce résultat peut étre expliqué, a priori, par la densité du dichlorométhane supérieure
a celle de I'eau, ce qui a provoqué le retour du solvant vers le ballon A, entrainant par la
méme les composés volatils.

Tableau 4.1. Rendements d’extraction selon les solvants

Poids de I'extrait (g) Dichlorométhane Ether éthylique Hexane
0,04 0,12 0,17
Rendement (%) 0,20 0,62 0,85

Tableau 4.2.Temps de rétention des étalons identifiés par CPG

Composé TR Composé TR
Pentanol 2,36 Nonanal 16,87
Acétaldéhyde 2,76 0 terpinéol 19,69
Heptanol 6,25 Décanal 20,47
a pinéne 8,51 Dodécane 22,57
B pinéne 10,19 Hexadécane 22,79
Octanal 11,08 Geraniol 22,91
Caréne 11,87 Acétate de terpényl 26,49
a terpinene 12,13  Acétate de géranyl 27,86
Valérate d’éthyl * 13,23 Heptadécane 32,23
O terpinéne 14,07 Nérolidol 33,60
a terpinéol 14,88 Octadécane 36,18
1- octanol 15,43 Benzaldéhyde 36,46
Linalool 16,03 - -

*: étalon interne

Tableau 4.3. Composés volatils identifiés par extraction au dichlorométhane
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Composé % d’aire TR Concentration (g/ kg
de MS)

Acétaldéhyde |3,52 2,78 0,10

Octanal 0,76 11,25 0,02

1- octanol 2,75 15,42 0,08

Non identifiés 92,97

3.2.3. Extrait aromatique a I'éther

Sur 58 composés volatils détectés, 14 ont été identifiés (tableau 4.4). Parmi ces composés,
15 % sont des hydrocarbures et 85 % sont des composés oxygénés dont I'acétaldéhyde
est le mieux représenté, soit 34,5 %.

3.2.4. Extrait aromatique a I’hexane

Sur 44 composés volatils détectés, 15 ont été identifiés (tableau 4.5). Les composés volatils
identifiés se répartissent en 46,6 % d'hydrocarbures et 53,3 % de composés oxygénés dont
I'acétaldéhyde est le composé majoritaire, soit 64,42 %.

3.2.5. Résultats de la SDE

Selon les solvants, les teneurs comparées en composés volatils montrent que les
composés oxygénés constituent 100, 85 et 53,3 %, et les hydrocarbures 0, 15 et 46,6 %,
respectivement pour le dichlorométhane, I'éther éthylique et I'hexane.

Bien que le nombre de composés extraits par I'éther éthylique soit plus élevé que
celui extrait par I'nexane (58 contre 44) (effet de la température), les concentrations de ces
composés sont plus importantes pour ce dernier.

La combinaison des résultats obtenus avec les trois solvants par CPG donne une idée
sur les composés volatils susceptibles de constituer le bouquet aromatique de la datte
Deglet-nour (tableau 4.6).

A priori, la note fruitée de la datte Deglet-nour serait essentiellement due aux composés
oxygénés alors que les hydrocarbures n'y participent que faiblement. Il ressort que
I'acétaldéhyde est le composé le plus important puisqu'il représente jusqu'a 64,42 % des
COMPOSES OXygéneés.

Dans ce sens, Norman et Fouse (1977) rapportent que l'acétaldéhyde représente
environ 73 % des composés carbonylés volatils totaux de la datte Deglet-nour de Californie.

[l est a noter que ce composé oxygéné n'est pas spécifique a la datte puisqu'il fait partie
de la composition aromatique d'autres fruits tels que la pomme (Flath et al., 1969), la fraise,
la banane et I'orange (Nursten et Williams, 1967) mais a des concentrations moindres.

Il faut signaler que les hydrocarbures aliphatiques identifiés n’ont probablement qu’un
réle secondaire dans I'ardbme de la datte. Dans ce sens, Buttery (1961) suggére que les
hydrocarbures saturés peuvent étre produits a partir des lipides.

