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Résumé

L’objectif recherché a travers cette étude vise le dosage des composés phénoliques,

I’évaluation de I’activité antioxydante, I’activité hémolytique et anti-hémolytique de I’extrait
de noyaux de dattes Phoenix dactylifera L, variété « Ajwa ».
L’extrait de la poudre de noyaux a été préparé par des extractions successives, 1’hexane pour
éliminé la matiére grasse et par un melange de solvants (méthanol, éthanol et acétone) pour
extraire les composes phénoliques. La teneur en polyphénols est déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu, les flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium et les tanins par la
vanilline HCl. L’activit¢ antioxydante a ¢été évaluée par la méthode de la capacité
antioxydante totale, le test hémolytique in vitro a été utilisé pour mesurer la toxicité de
I’extrait de noyaux a différentes concentrations sur les érythrocytes humains pendant 30 min a
37 °C.

Les taux de polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés présents dans I’extrait de
noyaux sont 77,115 ng EAG/ mg ES, 28,10 pg EC/ mg ES et 42,063 pg EC/ mg ES,
respectivement. Le résultat de la capacité antioxydante égale a 28.4 ug EAA/mg ES.

Les resultats du test de toxicité ont montré que l'activité hémolytique de I’extrait a une
concentration de 20mg/ml n’a pas dépassé les 26,93%, pour I’activité anti-hémolytique de
I’extrait, le pourcentage maximum d’inhibition d’hémolyse est 50,66% a une concentration de
18,75 pg/ml. Ces résultats confirment la capacité antioxydante et le faible pouvoir toxique des

noyaux des dattes a des concentrations élevées.

Mots clés: noyaux de dattes, composés phénoliques, activité antioxydante, activité anti-
hémolytique, hémolyse.



Abstract

The objective searched in this study is the determination of phenolic compounds, the
evaluation of the antioxidant activity, the hemolytic and anti-hemolytic activity of the extract

of Phoenix dactylifera L date stones, variety "Ajwa".

The kernel powder extract was prepared by successive extractions, hexane to remove the fat
and a mixture of solvents (methanol, ethanol and acetone) to extract the phenolic compounds.
The polyphenol content is determined by the Folin-Ciocalteu method, the flavonoids by the
aluminum trichloride method and the tannins by vanillin HCI. Antioxidant activity was
evaluated by the method of total antioxidant capacity, the in vitro hemolytic test was used to
measure the toxicity of the extract of nuclei at different concentrations on human erythrocytes
for 30 min at 37 °C. The levels of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins
present in the kernel extract are 77.115 ug EAG / mg ES, 28.10 ug EC / mg ES and 42.063 pug
EC / mg ES, respectively. The result of the antioxidant capacity equal to 28.4 ug EAA/mg ES.

The toxicity results showed that the hemolytic activity of the extract at a concentration of 20
mg / ml did not exceed 26.93%, for the anti-hemolytic activity of the extract, the maximum
percentage of The inhibition of hemolysis is 50.66% at a concentration of 18.75 pg / ml,
These results confirm the antioxidant capacity and the low toxic power of date stones at high

concentrations.

Key words: date stones, phenolic compounds, antioxidant activity, anti-hemolytic activity,

hemolysis.
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Introduction générale

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur environnement et en particulier les plantes, qui
forment des sources riches en produits naturels, pour soigner diverses maladies. Les plantes
sont des réservoirs de molécules bioactives encore peu explorées, elles représentent une
immense source des composés phénoliques (acide phénolique, flavonoides, tannin condensé,
etc.). L’extraction et I’isolation de ces composés a partir d'espéces de plantes utilisées en
médecine traditionnelle peuvent étre des ressources prolifiques de nouveaux médicaments
(Karmakar et al., 2011).

Aujourd'hui, les agents antioxydants de source naturelle ont suscité un intérét particulier car,
ils peuvent protéger le corps humain contre les maladies causées par les radicaux libreset ceci
avec moins d’effets secondaires, contrairement aux agents antioxydants synthétiques, tels que
le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroquinone
tertiaire (BHQT) largement commercialisés dans Il'industrie alimentaire. leurs applications
provoquent un potentiel risque et toxicité pour la santé humaine. Pour cette raison, la
recherche de molécules bioactives d’origine naturelle a constitué d’ailleurs un des axes
prioritaires ces derniéres années.

Le palmier dattier Phoenix dactylifera L (600 variétés) est le pilier des écosystémes oasiens
ou il permet de limiter les dégats d’ensablement, joue un role protecteur contre le
rayonnement solaire intense pour les cultures sous-jacentes (arbres fruitiers, cultures
maraichéres et céréales). Par sa présence dans ces zones désertiques, les diverses formes de
vies animales et végétales, indispensables pour le maintien et la survie des populations, sont
possibles. 1l a de plus un réle socioéconomique majeur pour les populations de ces régions
pour les quelles il fournit un fruit, la datte dont les qualités alimentaires sont indéniables.

Vu l'importance de la valorisation des sous-produits de Phoenix dactylifera L, variété «
Adjwa », on a opté a realiser ce travail qui a comme objectif la quantification des composés
phénoliques par des méthodes spectrophotometriques. Le second objectif est d'évaluer
l'activité antioxydante, activité hémolytique et activité anti-hémolytique d'un extrait de
noyaux.

Ce manuscrit comporte trois chapitres. Le premier chapitre présente un rappel des
principales données bibliographiques a savoir la présentation botanique de Phoenix
dactylifera L, une synthése bibliographique sur les composés phénoliques, il renferme aussi
un rappel sur l’activit¢ antioxydante et 1’hémolyse. Le deuxiéme chapitre matériel et

méthodes, couvre I’ensemble des travaux personnels expérimentaux, principales méthodes,

1



Introduction générale

matériels, produits chimiques et réactifs utilisés. Le troisieme chapitre décrira en premier lieu
les résultats acquis lors de travail avec une discussion générale.
On terminera ce travail de mémoire par une conclusion générale donnant un récapitulatif sur

les principaux résultats obtenus, ainsi que les perspectifs qui feront des objectifs d'ultérieurs

travaux et une liste compléte des références bibliographiques pour I’ensemble des chapitres.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

1.Phoenix dactylifera L
1.1.Généralité sur Phoenix dactylifera L

Il y a quelques millénaires, les dattes représentaient déja un fruit d’excellence chez les
Mésopotamiens et les Egyptiens des temps pharaoniques. Le palmier dattier est une plante
médicinale symbolique, compagnon de I’homme depuis la nuit des temps. Ils sont des arbres
des régions tropicales humides mais au cours des ages, ils se sont adaptés aux climats chauds,
semi-arides ou arides. Si, en Afrique subsaharienne, cette famille est largement représentée au
Sahara, on n'en rencontre que deux especes, d'une importance €économique majeure
(Benchelah et Maka, 2006).

