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Abstract :

Despite great progress in modern medicine, great interest is given to herbal medicine which offers alternative
remedies such as medicinal plants. The date palm "Phoenix dactylifera. L" is the most important plant both
ecologically and economically. According to numerous ethnobotanical studies, date cores of the Ajwa variety
date palm appear to be an important source of bioactive compounds that confer interesting biological virtues. A
phytochemical screening was established in order to determine the composition of secondary metabolites, to

evaluate the total antioxidant capacity (CAT) and Alpha-amylase activity.

The assay results show beneficial levels of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins. In addition,
other tests were found. This research finally allows us to affirm the anti-oxidant and anti-diabetic effect of the
two aqueous and methanolic extracts of the Phoenix dactylifera date nuclei. L of Algerian origin, according to

the conditions of our experiment.
Keywords : Phoenix dactylifera. L , CAT, alpha amylase activity, phenolic compounds, Ajwa, nucleus.
Résumé :

Malgré de grand progrés en médecine moderne, un grand intérét est porté sur la phytothérapie qui offre des
remeédes alternatifs tels que les plantes médicinales. Le palmier dattier « Phoenix dactylifera.L » est la plante la
plus importante tant dans le plan écologique et économique. Selon de nombreuses études ethnobotaniques, les
noyaux de dattes du palmier dattier de variété « Ajwa » semble étre une source importante de composés bioactifs
qui lui conférent des vertus biologiques intéressantes. Un screening phytochimique a été établi en vue, afin de
déterminer la composition en métabolites secondaires, d’évaluer la capacité antioxydante totale (CAT) et

I’activité Alpha-amylase.

Les résultats des dosages montrent des teneurs bénéfiques en polyphénols totaux, flavonoides et en tanins

condensés. En outre d’autres tests ont é&té mis en évidence.

Cette recherche nous permet finalement d’affirmer ’effet anti-oxydant et anti-diabétique des deux extraits
aqueux et méthanolique des noyaux de datte Phoenix dactylifera L. d’origine Algérienne, selon les conditions de

notre expérimentation.

Mots clés : Phoenix dactylifera L , CAT, activité alpha amylase, composés phénoliques, Ajwa, noyaux.
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Notre époque est profondément marquée par la recherche d’une vie plus saine, d’un
retour a la nature, aux valeurs essentielles. Le succés de la phytothérapie tient d’abord a la
maitrise technologique et scientifique acquise dans ce domaine (Chabrier, 2010). Il est
estimeé qu'environ 60% a 75% de la population mondiale et 80% de la population africaine ont
eu recours a la médecine traditionnelle afin de répondre a leurs besoins thérapeutiques
(Sofowora, 2010).

Les métabolites secondaires sont des composés bioactifs des plantes dont ils sont
constitués de trois groupes principaux : les terpénes, les composés phénoliques et les
composés contenant de I'azote et du soufre, leurs synthéses ont lieu a partir du métabolisme
primaire (Singh & Dwivedi., 2018).

De nombreux médicaments vedettes dérivés directement ou indirectement des plantes
médicinales ont une valeur thérapeutique pour lesquelles ils sont utilisés dans le monde entier,
Il a été rapporté par I'OMS que 80 % de la population mondiale dépend des plantes

médicinales pour sa santé primaire (Raskin et al., 2002).

Il existe de nombreuses variétés de palmiers. Le type de datte utilisé dans cette étude
est le Phoenix dactylifera L. cultivé dans les régions arides et semi-arides, connu sous le nom
d'Ajwa appelé également « Touggourt » en Algérie dans la wilaya de Biskra, et qui appartient
a la famille des Arecaceae. Ces dates sont commercialisées dans le monde entier comme une
culture fruitiere de grande valeur. Elles ont toujours été une source principale d'énergie pour
les populations vivant dans la péninsule arabique, les composants essentiels du régime étant

les dattes et le lait.

Etant mentionnée dans le Saint-Coran, elle est connue pour ses propriétés anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, anti-cancereuses et revét une grande importance d’un point de

vue économique, médicinal et nutritionnel (Souli et al., 2014).