De leur c6té, les alcools ne jouent qu’un réle mineur dans 'arbme, ils dérivent de la
décomposition des groupements carboxylés des acides gras insaturés, d’'une part, et des
composés carbonylés présents, d’autre part.

Tableau 4.4. Composés volatils identifiés par extraction a I'éther
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Composé % d’aire TR Concentration (g / kg de MS)
Pentanol 10,53 2,50 0,28
Acétaldéhyde 30,58 2,81 0,88
Octanal 0,16 11,90 4.6 _10-3
1- octanol 0,036 15,17 1,03. 10-3
Linalool 0,06 16,31 173, 10-3
Nonanal 0,08 17,18 1.18. 10-3
O terpinéol 0,018 19,82 0.51. 10-3
Décanal 0,31 20,71 0.89. 10-3
Hexadécane 0,55 23,05 0,015
Acétate de terpényl 0,84 26,45 0,024
Acétate de géranyl 0,036 27,62 103 10-3
Heptadécane 0,12 32,29 34. 10-3
Non identifiés 56,6

Tableau 4.5. Composés volatils identifiés par extraction a I’hexane

Composé % d’aire TR Concentration (g / kg de
MS)
Acétaldéhyde 64,42 2,89 1,86
a pinéne 0,04 8,93 115 10-3
Octanal 0,04 11,27 115 .10-3
Carene 0,15 11,85 4,33, 10-3
a terpinene 0,06 12,13 1,73, 10-3
0 terpinéne 0,03 13,88 0.86. 10-3
a terpinéol 0,19 14,58 54. 10-3
Linalol 0,35 16,59 0,010
Nonanal 1,91 16,94 0,055
O terpinéol 0,09 19,73 2.59. 10-3
Décanal 0,89 20,07 0,025
Hexadécane 0,25 22,89 72. 10-3
Nerolidol 0,20 33,67 57. 10-3
Octadécane 0,06 35,20 1,73. 10-3
Non identifiés 31,12

Tableau 4.6. Composition aromatique par CPG de la datte Deglet-nour

98




QUATRIEME PARTIE LES AROMES DE LA DATTE

Composés oxygénés Hydrocarbures

Acétaldéhyde Octanal DécapiaNerfianal Nerolidol Linalool Pentanol Nérolidol a
terpinéol & pinéne a

terpinéol Acétate de terpinéne &

terpényl Acétate de terpinéne Hexadécane Octadécane Caréne

géranyl

3.3. Analyse de I'extrait aromatique par CG-SM

L'analyse de I'extrait aromatique, obtenu par extraction a I'hexane, par CG-SM a donné des
spectres de masse assez riches en constituants volatils (tableau 4.7).

Tableau 4.7. Les composés volatils de ’'aréme de la datte Deglet-nour identifiés par CPG et par CG —-SM
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Composés TR | Identification
Hydrocarbures saturés

Tridécane 23,633 IR, SM
Décane 16,508 IR, SM
Décane-5 méthyl 20,358 SM
Décane diméthyl 20,008 SM
Dodécane 20,900 IR, SM
Heptane méthyl (Isomeéres) 3,350 SM
Hexane-3 éthyl-2 méthyl 3,525 SM
Hexadécane 37,292 IR-Std, SM
Octane 4,258 SM
Octane-3 méthyl 7,408 SM
Octane diméthyl 9,250 SM
Diphényl propane 53,192 SM
Tétradécane 24,783 IR, SM
Tridécane 27,383 IR, SM
Undécane- 4 méthyl 27,642 SM
Undécane 30,600 SM
Nonane diméthyl (Isomeres) 18,058 SM
Nonane 5,377 SM
Nonane-3 méthyl 11,350 SM
Octadécane-6 méthyl 28,400 SM
Cyclohexane diméthyl 3,608 SM
Cyclohexane triméthyl 5,233 SM
Cyclooctane 8,283 SM
Cyclopentane-1 éthyl-3 méthyl 3,742 SM
Cyclopropane-1 butyl-2 méthyl 14,325 SM
Octadécane 35,21 IR-Std
Hydrocarbures insaturés