1.2. Taxonomie et systématique

Phoenix dactylifera L est le nom scientifique du dattier qui lui a été attribué par Carl von
Linné en 1734 (photo 1). Phoenix dérive de Phoinix, nom du dattier chez les Grecs de
I'antiquité, dactylifera vient du latin dactylus dérivant du grec dactulos signifiant doigt, en
raison de la forme du fruit (photo 2). C’est une plante dioique, ¢’est-a-dire existe des dattiers
males et des dattiers femelles. La classification du palmier dattier est comme présentée si
dessous (Laouini, 2014) :

e Embranchement : Phanérogames.

e Sous-embranchement : Angiospermes.

e Classe : Monocotylédones.

e Groupe : Phoenocoides.

e Ordre : Palmales.

e Famille : Arécacées.

e Sous-famille : Coryphoideae.

e Genre : Poenix.

e Espéce : Phoenix dactylifera L.
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Photo 1. Phoenix Dactylifera L Photo 2. Fruit de dattier

1.3. Origine du palmier dattier

Le palmier dattier a été cultivé pour la premiére fois dans les zones arides et semi-arides
chaudes de 1’ancien monde situé ente I’Euphrate et le Nil, vers 4500 avant J.-C. Il connut
ensuite une extension vers les autres régions du monde (Bengag 2009).

1.4. Les zones de culture

Le Moyen-Orient et le Sahara septentrional restent les zones de prédilection des dattes en
excluant toute fois les régions trop proches qui ne favorisent pas une bonne maturation.
L'lrak, qui compterait prés d'un tiers des arbres plantés au monde, fut longtemps le premier
producteur. L'Egypte avec la vallée du Nil et les oasis du désert libyque a depuis pris le relais.
En Algérie, la région de Béchar, le Touat, le Tidikelt et le Mzab ont de belles palmeraies,
mais le pays des dattes se situe entre Ouargla, Oued Rhir et Oued Souf et se poursuit dans le
Djerid et Nefzaoua en Tunisie. Dans le Sahara central, on connait des palmeraies, celle de
Djanet a 1’ extréme Sud-est algérien en est tin exemple. Les palmeraies ont été aménagées
aussi en Afrique du Sud, en Australie et aux Etats-Unis (Benchalah et Maka, 2006). Le
tableau 01 donne la production mondiale des dattes, selon la base de données FAO 2019.

Tableau 01. Production en tonne

Egypte 1603 762
Arabie Saoudite 1539 756

Iran 1307 908
Algérie 1136 025

Irak 639 315

Reste du monde 9 057 446
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1.5. Les dattes

La datte est considérée comme extrémement nutritive et indispensable a I'équilibre de
I’organisme. Le fruit contient en général peu d'eau. Les protides et lipides sont réduits 2,2% et
0,6% respectivement, peu de fibres 7 % au maximum, mais les glucides constituent 73 %. La
datte est également tres riche en aliments minéraux divers : magnésium, calcium, potassium,
phosphore, fer. Elle offre aussi des vitamines B, PP. Sa valeur calorique tourne autour de 300
calories (Benchelah et Maka 2006).

Les dattes sont d'un apport énergétique important et sont bien adaptées a I'effort physique de
longue durée. Ses sucres lents sont favorables a I'endurance. Au Sahara, c'est la nourriture de
base des caravaniers. On les consomme donc fraiches, mures ou pour certaines, avant sa

maturation compléte (Benchelah et Maka 2006).
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Image 1. Quelques variétés des dattes.

1.6.Noyau de datte

Le noyau est un organe de reproduction représente 7 a 30 % du poids total de datte. Il est de
forme allongée entourée d’un endocarpe membraneux, arrondie, ovoide, parfois sphérique.
Plus ou moins volumineux, lisse ou pourvu de protubérances latérales. Sa couleur va du gris

au brun. 1l présente un sillon central et un embryon diamétralement opposé (photo 4).
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Un endosperme dur qui contient de cellulose sur I’intérieur des murs de la cellule. De plus le
noyau contient des teneurs en lipides et en protéines plus que celui des dattes.

Des études menées sur la composition chimique de noyau montre sa richesse par les
carbohydrates, il est une bonne source des fibres alimentaires (jusqu’a 94%), en huile a haute
valeur ajoutée, glucose, gomme, matieres protéiques solubles et insolubles, tannins,

Anthocyanides, résine, pectose insoluble, matieres colorantes, cellulose et sels fixes.

Tégument
Albumen

Sillon

Photo 4 : Caractéristique de Noyau de datte.

1.7.Utilisation des noyaux de datte et ses extraits
L’huile extraite des noyaux est utilisée en pharmacologie, cosmétique et savonnerie, mais
aussi peut étre une source potentielle d’huile de table.
Utilisation pharmacologique

Dans la médecine arabe, les noyaux sont recommandés pour le traitement des maladies
rénales, les infections biliaires, les maladies de la peau, pour soulager le rhumatisme et
céphalée, guérir la lépre, traitement de diabéte et pour traiter de maniére curative et/ou
préventive les manifestations cutanées du vieillissement ; diminuer les rides, anti-tumorale et
protecteur de certains types de cancer (khalid et al, 2017). Il a un bon effet sur I’utérus apres
I’accouchement. Ils servent a renouveler le sang et diminuer la fiévre. Ils sont utilisés dans les
plaies, les Iésions et I'inflammation.
Les noyaux réduits en poudres sont consommés comme café en raison de leur saveur
styptique et odeur agréable, ils sont apaisants pour le cardiovasculaire (Gasmi, 2012).
Ce produit thérapeutique est aussi susceptible de réduire le taux de cholestérol dans le sang. Il
I'emploie dans les tumeurs des parties génitales et leur induration, sous forme de cataplasme
(Abdul-Afiq et al, 2013).

Utilisation en cosmétique
Les noyaux carbonisés sont ajoutés a 1’encre solide, utilisé comme dentifrice par les Chinois,

également comme fard pour les yeux en raison de ses propriétés de nettoyage reconnu,
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mélanger avec du « Khol », active la croissance des cils et améliore 1’ophtalmie, pour les

cheveux. Actuellement la poudre des noyaux de dattes est utilisée en environnement comme

un agent de détoxication et de dépollution (Gasmi, 2012). Les noyaux sont employées aussi

dans I’alimentation des animaux (Golshan et al, 2017; Al-Farsi et Lee, 2011).

D’autres usages médicinaux des dattes sont regroupés dans le tableau 2.

Tableau 02. Usage médicinal des dattes (Benchelah et Maka 2006).

Dattes pliées

dans de l'eau
Sirop de
dattes  tres
concentré
Fruit

Pulpe de
datte

Dattes vertes

noyaux

Noyaux
broyes

Les dattes soignent les hémorroides, les constipations et aussi l'ictere.

Le robb est tres employé dans les affections broncho-pulmonaires, d'autre part, il

apaise et endort les enfants. 11 sert de calmant pour les maladies nerveuses.