En outre, les molécules bioactives qui favorisent les proprietés antioxydantes des
dattes sont les composés phénoliques, les caroténoides, et les triterpénoides (Juhaimi et al.,
2012).

L’objectif de notre étude se base sur I’activité alpha-amylase des noyaux de dattes

ainsi que l’activité antioxydante totale (CAT), pour réaliser ce travail nous avons suivi une
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méthodologie de recherche qui englobe plusieurs étapes afin d’atteindre les objectifs tracés

précédemment.

Ce manuscrit comprend 2 parties dont la premiere : synthése bibliographique, se
constitue de trois chapitres. Le premier chapitre présente une étude bibliographique sur les
généralités des métabolites secondaires, ses activités biologiques et pharmacologiques. Le
deuxiéme chapitre repose sur le diabéte, ’activité alpha amylase ainsi que [’activité
antioxydante. Le troisieme chapitre, présente un rappel des principales données
bibliographiques et présentation botanique de Pheenix dactylifera L et de sa place dans la
classification phylogénétique. La deuxiéme partie décrit la partie expérimentale, avec une
présentation des techniques d’extractions, des dosages, de 1’activité antioxydante totale et
alpha amylase. La suite est consacrée aux résultats et interprétations ainsi qu’aux discussions.
Ce travail s’achéve par une conclusion générale donnant un récapitulatif sur les principaux
résultats obtenus durant ce travail et une liste compléte des références bibliographiques pour

I’ensemble des chapitres.
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I. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules abondantes et précieuses dans la
nature, dont beaucoup ont été utilisées comme remeédes (actifs curatifs) depuis I'Antiquité
(Dwivedi et al., 2019). Ils améliorent considérablement la croissance et la survie des plantes
sous différents stress environnementaux et agissent ainsi comme d’importants métabolites
primaires. Une grande variété de métabolites secondaires est synthétisée a partir des
métabolites primaires, par exemple les glucides, les lipides et les acides aminés-(Diaz-Torres
et al., 2021).

Les métabolites secondaires sont des composés organiques qui sont indispensables a la
croissance, au développement et a la reproduction d'un organisme, ils sont également connus
pour fournir une armure & un organisme dans des conditions peu favorables. Ces métabolites
améliorent le potentiel d'un organisme a supporter des conditions extrémes et leur production
est limitée a quelques genres de plantes, de champignons et de bactéries (Dwivedi et al.,
2019).

Il. Types et fonctions des métabolites secondaires
La classification des métabolites secondaires comprend 3 groupes principaux : (Diaz-
Torres et al., 2021)

v Les composés azotés : les alcaloides
v Les composés phénoliques

v Les composeés terpéniques

.1 Les composés azotés (les alcaloides)

Les alcaloides représentent un groupe important de par leurs nombreux avantages
biologiques, notamment thérapeutiques, pharmaceutiques et alimentaires (Yinyang et al.,
2014).

Ce sont un groupe diversifié de composés hétérocycliques, contenant de I'azote et
présentant une nature basique distincte (Bribi, 2018), de faible poids moléculaire, dérivé
principalement d’acides aminés (Ziegler & Facchini, 2008). Ils sont d’origine végétale, a
caractére alcalin, présentant une substance complexe (Nsemi, 2010) formant un groupe trés
vaste, qui les rend pharmaceutiquement tres actifs (Chevallier, 2001). Ils sont classés selon

leurs caractéristiques structurelles et biologiques. On distingue 3 classes :
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1.L1.1 Les alcaloides-vrais:

L’atome d’azote est inclus dans un hétérocycle, bio synthétiquement formé a partir
d’acides aminés (figure 01).lls possedent une activité biologiqguement marquée (Badiaga,
2011a).
1.L1.2 Les pseudo-alcaloides :

lIs présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne
sont pas des dérivés des acides aminés. L’incorporation de 1’azote se fait dans la structure en
phase finale (Badiaga, 2011a).