Benzéne diméthyl (Isoméres) 6,267 SM
Benzéne propyl 11,042 SM
Décéne-1 10,542 SM
Décene-4 méthyl-6 14,750 SM
Hexéne-3 diméthyl 4,800 SM
Hepténe-1 éthyl-3 7,792 SM
Hexadécéne 65,957 SM
Heptadécéne 85,150 SM
Hepténe-3 propyl-4 8,658 SM
Ethylbenzéne 5,567 SM
Benzénacétaldéhyde 19,092 SM
Octéne-2 3,817 SM
Octadécene 75,992 SM
Penténe-1 5,033 SM
Téradécéne 24,783 SM
Undécéne-4 méthyl 8,392 SM
Undécene-2 7,150 SM
Nonéne-4 5,875 SM
Acénaphténe 44,792 SM
Azuléne 26,292 SM
Biphenyl-3-3 diméthyl 52,767 SM
Hydroperoxyde-1 méthyl-1-1phenyl éthyl 13,675 SM
Isopropyl biphényl 57,200 SM

1 H-indéne 31,500 SM
Fluoréne 50,733 SM
Toluéne 3,067 SM
Naphtaléne diméthyl (isoméres) 42,258 SM
Naphtaléne-1méthyl 134,025 SM
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Le bouquet aromatique de la datte Deglet-nour s’avere riche en composés volatils, il
renferme : 26 hydrocarbures saturés, 34 hydrocarbures insaturés, 14 alcools, 4 aldéhydes,
3 cétones, 2 esters, 2 acides gras et 1 phénol.

Si dans la plupart des cas, les hydrocarbures ne participent que trés modestement a
la note aromatique du produit, on aurait tort de mésestimer pour autant leur importance
(Richard et Multon, 1992)

Comme pour les alcools, les aldéhydes et les cétones sont des composés importants
dans les arbmes en participant a de trés nombreuses notes olfactives alors que les esters,
quoique peu représentés, sont des composés qui apportent essentiellement des notes
fruitées, et qui sont tres souvent caractéristiques d’un aréme particulier.

Enfin, la plupart des composés hétérocycliques sont générés lors des réactions
thermiques entre un composé de nature glucidique réducteur et un acide aminé.

a-Finéne

Oetanal

a1 erpinéol

Divlecane

La figure 4.3 : Spectres de masse de quelques composés identifiés.
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Au cours de la maturation de la datte Deglet-nour, une diminution de la teneur en eau est
associée a une augmentation de la teneur en sucres totaux (> 60 % MS) qui fait de la datte
un aliment glucidique de qualité.

Ces résultats montrent que la datte Deglet-nour a tendance a perdre plus d’eau que
d’autres variétés au cours de son développement. Arrivée au stade lll, la datte a déja perdu
plus de 50 % de sa teneur en eau enregistrée au stade vert avec un début d’accumulation
des sucres réducteurs (4 fois plus qu’au stade vert) qui se stabilise au stade mdr d’ou
'existence d’'une relation étroite entre la réduction des sucres et la teneur en eau des
dattes, contrdlée par l'invertase. En effet, a ce stade lll, une solubilisation maximale de cette
enzyme induit la conversion de plus de 50 % du saccharose en sucres réducteurs.

Durant le stade mdr, I'activité de I'invertase diminue alors que les autres enzymes
commencent a étre actives. Donc, l'invertase est une enzyme-clé qui contrble le taux
de sucres réducteurs et d’eau dans le fruit ; paramétres qui influent sur les qualités
organoleptiques de la datte.