I1 est énergétique. 11 est recommandé aux femmes qui allaitent et permet de
lutter contre I'anémie et les déminéralisations. Souvent la mere glisse furtivement
dans le creux de la main de sa fille sur le point d'accoucher une poignée de dattes.
On signale dans certaines régions l'efficacité des dattes contre les piqures de
scorpion et les morsures de serpent, traitement externe que l'on associe a un
traitement interne consistant a manger le fruit.

Les lévres des nouveau-nés étaient frottées avec un peu de pulpe pour les vivifier.

Tonifiantes, elles soignent les troubles intestinaux comme les diarrhées et ont la
réputation d'étre aphrodisiaques.

Les hommes ont eu recours g ce complément alimentaire en périodes difficiles.
Torréfiés, ils ont aussi servi de café.

La poudre stimule le cuir chevelu. De méme, la poudre des noyaux carbonisés

était utilisée comme fard pour les yeux.
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2. Globule Rouge

2.1. Définition

Les globules rouges, hématies ou érythrocytes sont des petites cellules, de forme discoidale
biconcave, les plus nombreuses du sang 5.10° par mm? dans le sang d’un étre humain. Les
hématies sont dépourvues de noyau, ce qui limite leur survie a 120 jours. A 1’état normal, tous
les globules rouges ont une méme forme, méme diametre et méme coloration, toutes
modifications de ces criteres traduits un phénomene pathologique.

2.2. Membrane de globule rouge

La membrane des érythrocytes a servi pendant de nombreuses années comme un modeéle
simplifié des membranes plasmiques des mammiferes. Elle est constituée essentiellement de
lipides et de protéines qui sont liés par des interactions non covalentes, telles que : interaction
de Van der Waals, liaisons hydrogénes, forces électrostatiques et hydrophobes pour former
une structure complexe (Franco et Low, 2010 ; Manaargadoo-Catin et al, 2016).

2.3. Hémolyse

L’hémolyse présente la répartition ou la perturbation de l'intégrit¢ de la membrane des
globules rouges. Par définition c’est la rupture de la membrane des globules rouges,
provoquant la libération de I'némoglobine et d'autres composants internes dans le fluide
environnant.

L’hémoglobine libre dans le surnageant peut &tre mesurée par spectrophotométrie et est
exprimée sous la forme d’un pourcentage de fraction hémolysée. Cette mesure est simple,
standardisée et reproductible (Roussel et al, 2020).

2.4.Mécanisme d’hémolyse

Mécanisme de lyse osmotique est similaire a I'némolyse dans les médias hypotoniques, qui est
principalement expliquée par le changement conformationnel ou associatif des protéines
membranaires conduisant a la formation de trous et 1’hémolyse ultérieure. Au cours de
I'némolyse en milieu hypotonique, les érythrocytes se gonflent et la réorganisation des
composants de la membrane se produit avec l'association des ankyrines et la Band 3 ainsi que
la modification du rapport spectrine dimére / tétramére. L'intervention de la protéine bande 3
est spécifique de la membrane érythrocytaire par rapport a d'autres cellules.

L'augmentation de la mobilité latérale et de rotation de la bande 3 conduit a la formation
d'anneau créant des trous membranaires d'une dimension denviron 3 pm. Ces pores
permettent la diffusion de I'hémoglobine dans le milieu extracellulaire (Manaargadoo-Catin
et al, 2016). (figure 01) .
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Figure 01. Organisation structurelle de la membrane érythrocytaire humaine (Mohandas et
Gallagher, 2008).

3. Activité antioxydante
3.1.Stress oxydant

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre les systemes producteurs d’especes
réactives de lI'oxygéne (ROS) ou des especes réactives de I'azote (RNS) et les systéemes de
défense antioxydants en faveur des premiers, ce qui produit des dégats tissulaires a travers les
modifications oxydatives des biomolécules cellulaires.
3.2.0rigine du stress oxydant
La pollution, le tabagisme, 1’alcoolisme, la prise des contraceptifs, 1’exposition prolongée au
soleil ou a des radiations, la pratique du sport de haut niveau et I’inflammation chronique sont
des sources de production des ROS. Une surproduction de ROS entraine un désequilibre dans
la balance entre agents oxydants et agents antioxydants au sein des cellules et des tissus. Une
alimentation pauvre en fruits et légumes ou se trouve la majeure partie des antioxydants
exogenes nécessaires (vitamines C et E, caroténoides, polyphénols) favorise une baisse de la
capacité antioxydante se qui es insuffisant pour empécher les dégats cellulaires qui peuvent

causer les radicaux libres de I’oxygéne (Valko et al, 2007).
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3.3.Définition d’un radical libre

Un radical libre est définie comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés, cette molécule est trés instable et réagit rapidement avec d’autres composants
essayant de capturer 1’¢électron nécessaire pour acquérir la stabilité. Une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attague une molécule stable, la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre.

3.4. Pathologie liée aux stress oxydants

La notion de « stress oxydant » et de « radicaux libres » est de plus en plus utilisée pour
expliquer différentes atteintes pathologiques. Peuvent provoquer des dommages aux
macromolécules biologiques (ADN, protéines, phospholipides membranaires, etc.), et peuvent
entrainer la mort cellulaire, qui joue un réle important dans de nombreuses pathologies,
incluant : la cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire
aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré (Favier, 2006 ; Pisoschi et Pop, 2015). Le
stress oxydant serait également impliqué dans les maladies neurodégénératives, notamment la
maladie d’Alzheimer et parkinson ou la mort neuronale pourrait étre liée a un phénomeéne
d’apoptose impliquant les radicaux libres.

Enfin, les radicaux libres semblent également jouer un réle non négligeable dans la
cancérogenese. La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec I'age,
car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production

mitochondriale de radicaux libres (Favier, 2006).

3.5.Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est toute molécule endogéne ou exogene présente en faible concentration par
rapport a celle de substrat oxydable, qui est capable de prévenir, de retarder et de réduire
I’ampleur de la destruction oxydante des biomolécules. Ces antioxydants peuvent avoir
plusieurs origines, ils peuvent étre produits dans I’organisme ou apportés par 1’alimentation

ou bien sont issus d’une synthése chimique (Karou et al, 2005).

3.6. Antioxydant endogéne

L’organisme possede ses propres mécanismes de défense. Il s’agit principalement d’enzymes
cytosoliques (superoxyde dismutase (SOD), catalase, glutathion peroxydase et le complexe
enzymatique de la thioredoxine). Ces enzymes antioxydantes permettent I’élimination des

radicaux libres primaires par les réactions suivantes (Favier 2006) :

11



Chapitre I : Synthese bibliographique

20% + 2H* =================>H,0,+0,
Superoxyde dismutase
2H200=====================>H,0,+0>
Catalase
H202+2GSH================>;H,0 +GSSG

Glutathion peroxydase

3.7. Antioxydant exogéene

Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule d’antioxydant pi¢ge un seul radical
libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau cette molécule d’antioxydant doit étre régénérée
par d’autre systéme. Les antioxydants exogenes incluent : la vitamine C, vitamine E, I’acide

ascorbique, le B-caroténe, le flavonoide et les composée phénolique (Dacosta, 2003).

4. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont principalement synthétisés a partir des hydrates de carbone
via la voie de I’acide shikimique et la voie de 1’acétate.

Celles de I’acide shikimique conduisant aprés transamination et désamination aux acides
cinnamiques et a leurs dérivés et celles de I’acétate conduisant aux poly-cétoesters ou
polyacétates (malonate). La structure des composés phénoliques va du simple noyau
aromatique de faible poids moléculaire jusqu’aux tanins complexes de tres haut poids
moléculaire (Chira et al, 2008).

4.1.Les acides phénoliques

Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes peuvent
étre distingués.

4.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Ces composés répondent a une représentation structurale de type (C6-C1), dont les plus
répandus sont I’acide salicylique et 1’acide gallique (tableau 3).

4.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Ces composés répondent a une représentation structurale de type (C6-C3), dont les plus
abondants sont les acides caféique et coumarique (tableau 3). Ils sont a 1’origine des voies de

biosynthése de nombreuses substances telles que les lignines, les flavonoides et les stilbénes.

12
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Tableau 3. Structure des dérivés de 1’acide benzoique et 1’acide cinnamique.

Rs Ry
(8]
R, R
OH \
K5 R, Rz R,
Les acides benzoiques R 18 R3 Ry Les acides cinnamiques Ry R R3 Ry
Ac. benzoique H H H H Ac. cinnamique H H H H
Ac. salicylique OH H H H Ac. o-coumarique OH H H H
Ac. p-hydroxy- benzoique H H OH H Ac. m-coumarique H OH H H
Ac. gallique H OH OH OH Ac. p-coumarique H H OH H
Ac. protocatéchique H OH OH H Ac. caféique H OH OH H

4.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques, comprenant 15 atomes de carbone
formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de 3
carbones (Figure 2). Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. Ils ont des réles variés dans les plantes en tant que métabolites secondaires, étant
impliqués dans les processus de défense contre les UV, la pigmentation, la stimulation des

nodules de fixation de I’azote et la résistance aux maladies (Chira et al, 2008).

Figure 2. Structure genérale de flavonoides.

4.2.1. Flavones et flavonols

Ces flavonoides possedent généralement trois hydroxyles phénoliques en C5, C7 et C4 et une
double liaison C2-C3. Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un
groupement OH en position C3 (figure 3). Ces composés peuvent exister soit sous forme
d’aglycones, soit sous forme d’hétérosides. Les sucres les plus souvent impliqués sont des
aldoses : D-glucose, D-galactose, L-rhammnose et L-arabinose (Andersen et Markham,
2006).

13
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Flavone

-

Isoflavone

q
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40 J X
B OH
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Figure 3.Structure de base des principaux flavonoides.

4.2.2. Flavanones et flavanonols

Les flavanones et les flavanonols sont caractérisés par 1’absence de la double liaison C2-C3
et par la présence d’un carbone asymétrique en C2, voire en C3 (figure 3). Les variations
structurales sont de méme nature que celles décrites pour les flavones et flavonols.
Les flavanonols (encore appelés dihydroflavonols) se distinguent des flavanones par la
présence d’un groupement OH en position C3. Sur la figure 9 sont représentés des exemples
de molécules appartenant a ce groupe de flavonoides (Andersen et Markham, 2006).
4.2.3. Les flavan-3-ols

Les flavan-3-ols sont la catégorie de flavonoides la plus complexe. Ces composés vont des
simples monomeres (+)-catéchine et son isomeére (-)-épicatéchine, jusqu’aux oligoméres et
polymeres de proanthocyanidines (Chira et al, 2008).
Les flavan-3-ols (appelés aussi les catéchines) possédent deux atomes asymétriques en C2 et
C3 (figure 3). Chaque composé peut alors exister sous forme de quatre steréoisomeres
optiquement actifs: (+)-catechine, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, (-)-épicatéchine. Le premier
et le quatrieme sont les formes les plus répandues (Andersen et Markham, 2006).
4.2.4. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium) porteur
de 3 cycles aromatiques conjugués. Ce sont des pigments, trés répandus dans les fleurs et les
fruits. Dans la nature, ces pigments n’existent pas sous forme aglycone, mais sous forme

d’hétérosides (Andersen et Markham, 2006).

14
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4.3. Les tanins

IIs représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de fagon rigoureuse, car il n’y a
pas de structure chimique de base. lls sont des molécules de haut poids moléculaire, fortement
hydroxylé et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides,
aux protéines et aux enzymes digestives.

Les tanins sont divisés en deux groupes principaux d’apres leurs structures et leurs propriétés,

les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Chaoueche 2014).

4.3.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysés, essentiellement localisés dans les dicotylédones des angiospermes, sont
des oligo- ou des polyesters d’un sucre qui est trés généralement le glucose et d’un nombre
variable de molécules d’acide phénol qui est soit I’acide gallique dans le cas des tanins
galliques, soit I’acide hexahydroxy diphénique (HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas
des tanins éllagiques . Comme leur nom 1’indique, ils sont facilement hydrolysables par voie
chimique ou enzymatique.

4.3.2. Tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidine;-forment le groupe le plus important.

IIs ne possédent pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est voisine de celle des
Flavonoides. Ce sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) et

flavan3,4-diols (leucoanthocyanidines) (Figure 4).

i} HO
n HO |
”1-1

L ) SO0
'r ol | [
“'\-].[/ IF ) . I_ '.— _I:'-:_i. IL by L‘ | o
Terchebulme R = H : Proanthocyamdine

R = OH : Prodelphmidine

Figure 4. Structure de tanin hydrolysable et tanin condensé.
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1. Matériel végétal (Noyaux de dattes)

Les dattes utilisées (Ajwa) sont collectées de palmeraies de la wilaya de Biskra. Les noyaux
sont récupéres, lavés, séchés puis broyés en poudre fine a I’aide d’un broyeur électrique. La
poudre est de couleur marron et elle est conservée a 1’abri d’humidité dans des flacons propres

en verre bien fermés.

Photo 04. Noyaux de dattes broyés.

2. Etude phytochimique

2.1.  Extraction par soxhlet

2.1.1. Extraction de la matiére grasse

Le solvant utilisé est I’hexane, on a utilisé 20g de la poudre de noyaux de dattes dans une
cartouche, avec 450ml de I’hexane. L’extraction a été faite a 45°C par soxhlet durant 2
heures.

2.1.2. Extraction des composés phénoliques

Apres I’extraction de la matic¢re grasse, on a gardé la méme cartouche et on a changé que le
ballon. L’extraction a été faite & 60C° durant 2 heures, avec un mélange de trois solvants en
proportion de 150 ml de chaque solvant (méthanol/ éthanol/ acétone) (Kélvin de
AlbuquerqueMendes et al., 2019) .