11.1.3 Les proto-alcaloides:

Ils dérivent d’acides aminés, mais pour lesquels 1’azote est en dehors des structures
cycliques. Ils ont un caractere basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés
(Badiaga, 2011a).

o CH3 o H o CHy
/
HaC . " M HaC " N H. " M
o ril N o hlnl N o hll N
CHy CH CH3

Caffeine Theophylline Theobromine

Fig.1. Structures chimiques de quelques alcaloides (Bruneton, J., 2009)

Les alcaloides sont recherchés en raison de leurs effets physiologiques, ils constituent
donc des substances présentant un intérét particulier pour leurs activités pharmacologiques.

Ces substances sont largement utilisées dans divers domaines (Badiaga, 2011b) :

IIs ont une activité sédative : une action directe sur le corps, effets sur les troubles nerveux

(maladie du parkinson) (Chevallier, 2001);

= |ls jouent ainsi un réle écologique de défense contre les herbivores ;
= Anti tumoraux : vincristine, taxol ;

= Antipaludiques : quinine ;

= Antalgiques : morphine, codéine ;

= Vasodilatateurs : vincamine (figure 02)
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Fig.2. Structures de quelques alcaloides (Koné, 2009)

1.2 Les composés terpéniques

Les terpenes sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte : leur formule brute est (CsHx)n (Mostafa, 2008). Ills sont synthétisés a partir
d'isopréne (figure 03) et classés selon le nombre de ses unités (Calabro, 2015) : hémiterpénes
(Cs), monoterpénes (C1o), sesquiterpénes (Cis), diterpénes (Cao), sesterpénes (Cazs), triterpenes
(Ca0), tétraterpenes (Cao) et polyterpénes. Dans les huiles essentielles, on retrouve
généralement les monoterpénoides et les sesquitérpénoides (Mostafa, 2008).

Comme de nombreux autres métabolites secondaires, ils présentent des effets toxiques
a certaines conditions et possédent des propriétés pharmacologiques et biologiques
intéressantes qui sont utilisées par la suite en industrie pour leurs actions (Soualeh &
Soulimani, 2016): anti-inflammatoires, antimicrobiennes, analgésiques, antifongiques,

antiviraux, etc. (Calabro, 2015).

CH,

A

-CH,
H,C” ¢
H

Fig.3. Structure de I’isopréne (Calabro, 2015)

1.3 Les composés phénoliques

Les composes phénoliques constituent 1’'un des groupes de substances les plus
répandus chez les plantes, présents dans tous les organes veégétatifs, ainsi que dans les fleurs et
les fruits (Ferrazzano et al., 2011). Plusieurs milliers de composes phénoliques sont connus,

englobant une grande variété de molécules qui contiennent au moins un cycle aromatique
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avec un ou plusieurs groupes hydroxyles en plus d’autres substituants (ester, méthyl ester,
glycosides, etc). (Han et al, 2007).
Les composés phénoliques sont des métabolites naturels secondaires résultant
biogénétiquement :
= de la voieshikimate / phénylpropanoide, qui fournit directement les
phénylpropanoides. Par cette voie, les précurseurs glucidiques dérivés des voies de
glycolyse et de pentose phosphate sont convertis en acides aminés aromatiques
phenylalanine, tyrosine et tryptophane.
= Qu de la voie acétate / malonate «polycétide», qui peut produire des phénols
simples. Une voie qui implique la liaison d'unités & deux carbones, c'est-a-dire I'acétate
activé, pour former des polycétides, qui subissent une cyclisation ultérieure en
polyphénols. (Cutrim & Cortez, 2018) ou les deux, produisant ainsi des monomeres et les
phénols et polyphénols polymeres, qui remplissent un trés large éventail de roles
physiologiques chez les plantes. (Lattanzio, 2013).
Il existe différentes classes de composés phénoliques, notamment: les acides
phénoliques (figure 4), les flavonoides, les tanins, les stilbenes, les lignanes, les saponines et

les coumarines (figure 5).