Dans ce sens, la littérature rapporte que I'activité invertasique se déclenche avant les
activités des polygalacturonases et des cellulases, responsables de la texture ; ainsi que
celle des polyphénoloxydases, responsables du brunissement enzymatique ; elle influence
I'activité de ces enzymes (Kanner, 1967). L’activité polyphénoloxydase diminue rapidement
lors de 'augmentation des composés solides solubles, particulierement le saccharose, et
c’est l'inversion de ce dernier qui déclencherait I'activité polyphénoloxydase (Hulme, 1970).
En effet, les activités qui ont été exprimées reflétent exactement cette possibilité et font que
invertase et la polyphénoloxydase soient des enzymes intéressantes dans la datte.

L'évolution remarquable de I'activité polyphénoloxydasepeut étre expliquée par la
présence de formes solubles de polyphénoloxydases qui augmentent avec le taux de
maturité du fruit (Macheix et al., 1990; Marques et al., 1995).Ces polyphénoloxydases
sont responsables de I'oxydation enzymatique des polyphénols de la datte matérialisée
par la chute de la teneur en composés phénoliques solubles totaux et par I'augmentation
de la teneur en tanins condensés au cours de la maturation due a la conversion des
tanins solubles en tanins insolubles; ce qui explique la disparition de I'astringence de
la datte plus ou moins prononcée relevée lors de la premiére phase de la maturation.
Les polyphénoloxydases contribuent a ces réactions par voie enzymatique alors que
la condensation des sucres avec les acides aminés et l'oxydation des lipides sont
responsables du brunissement non enzymatique.

L’évaluation de la teneur en acides aminés n'a pas permis de mettre en évidence le
réle précis de ces derniers dans le développement de la réaction de Maillard conduisant a
la formation de pigments et d’arbmes spécifiques. Toutefois, Maier et Schiller (1961) ont
suggéreé que l'unique voie possible du brunissement non enzymatique dans la datte est la
condensation des acides aminés avec les sucres réducteurs qui produisent des composés
carbonyles volatiles responsables de la flaveur (E I’Odé et al., 1966). La chute des teneurs
enprotéines et en acides aminés, au cours de la maturation, explique probablement leur
implication dans la réaction de Maillard bien que, la réaction entre les sucres et les acides
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aminés étant équimoléculaire, le facteur limitant est la faible concentration en ces acides
aminés et en ces peptides solubles.

Les interactions entre les lipides et les protéines dans les végétaux revétent une grande
diversité due a la multitude des lipides et des protéines impliquées (Godon, 1982). Dans
ce sens, l'importance des phénomeénes d’oxydoréduction des lipides dans la datte sont a
considérer sachant que leur oxydation est catalysée par la lipoxygénase, la température,
les ions métalliques ou les radicaux libres pour aboutir dans tous les cas a la formation de
produits instables. Ces derniers, au méme titre que les quinones, augmentent au cours du
stockage

En somme, pour maintenir le brunissement enzymatique a un niveau minimal durant
le stockage, il est nécessaire d’inactiver les enzymes par I'exclusion de l'oxygéne,
'abaissement de la température et la réduction de 'humidité relative.

D'un autre cété, une diminution des teneurs en composés de la paroi végétale est
relevée au cours de la maturation. Ceci est certainement di a une activité enzymatique
spécifique a chaque constituant pariétal (Mustapha et al. , 1986).

Avec une teneur de plus de 10 %, la datte Deglet-nour est riche en fibres totales
comparée aux dattes séches considérées comme une source de fibres. En effet, plus la
teneur en fibres est élevée et plus la datte est séche. Parmi ces fibres, un intérét particulier
a été porté aux substances pectiques qui ont été trés peu étudiées puisque la littérature ne
propose que quelques données globales sur les caractéristiques générales des pectines
totales.

Les fractions pectiques (PSE, PSO, PSH ) extraites se caractérisent par des teneurs
élevées en oses neutres ( [1 15 % MS) et par des taux faibles en Gal A ( [1 50 % MS) ; et
cela au cours des différents stades de la maturation, contrairement aux valeurs proposées
pour d’autres fruits ou il n’est pas rare d’obtenir des teneurs en Gal A de 'ordre de 65 a 80
% MS et des taux d’oses neutres de 10 % MS. Ces résultats contribuent a une meilleure
connaissance des substances pectiques de ce fruit.