L’évaporation des solvants a été faite par évaporateur a 66 °C, jusqu’a 1’élimination totale

des solvants.
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2.1.3. Calcul des rendements en extraits secs
On a déterminé le rendement (Rdt) des plantes en extrait sec en calculant le rapport suivant:

Rdt % = [P1-P2/P3] x 100
P1: Poids du ballon apres évaporation.

P2: Poids du ballon vide.

P3: Poids de la matiere végétale seche de départ
2.2.Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits ou fractions a été effectué par
spectrophotometrie en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007).

Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur jaune. Il est réduit lors
de I’oxydation des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WsO23) et de
molybdéne (Mo,0z23). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols
présente dans les extraits (Li et al., 2007).

Mode opératoire :

e solubiliser une prise de 1 mg de chaque extrait ou fraction dans 1 ml de solvant
(méthanol ou eau distillée) ;

e prendre 100 pl de chaque dilution d’extrait ou fraction;

e ajouter 2 ml de la solution de Na,COs3 a 2%;

e agiter et laisser reposer pendant 5min;

e ajouter 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu 1 N;

e incuber le mélange dans I’obscurité pendant 30 minutes;

e mesurer 1’absorbance de ces solutions avec un spectrophotometre a 750 nm
contre un blanc.

o effectuer les mémes opérations pour la gamme d’étalonnage de ’acide gallique

a des concentrations de 62,5 a 500 ug/ml (Tableau04).
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Tableau04. Protocole de dosage des polyphénols totaux.

Gamme d’étalonnage Extrait
Tubes 1 2 2 4 Extrait
[acide gallique] pg/ml |62.5 125 250 500 _
Acide gallique pl 100 100 100 100 _
Extrait pl _ _ _ _ 100
Na2COs (2%) ml 2 2 2 2 2

Incubation pendant 5 min a température ambiante

Folin-Ciocalteu IN ul {100 100 100 100 100

Incubation pendant 30 min a 1’obscurité

Lecture a 700 nm

Expression des résultats :

Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits ou fractions ont été calculées a partir de
I’équation d’une courbe d’étalonnage de régression linéaire d'acide gallique (y=0,0018x ;
R?=0,996). Les résultats ont été exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait sec (ug EAG/ mg ES).

2.3.Dosage des flavonoides
Principe :

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de Zhishen et al. (1999)
utilisant le trichlorure d'aluminium (AICI3) dans un milieu alcalin. Le principe de la méthode
est basé sur I’oxydation des flavonoides par le trichlorure d'aluminium. Il forme un complexe
jaune avec les flavonoides qui devient rose en présence de la soude (NaOH) qui absorbe a 510
nm. La couleur est proportionnelle aux teneurs en flavonoides présentes dans les extraits ou
fractions.

Mode opératoire :
e solubiliser 1 mg de chaque extrait ou fraction végétale dans 1 ml de solvant (méthanol
ou eau distillée) ;
e Prendre 250 pl de chaque dilution d’extrait ou fraction;

e additionner 1 ml d’eau distillée ;
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e ajouter 75 pl de nitrite de sodium NaNO2 a 15%;

e incuber le mélange pendant 6 min a température ambiante;

e ajouter 75 ul de trichlorure d'aluminium AlClz a 10%);

e laisser reposer 6 min dans une température ambiante;

e ajouter 1 ml de soude Na OH a 4%j;

e additionner 100 pul d’eau distillée et agiter afin d'homogénéiser le contenu ;
e lire I'absorbance de la solution @ 510 nm contre un blanc ;

e cn paralléle, réaliser une gamme d’étalonnage de la catéchine (62.5-500 pg/ml) dans

les mémes conditions opératoires (Tableau 5).

Tableau 05. Protocole de dosage des flavonoides.

Gamme d’étalonnage Extrait
Tubes 1 2 3 4 Extrait
[Catéchine] 62.5 125 250 500 _
pg/ml
Catéchine pl 250 250 250 250 -
Extrait pl - - - - 250
Eau distillée ml | 1 1 1 1 1
NaNO2 15% pl 75 75 75 75 75
Incubation pendant 6 min & température ambiante
AICI310% pl 75 75 75 75 75
Incubation pendant 5min & température ambiante
NaOH4% ml |1 ‘ 1 ‘ 1 1 1
Compléter les tubes a 2500 pl par eau distillée
Incubation 15 min a I’obscurité puis lecture a 510 nm

Expression des résultats :

Les teneurs en flavonoides totaux dans les extraits ou fractions ont été calculées a partir de
I’équation d’une courbe d’étalonnage de régression linéaire de la catéchine (y=0,0031x ;
R?=0,998). Les teneurs en flavonoides totaux des échantillons étudiés ont été exprimées en

microgramme équivalent de la catéchine par milligramme extrait sec (ug EC/mg ES).
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2.4.Dosage des tannins condensés
Principe :
En présence d’acide sulfurique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par réaction avec la
vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par
spectrophotométrie a 500 nm (Sun et al., 1998).
Mode opératoire :

e solubiliser 1 mg de chaque extrait ou fraction végétale dans 1 ml de solvant

(méthanol ou eau distillée) ;

e Prendre 50 ul de chaque dilution d’extrait ou fraction;

e additionner 1.5ml de vanilline a 4% ;

e gjouter 750 ul de ’'HCL ;

e incuber le mélange pendant 15 min & température ambiante;

e lire I'absorbance de la solution @ 500 nm contre un blanc ;

e cn paralléle, réaliser une gamme d’étalonnage de la catéchine (62.5-500 pg/ml)

dans les mémes conditions opératoires (Tableau 06).

Tableau 06.Protocole de dosage des tanins :

Gamme d’étalonnage Extrait
Tubes 1 2 3 4 Extrait
[Catéchine] 62.5 125 250 500 -
pg/ml
Catéchine ml 1 1 1 1 -
Extrait pl - - - - 1
Vanilline 4% | 1500 1500 1500 1500 1500
pl
HCL ul 750 750 750 750 750

Incubation pendant 15 min & température ambiante
Lecture a 500 nm

Expression des résultats :

Les teneurs en tanins dans les extraits ont été calculées a partir de 1’équation d’une courbe
d’étalonnage de régression linéaire de la catéchine (y=0,0006x ; R? =0,992).

Les teneurs en tanins condensés sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par
gramme de la matiére végétale seche (mg EC.g-1 MS).
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3. Activité biologique :

3.1.Capacité antioxydante totale
Principe :
La capacité antioxydante totale ou ’activité réductrice du molybdate a été évaluée par la
méthode de phosphomolybdéne proposée par Prieto et al. (1999). Le principe de cette
méthode est basé sur la réduction de molybdéne présent sous la forme d’ions molybdate
Mo0O4> & molybdéne MoO?* en présence de ’antioxydant pour former un complexe vert de

phosphate dans un milieu acide.