OH

Fig.4. Structure d’un phénol (El-Naas, 2012).
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Fig.5. Classification des composés phénoliques (Hmid & ELOTHMANI., 2013)

1.3.1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques ont un cycle aromatique, dans lequel au moins un hydrogene
est substitué par un groupe hydroxyle. Ils se composent de deux groupes: les acides
hydroxybenzoiques (HBA) et les acides hydroxycinnamiques (HCA), qui sont respectivement
dérivés de molécules non phenoliques d'acide benzoique et cinnamique. lls différent entre eux
par la longueur de la chaine contenant le groupe carboxylique. Ils sont synthétisés par la voie

shikimate, dans laquelle I-phénylalanine ou I-la tyrosine est la préliminaire substance.

11.3.1.1 Acides hydroxy-benzoiques

Ils ont une structure genérale Cs-C1, avec quelques variations de leur structure de base,
telles que les hydroxylations et méthoxylations des cycles aromatiques. IlIs sont caractérisés
par la présence d'un groupe carboxyle substitué sur un phénol. lls sont présents dans les
aliments végétaux sous forme conjugués, alors qu'ils peuvent étre libres dans certains fruits.

Les HBA sont I'acide salicylique, 4-hydroxy-acide benzoique, acide protocatéchuique, acide
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gentisique, acide vanillique, acide syringique, acide gallique, acide ellagique et acide

hexahydroxydiphénique (figure 6) (Vermerris & Nicholson, 2006).

Composés R, R, R, R,

R o Ac. benzoique H H H H

R, Ac. salicylique OH H H H
. OH Ac. p=hydroxy-benzoique H H OH H
R, R, Ac, gallique H OH OH OH

(13) Ac. protocatéchuique H OH OH H

Fig.6. Structure des HBA (Kapsokefalou et al., 2006)

11.3.1.2 Acides hydroxy-citriques

Ce sont les acides p-coumariques, caféiques, féruliques et sinapiques, ils ont la
structure de base en Ce-C3, avec une double liaison dans la chaine latérale qui peut avoir un
cis ou une trans-configuration (figure 7). Les HCA se présentent généralement sous diverses
formes conjuguées et sont rarement trouvés a l'état libre. L'acide caféique et I'acide p-
coumarique représentent entre 75% et 100% de la teneur totale en HCA des fruits, étant les

HCA les plus abondants trouveés dans les fruits (Vuolo et al., 2019).

g . .l oo | Esters hydroxycinnamiques | Ri Rz

/‘“’ “*“-J’ Nl o Acide t-caféique OH H

MO N CHOH Acide p-coumarique H H

12 cood | Acide t-fertarique OCH3 | H
Acide t-sinapique OCHs | OCH3s

Fig.7. Structure des HCA (Manach et al., 1998)

1.3.2 Les flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés pheénoliques. lls
comprennent plus de 6000 composés dont la majorité se trouve dans les aliments végétaux. Ils
représentent les pigments responsables de la coloration jaune, orange et rouge de différents
organes végétaux (Ghedira, 2005). lls sont de faible poids moléculaire, caractérisés par un

10
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squelette a 15 atomes de carbone, disposés en Ce-C3-C6 , avec différentes substitutions, un
degré d'instauration et une disposition du squelette de base, résultant en différentes sous-
classes. Les molécules de flavonoides proviennent de la voie acétate / malonate (Lafay &
Gil-1zquierdo, 2007).

La forme liée des flavonoides est plus stable que la version libre, cependant, ils ont
une biodisponibilité relativement faible lorsqu'ils sont ingérés (Vuolo et al., 2019).

Les structures flavonoides sont essentiellement constituées de deux cycles
aromatiques, A et B, reliés par un pont a trois carbones, souvent sous la forme d'un cycle
hétérocyclique C (figure 8). Le cycle A est dérivé et de la voie shikimate et le cycle B est

dérivé de la phénylalanine (Vuolo et al., 2019).

Fig.8. Structure de base des flavonoides (Korkina & Afanas’ev., 1997)

La diversité structurelle des molécules de flavonoides provient des variations du
modele d'hydroxylation et de I'état d'oxydation du cycle pyrane central, ce qui entraine une
large gamme de composés : flavanols, anthocyanidines, anthocyanes, isoflavones, flavones,

flavonols, flavanones, flavanonols, chalcones et auroness (figure 9) (Singla et al., 2019).