A ces substances pectiques sont associées les enzymes pectiques dont le rdle dans
le ramollissement des fruits est essentiel. En effet, 'augmentation des activités PG et PME
est accompagnée par une diminution de la teneur en pectines totales (exprimées en % MS)
au cours de la maturation et par une augmentation de la teneur en PSE du stade | au stade
IV. La caractérisation des PG a montré que ces derniéres seraient de type exo-PG mais la
présence d’endo-PG ne peut étre formellement exclue.

Par ailleurs, une augmentation de l'activité des cellulases, absente au stade vert, dans
les derniers stades de développement (environ 300 %), est matérialisée par une chute de
la teneur en cellulose de plus de 50 % du stade Il au stade IV, au niveau d'une datte. Ceci
démontre I'effet des cellulases qui, conjugué a celui des PG et des PME, joue un réle majeur
dans la texture de la datte et, par la-méme, sur son ramollissement au stade mr.

Chez les végétaux, les composés carbonylés sont considérés comme des arémes
issus, principalement, de la biocatalyse par la lipoxygénase avec les acides gras essentiels
comme précurseurs (Cf.Partie Il, chapitre Il, paragraphe 3.2). Les hydroperoxydes de
I'acide linoléique conduisent par scission a la formation d’aldéhydes, constituant majoritaires
de I'odeur rance. Norman et Fouse (1977) ont proposé leur utilisation comme indice de
qualité chez la datte Deglet-nour.

Cependant, les composés volatils de la datte Deglet-nour d'Algérie, bien qu'ayant des
similitudes avec une dizaine de composés déja attribués a I'arbme de différentes variétés de
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dattes par Jaddou et al. (1984) et Torres et al. (1995), montrent des différences importantes
dans la composition du bouquet final. A priori, ces différences sont en relation avec la
méthode d'extraction des constituants volatils adoptée, a savoir la SDE. Cette derniére a
permis, a partir de 20 g de dattes et d'un faible volume de solvant, I'obtention d'un extrait
aromatique suffisant pour des analyses qualitatives et quantitatives.

Si pour les dattes cultivées a Elche, les résultats ont montré qu’elles renferment 60
composés dont 25 ont été identifiés, la datte Deglet-nour étudiée renferme plus de 100
composeés dont 86 ont pu étre identifiés. Le nombre élevé de composés volatils identifiés par
CG-SM montre, a priori, que cette technique est adaptée a I'analyse des arbmes de la datte.

Le nombre remarquable de composés identifiés, dont I'acétaldéhyde est le composé
majeur auquel est attribuée la note aromatique de la datte, est a prendre en considération
sachant le peu d'études effectuées sur les arébmes de la datte.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

Stade | : premier stade de maturation, stade vert ou Kimri
Stade Il : deuxiéme stade de maturationou stade Khalal
Stade lll : troisiéeme stade de maturation,stade rouge ou Routab
Stade IV : quatriéemestade de maturation,stade mdr ou Tamar
MF : matiére fraiche

MS :matiére séche

PVP : polyvinylpyrrolidone

Ul : unité internationale

PME : pectineméthylestérase

PG :polygalacturonase

NDF : neutral detergent fiber

ADF :acid detergent fiber

MIA :matériel insoluble a I'alcool

PSE :pectines solubles a l'eau

PSO :pectines solubles a I'oxalate

PSH :pectines solubles a l'acide

DM : degré de méthylation

Gal A : acide galacturonique

n sp : viscosité spécifique

A 234 :absorbance a 234 nm

A270 : absorbance a 270 nm
A 2g5 :absorbance a 285 nm

PPO : polyphénoloxydase

V i ‘:vitesse initiale

SDE : distillation extraction simultanées

CPG : chromatographie phase gaz

CG-SM : chromatographie phase gaz-spectroscopie de masse
TR :temps de rétention

IR: indice de rétention

IR-Std :indice de rétention des étalons
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