Mode opératoire :

e Préparer le réactif CAT en mélangeant trois volumes égaux de trois
solutions : 0,6 N de ’acide sulfurique (H2SO4), 28 mM de phosphate de
sodium (NazPOa) et 4 mM de molybdate d’ammonium (NH4)6M07024 ;

e ajouter 1 ml de réactif CAT sur 100 pul d’extrait ;

e incuber les tubes a 95 °C pendant 90 min ;

e apres refroidissement, mesurer 1’absorbance des solutions a 695 nm ;

e préparer la gamme d’étalonnage de 1’acide ascorbique (31-500 ug/ml) dans

les mémes conditions expérimentales (Tableau 07).

Tableau07. Mode opératoire pour mesurer la capacité antioxydante totale

Gamme d’étalonnage Extrait

Tubes 1 2 3 4 5 Extrait
[Acide 31 62 125 250 500 -
ascorbique]ug /ml
Acide ascorbique pl 100 100 100 100 100 -
Extrait pl - - - - - 100
Reactif CAT pl 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000

Incubation pendant 90 min a 95%

Mesure de I’absorbance a 695 nm

Expression des résultats :

La capacité antioxydante totale a été exprimée en microgramme équivalent d’acide ascorbique
par milligramme d’extrait sec (ug EAA/mg ES) utilisant 1’équation de la gamme d’étalonnage

d’acide ascorbique (y=0,0028x; R?=0,994).
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3.2.Test de cytotoxicité
Le test d'hémolyse a été réalisé par la méthode spectrophotométrique de 1’extrait brut de
noyaux des dattes a une concentration de 20 mg/ml d’extrait.

Principe :

Pour tester I'effet hémolytique in vitro, nous avons utilisé la méthode de Bulmus et al. (2013).
Le principe consiste a mettre en suspension des érythrocytes humains avec différentes
concentrations d’extraits dans une solution isotonique. Puis, mesurer la fuite d’hémoglobine
qui refléte 1’éclatement des globules rouges. L apparition de la couleur rouge du sang dans le
surnagent traduit la toxicité de I’extrait. Une augmentation de l'absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir hémolytique des extraits ou fractions testées.

Mode opératoire :

e centrifuger du sang prélevé d’un sujet sain sur des tubes héparines a 3000
tours/ 10 min;

e aprés élimination du surnageant, laver le culot 3 fois avec la solution
tampon phosphate saline (PBS) (pH 7,4) ;

e reconstitué sous forme de suspension de 10% (v /v) (GRh) avec une
solution tampon phosphate saline (PBS) (pH 7,4) ;

e préparer 5 concentrations de dilution d’extrait dans le PBS : 20, 10, 5, 2,5
et 1,25 mg/ml ;

e ajouter 1.6 ml de chaque dilution d’extrait sur 0.4 ml de la solution
érythrocytaire 10% ;

e incuber les tubes a 37 °C pendant 30 min ;

e aprés centrifugation (3000 tours/ 10min), utiliser le surnageant pour
mesurer la fuite de ’hémoglobine intracellulaire a 560 nm ;

e préparer un contrdle positif (hémolyse totale) dans les mémes conditions
operatoires par la mise en suspension des globules rouges avec 1’eau
distillée.

e utiliser le PBS avec la solution érythrocytaire comme contrdle négatif ;

e préparer le dosage de I’acide ascorbique (20-0,625mg/ml) dans les mémes

conditions expérimentales.
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Expression des résultats :

Pour chaque échantillon, les pourcentages des taux d’hémolyse ont été déterminés par
I’équation suivante : Taux d’hémolyse (%) = (A Extrait / A Controle positif) x 100

(A : Absorbance)

3.3.Evaluation de P’activité anti-hémolytique
Principe :
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de 1’extrait & empécher 1’hémolyse des
GRh, induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de I’hémoglobine. Ce
test a été realise selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ; Oyedapo et al., 2010).
Mode opératoire :
e centrifuger du sang prélevé d’un sujet sain sur des tubes héparines a 3000
tours/ 10 min;
e apreés élimination du surnageant, laver le culot 3 fois avec la solution tampon
phosphate saline (PBS) (pH 7,4) ;
e reconstitué sous forme de suspension de 10% (v /v) (GRh) avec une solution
tampon phosphate saline (PBS) (pH 7,4) ;
e préparer 5 concentrations de dilution d’extrait dans le PBS : 18.75, 37.5, 75
,150 et 300 pg/ml ;
e ajouté 0.5ml de I’extrait de chaque concentration avec 1.5 ml du PBS (pH 7.4)
e additionné 2ml d’une solution hypo-saline (NaCl 0.36 %) ;
e incuber les tubes a 37 °C pendant 20 min ;
e apres I’incubation, ajouter 0.5 ml de la suspension de GRh (10%) ;
e incuber les tubes a 56°C pendant 60 min ;
e refroidissement des tubes a ’eau courante ;
e apres centrifugation (2500 tours/ 5min), utiliser le surnageant pour mesurer la
fuite de I’hémoglobine intracellulaire a 560 nm ;
e préparer un contrle dans les mémes conditions opératoires en remplacant
I’extrait avec 0.5 ml du tampon phosphate saline PBS ;
e préparer le dosage de I’acide gallique (18.75-300 pg/ml) dans les mémes

conditions expérimentales.
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Expression des résultats :

Le pourcentage de stabilit¢ membranaire a été estimé a partir de 1’expression suivante :

% de stabilité membranaire = (Ac-At /Ac) x 100

Ac : Absorbance du contréle. At : Absorbance du test.
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Chapitre III : Résultats et interprétation

1. Etude phytochimique
1.1.Rendements de I’extraction

1.1.1. Rendements en matiere grasse

L’extraction de la matiére grasse a partir des noyaux de dattes a eté faite par ’hexane. Le
solvant a été sélectionné pour ses propriétés apolaires qui lui conférent une grande affinité

pour les lipides.

Pour 20 g de matiere végétale secs, I’extrait obtenu a un aspect huileux d’une couleur jaune

foncé avec un rendement de 7.79%.
1.1.2. Rendements en composes phénoliques

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces
principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs
propriétés biologiques et d’apres 1’étude de (Keélvin de AlbuquerqueMendes et al., 2019) a
montré que le mélange méthanol, acétone et éthanol est le meilleur pour I’extraction des

composés phénolique.