11
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R3' R4'" | RY
H OH H Apigénine
Flavones OH OH H Lutéoline
OH OCH:; | H Diosmétine
H OH H Kaempférol
Flavonols OH OH H Quercétine
OH OH |OH| Myrecétine
Flavanols OH OH H Catéchine
H OH H Naringénine
Flavanones
OH OH H Ernodictyol
H OH H | Pelargonmidine
Anthocyanidines OH OH H Cyanidine
OH OH | OH | Delphénidine
RS R7 | R4
OH OH | OH Genisteine
Isoflavones
H | O-Glu|OH| Dadzeme

Fig.9. Différentes classes des flavonoides (Raj et al., 2001)
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1.3.3 Les tanins

Les tanins comprennent un groupe de composés avec une grande diversité de structure
qui partagent leur capacité a se lier et a précipiter les protéines. Le nom tanins fait référence
au processus de tannage de la peau animale pour former du cuir (Vermerris & Nicholson,
2006). lls peuvent étre classés chimiquement en deux groupes : les tanins hydrolysables et
non hydrolysables ou condenses.

OH
OH
HO _— | oy
| | OH
OH i )
HO ‘ O . HO N N
. T A ~~0H
Ry OH []H
OH Rz
(a) (b)

Fig.10. Tanins condensés (a) et tanins hydrolysables (b) (Sikora & McBride, 1990)

11.3.3.1 Les tanins hydrolysables

Sont formés a partir d'esters d'acide gallique produisant du shikimate (gallotanins)
(figure 11), partiellement ou totalement estérifié par l'acide gallique et l'acide ellagique
glycosylé (ellagitanins). Apres hydrolyse par certaines enzymes, les acides, les bases et les
esters d'acide gallique donnent du glucose et des acides galliques. Les ellagitanins subissent

une lactonisation pour produire de I'acide ellagique (figure 12) (Ferrer et al., 2008).

o
O OH
ol S o
HO 0

COOH o]

OH
HO OH

Fig.11. Acide gallique (Collas, 2014) Fig.12. Acide ellagique (Mahamat Ahmat, 2016)
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11.3.3.2Les tanins condensés

Sont les polyphénols les plus abondants dans les plantes ligneuses. Les tanins
condenses ont gagné leur nom de proanthocyanidines, en raison de leur capacité a se convertir
en anthocyanidines dans des conditions oxydantes (Singla et al., 2019). Ils sont issus de
I'oligomérisation d'unités flavan-3-ol telles que (épi) catéchine et épigallocatéchine (figure 13)
(Quideau et al., 2011).

OH
> | OH
HO. O
Sl OH
“OH

Fig.13. Structure de ’épigallocatéchine (Sharifi-Rad et al., 2020)

11.3.4 Les coumarines

Les coumarines ont un squelette a Ce-Cs, mais, ils possedent un oxygene hétérocycle
dans le cadre du Cs- unité, appartenant a la famille des benzopyrones (figure 14) (Vermerris
& Nicholson, 2006).

Re._ 2 !
AN
R7 O~ ~o
R8

Fig.14. Structure de base des coumarines (Cheignon, 2016)

On distingue deux groupes de coumarines :
Celles dérivant de la 1,2-benzopyrone, par exemple : L'ombelliférone qui est populaire

dans les dosages enzymatiques (figure 15) (Vermerris & Nicholson, 2006).

X

HO ) O

Fig.15. Structure de I’ombelliférone (Hijazin et al., 2019)
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Les furocoumarines ou furanocoumarines, formées d'un noyau furane (figure 16),

accolé au noyau 1,2-benzopyrone substitué ou non : le psoraléne, I'angélicine.