Pour 20g de matiere végétale secs, 1’extrait obtenu a un aspect pateux d’une couleur marron

foncé avec un rendement de 10.01%.
1.2.Teneurs en composés phénoliques

L’estimation quantitative des composés phénoliques a été effectuée par la méthode
spectrophotométrique. La teneur en composés phénoliques a été déterminée par le réactif de
Folin-Ciocalteu a partir d’une courbe d’étalonnage utilisant I’acide gallique comme témoin
(Figure.05). Elle a été exprimée en microgramme équivalent acide gallique par milligramme
d’extrait sec (ug EAG/ mg ES).
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Figure .05. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Le résultat obtenu a démontré que [’extrait préparé de noyaux de Phoenix dactylifera a

renfermé une teneur considérable en composés phénoliques 77 .115 pg EAG/ mg ES.
1.3. Teneurs en flavonoides

L’estimation  quantitative des flavonoides a ¢été effectuée par une méthode
spectrophotométrique. Il a été quantifié en milieu alcalin par la méthode du trichlorure
d’aluminium AICl3 utilisant la catéchine comme témoin (Figure.06). La teneur en flavonoides
a été exprimée en microgramme équivalent catéchine par milligramme d’extrait sec (ug EC/

mg ES).

Ces résultats montrent que 1’extrait de noyaux de dattes contient des teneurs en flavonoides

égale 4 28.10 pg EC/ mg ES.
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Figure.06. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
1.4.teneurs en tanins condenses

La quantification des tanins a été faite par la méthode spectrophotometrique, le taux en tanins
en extrait de noyaux des dattes est estimé selon la méthode de vanilline en utilisant la
catéchine comme témoin (figure.07). La teneur en tanins a été exprimée en microgramme

équivalent catéchine par milligramme d’extrait sec (ug EC/ mg ES).

i v = 0.0006x
Rz = 0,992

Absorbance a 500 nm
0
™
wn

o 100 200 300 400 S00 600
Concentration Catéchineupg/ml

Figure.07. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait de noyaux de dattes contient une teneur

considérable en tanins condensés égale a 42.063 pg EC/ mg ES.
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2. Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale de I’extrait de noyaux de Phoenix dactilyfera a été exprimée
en nombre d’équivalents d’acide ascorbique a partir d’'une courbe d’étalonnage (y=0,002 X;

R2=0,994) (Figure.08).
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Figure.08.Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.

Le résultat obtenu indique que I’extrait de noyaux de Phoenix dactylifera L a un pouvoir

antioxydant important égale a 28.4 ug EAA/mg ES.

3. Etudes biologiques:
3.1. Etude de cytotoxicité :

La toxicité d’une substance au niveau de 1’organisme dépend de la nature de la substance, de
la dose et de la durée d’exposition. Dans cette partie , nous avons recherché et évalué la

toxicité de I’extrait de noyaux des dattes sur les glojkbules rouges humaines.

Les taux d'hémolyse ont été mesurés aprés 30 minutes d’incubation des cellules
érythrocytaires a 37 °C dans une solution tampon a pH 7,4 £ 0,2 en présence de différentes

concentrations d’extraits et d’acide ascorbique (figures.09,10).
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Figure.09.pourcentage d’hémolyse en présence de différentes concentrations de 1’extrait.
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Figure.10. Pourcentage d’hémolyse en présence de différentes concentrations de 1’acide

ascorbique

Nous remarquant que le taux d’hémolyse dépend de la concentration de I’extrait, a des hautes
concentrations nous avons noté un taux d’hémolyse important par rapport aux basses
concentrations. Nous avons noté a une concentration de 20 mg/ml d’extrait, 26,93%
d’hémolyse et 82,5% pour 10 mg/ml de I’acide ascorbique. A des hautes concentrations,
I’acide ascorbique a présenté un taux d’hémolyse supérieure a celui de I’extrait, mais par
contre a des faibles concentrations I’extrait & un taux d’hémolyse un peu plus supérieure a

celui de I’acide ascorbique.
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Les pourcentages d’hémolyse d’extrait de noyaux des dattes restent négligeables par rapport
au controle positif qui représente 100% d’hémolyse, donc on peut dire que les noyaux de
Phoenix dactylifera L ne sont pas toxiques pour la consommation et ne représente pas un

véritable risque sur les érythrocytes.
3.2. Etude de ’activité anti-hémolytique :

Les érythrocytes sont connus comme les cibles principales du stress oxydatif en raison de la
présentation en forte concentration des acides gras polyinsaturés dans leur membrane et aussi
les réactions d’oxydoréduction d’hémoglobine associées au transport d’oxygeéne qui sont les
promoteurs puissants des especes réactives de 1’oxygene, d’ou la nécessité de protection de

leurs membranes (Nabawvi et al., 2012).

L’étude de D’activité anti-hémolytique réalisée sur les érythrocytes humains nous a permet
d’étudié I’effet protecteur de I’extrait de noyaux des dattes contre I’hémolyse induite par une
solution hypo-saline (NaCl 0.36%). L’activité anti-hémolytique d’un extrait se mesure par la
capacité des hématies a résister a I’hémolyse. Elle est exprimée en pourcentage d’inhibition
de I’hémolyse.

Les résultats présentés sous forme des histogrammes (figurell) résument 1’évaluation de

’activité anti-hémolytique du fruit du palmier dattier sous différentes formes d’extraits

50
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Figure.11.Pourcentage d’inhibition d’hémolyse induite par différente concentration d’extrait.
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Ces résultats montrent que les noyaux de dattes sont efficaces dans la protection des
érythrocytes. L’inhibition de 1’hémolyse est trés importante a des petites concentrations

d’extrait. A 18,75 pg/ml d’extrait, le pourcentage d’inhibition d’hémolyse égale a 50.66%.

Les résultats de la molécule de référence ’acide gallique qu’on a obtenu sont de valeurs
négatives.
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Phoenix dactylifera L., communément appelé palmier dattier, est une espece des régions
Sahariennes. Ses fruits sont considérés comme un aliment de base pour les populations de ces

régions.

Le présent travail a porté sur 1’estimation quantitative des composés phénoliques, des
flavonoides et tanins condensés contenus dans 1’extrait de noyaux de dattes. L’évaluation de
I’activité antioxydante a été testée par méthode de la capacité antioxydante totale. De plus, le
test hémolytique a été utilisé comme un premier rapport de toxicité préliminaire de I’extrait de
noyaux de phenix dactylifera L. A la fin I’activité anti-hémolytique a été testée pour savoir si

I’extrait a un effet protecteur des érythrocytes conte I’hémolyse.

L’extrait de la poudre de noyaux a été préparé par des extractions successives, 1’hexane pour
éliminé la matiére grasse et par un mélange de solvants (méthanol, éthanol et acétone) pour
extraire les composés phénoliques. L'huile est extraite a partir d'un échantillon de 20 g de
farine de noyaux par un Soxhlet. Le rendement de 1’extraction est 7,79%, des études
précédentes ont rapporté des résultats différents pour les rendements d’extraction de 1’huile
pour les noyaux de Phoenix dactylifera L, Boussena et Khali en 2016 ont trouvé un rendement
de 9,81% pour les noyaux de la variété de Deglat nour, et 6,02% pour la variété Mech degla.
Une autre étude a été réalisée en 2007 par Chaira et ses collaborateurs ont trouvé la teneur en
huile égale a 10,13% de Deglat nour. La différence de rendement est probablement due a les
variétés des dattes, la région de récolte, due aussi a la différence de solvant d’extraction et les

conditions expérimentales.

Le rendement de I’extraction des composés phénoliques est 10,015% c’est une valeur
importante et supérieure au rendement de la matiere grasse. Sayah en 2018 a trouvé un
rendement de 36,760 % pour les dattes de Ghars au stade Tmar et ¢’est une valeur supérieure
a la notre. Cela signifie que les dattes sont plus riches en composés phénoliques que les

noyaux.

Les fortes teneurs en polyphénols et en flavonoides dans les plantes médicinales sont
associees a leurs activités antioxydantes qui jouent un role dans la prévention du
développement des maladies causees par le stress oxydatif (Edeas., 2007), et sont aussi

associees a leurs activités anti-hémolytiques.

Les résultats de dosage des polyphénols totaux et des flavonoides ont démontré que 1’extrait

étudié renferme des teneurs considérables en ces composés. La teneur en polyphénols et
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flavonoides est 77,115 WgEAG /mg ES et 28,10 pg EC/mg ES respectivement, alors que
Sabeur et Saidi en 2019 on trouver une teneur égale a 183,35ugEAG/mQES de polyphénols et
1,92 ug EC /mg ES de flavonoides pour un extrait aqueux de noyaux de dattes variété deglat

nour. La différence des teneurs est due au changement de variété de dattes.

La teneur en tanins condensés est 42,063 g EC/mg ES, cette teneur est supérieure que celle
de flavonoide. Sayah(2018), estime que I'extrait d’acétate d’éthyle des dattes du cultivar
Ghars au stade Routab (partie immature) est le plus riche en tanins condensés avec 45,91 +
4,12 mg équivalent de catéchine/100g de dattes. Il n’y a pas une différence significative de la
teneur en tanin condens¢ dans I’extrait de noyaux de dattes que nous avons étudié et dans

I’extrait de datte étudié¢e par Sayah en 2018.

Les composes phénoliques, tels que les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques sont
considérés comme de grands contributeurs a la capacité antioxydante (Bruneton, 1999)
La capacité antioxydante totale de I’extrait de noyaux de dattes étudiés est mesurée par la
méthode de 1’acide phosphomolybdique. L’activité antioxydante totale est 28.4jg équivalent
de I’acide ascorbique / mg de I’extrait sec. L’¢tude de Sayah en 2018 sur I’extrait d’acétate
d’éthyle du cultivar Ghars au stade Routab a trouvé que D’activité antioxydante totale est
38,75 mg équivalent de I’acide ascorbique/100g de dattes et 23,73 mg équivalent de 1’acide
ascorbique/100g de dattes pour 1’extrait de n-butanol de la partie immature des dattes du

cultivar Ghars au stade Routab.

Le test d’hémolyse a été effectué, dans cette étude, pour évaluer la toxicité¢ de I’extrait de
noyaux de dattes Ajwa sur les globules rouges. Les extraits des plantes peuvent affecter
positivement les globules rouges en les protégeant contre I’hémolyse. Alors qu’autres peuvent
causer des effets néfastes hémolytiques. Dans ce sens, les composés chimiques des plantes
possedent soit un effet hemolytique soit anti-hémolytique sur les érythrocytes humains.

Le plus grand pourcentage d’hémolyse est 26,93 % a été trouvé a une concentration de 20
mg/ml de ’extrait.

Une autre étude in vivo a été réalisée sur les souris par Sabeur et Saidi en 2019 a montrer que
I’observation de comportement des souris traitées par les deux extraits (aqueux et cétonique)
de noyaux de dattes variété deglat nour a des différentes doses 300, 1000 et 2000 mg /kg dés

les 30 premieres minutes suivant I’administration et quotidiennement jusqu’a 14 jours,
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n’a révélé aucun signe de toxicité, de changement comportemental, ni de mortalité. Donc les

résultats obtenus affirment que I’extrait étudié est dépourvu d’effet toxique.

A la fin on a réalis¢ un test de ’activité anti-hémolytique puisque I’extrait n’est pas toxique
dont il y a une possibilité d’avoir un effet protecteur des érythrocytes. A une concentration de
18,75 pg/ml, nous avons enregistré 50,66% d’inhibition de I’hémolyse et cela confirme que
I’extrait de noyaux de dattes Ajwa a un effet anti-hémolytique.

Une étude a été faite a 1’Arabie saoudite par Al-Qarawi et ses collaborateurs en 2004 sur
I’extrait de dattes ont démontré clairement que les extraits de chair de dattes et de noyaux de
dattes sont des agents efficaces dans le traitement et la prévention de la cytotoxicité hépatique.
D’autres études sur les dattes, prouvant que la datte a un effet protecteur des érythrocytes.
Belmir et ses collaborateurs en 2016, on prouver que I’ajout d’extrait aqueux protége les
globules rouges humains contre la cytotoxicité induite par 1’amphotéricine B et ceci est di

probablement a I’effet des flavonoides et des polysaccharides présents dans la datte.
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Conclusion et perspectives :

La datte constitue depuis I’antiquité un aliment de base, est considérée comme un aliment
principal en raison de sa teneur élevée en polysaccharide. La poudre de noyaux de dattes est
utilisee en médecine traditionnelle comme un reméde pour traiter les maladies du foie, le
diabete et les troubles gastro-intestinaux. Aujourd’hui plusieurs travaux investiguent de
nouvelles approches thérapeutiques de noyaux de datte Phoenix dactylifera L, ce qui fait
partie de I’objectif principal de notre étude.

L'analyse quantitative a révélé la richesse de 1’extrait préparé en polyphénols totaux, en
flavonoides et en tanins condensés. L’évaluation de I’activité antioxydante par le test de
I’acide phosphomolybdique montre que I’extrait de noyaux posséde une activité antioxydante
totale importante. Ainsi, I’extrait a démontré des faibles taux d’hémolyse. L’étude in vitro de
I’activité anti-hémolytique des noyaux de dattes par inhibition de I’hémolyse des hématies

révele que I’extrait a un effet anti-hémolytique important.

La présente étude a révélé que les composés presents dans les noyaux de dattes possedent une
activité antioxydante et anti-hémolytique. Par conséquent, I’introduction de noyaux de dattes
dans I’alimentation humaine peut prévenir 1’organisme contre le stress oxydant et contre le
développement de certaines maladies.
L’ensemble des résultats obtenus dans cette étude ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances et sources naturelles biologiquement actives dans les noyaux de
dattes « Ajwa ». Il serait intéressant cependant de:
= Réaliser des études plus approfondies pour identifier précisément les métabolites
secondaires présents dans les dattes étudiées et déterminer leurs structures.
= Poursuivre les études sur les activités biologiques des dattes afin de permettre dans le
futur de préparer des produits a intérét thérapeutique.
= Confirmer nos résultats in vivo avec une étude in vitro de 1’évaluation de 1’effet anti-

hémolytique.
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