/ X
O o~ Yo

Fig.16. Structure des furocoumarines (Bruni et al., 2019)

Les isocoumarines, comme la bergénine, ont une structure similaire aux
coumarines, mais la position des groupes oxygeéne et carbonyle dans I'hétérocycle oxygeéne
est inversée (figure 17) (Vermerris & Nicholson, 2006).

o

Fig.17. Structure des isocoumarines (Shabir et al., 2021)
III. Role des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires agissent également comme des composés signal, attirant
les pollinisateurs ou les animaux pour la dispersion des graines, en outre, ils protégent la
plante des oxydants et des rayons ultraviolets.

Les propriétés biologiques des polyphénols comprennent les effets antioxydants
(Bhattacharya et al., 2010), anticancéreux (Borchardt et al., 2009) et anti-inflammatoires
(Bowden, 1999). IIs se sont avérés étre de puissants antioxydants capables de neutraliser les
radicaux libres en donnant un électron ou un atome dhydrogéne. Deux principaux

mécanismes d'anti oxydation (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ et al., 2018).
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Les preuves actuelles soutiennent fortement une contribution des polyphénols a la
prévention des maladies cardiovasculaires, des cancers et de I'ostéoporose et suggerent un réle
dans la prévention des maladies neurodégénératives et du diabete sucré (Scalbert et al.,
2005), car ils peuvent affecter la glycémie par différents mécanismes, y compris l'inhibition
de I'absorption du glucose dans l'intestin ou de son absorption par les tissus périphériques
(Scalbert et al., 2005).

Lorsqu’ils ~ sont administrés & des rats ou a des souris avant et/ou aprés
I’administration d’un agent cancérogéne ou I’implantation d’une lignée de cellules
cancéreuses humaines, ils protegent et induisent une réduction du nombre de tumeurs ou de
leur croissance (Yang et al.,, 2001). Les polyphénols peuvent affecter la glycémie par
différents mécanismes, y compris I'inhibition de I'absorption du glucose dans l'intestin ou de

son absorption par les tissus périphériques (Scalbert et al., 2005).
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I. Diabete

1.1 Définition du diabete

Le diabete est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas
assez d'insuline ou lorsque I'organisme n'est pas capable d'utiliser efficacement I'insuline qu'il
produit. Il en résulte une concentration accrue de glucose dans le sang (hyperglycémie). le

tableau 1 regroupe les types de diabetes (OMS | Diabéte, s. d.).
.2 Types de diabete

1.2.1 Diabéte type 1

Ce type de diabéte se caractérise par un déficit d’insuline, hormone régulatrice de la
glycémie. Les personnes souffrant ont besoin de dosage externe d'insuline pour compenser la
quantité insuffisante produite par le pancréas (Tigga & Garg, 2020). La maladie est plus
fréquente pendant 1’enfance et 1’adolescence, mais peut se produire a tout age. Il compte

habituellement pour 5 a 10% de tous les cas de diabete (Maraschin, 2013).

.2.2 Diabéte type 2

Ce type de diabete est marqué par la résistance de 1’organisme a I’insuline en premier
lieu, puis par I’épuisement du pancréas (Tigga & Garg, 2020). Il s’agit du type de diabéte le
plus courant, ce qui correspond a 85 a 90 % de tous les cas dans le monde. La maladie est plus
fréquente apres 1’dge de 40 ans, mais il est maintenant démontré qu’elle augmente chez les
jeunes adultes et les adolescents en raison de I’augmentation de 1’obésité. Ce type de diabéte
est associ€ a plusieurs altérations métaboliques dont 1’obésité, I’hypertension, la dyslipidémie
et les patients présentent un risque accru d’athérosclérose (infarctus du myocarde et accident
vasculaire cérébral). La cause spécifique de ce type de diabéte n’est pas connue, mais

combine des facteurs environnementaux et génétiques (Maraschin, 2013).

1.2.3 Diabéte gestationnel

Le diabéte sucré gestationnel (GDM) est défini comme une intolérance au glucose de
divers degrés qui est détectée pour la premiere fois pendant la grossesse, habituellement
pendant le 2eme ou le 3eme trimestre. Les femmes atteintes de GDM courent un risque élevé
d'avoir ou de développer un diabéte lorsqu'elles ne sont pas enceintes. (Buchanan & Xiang,

2005). La pathogenese clinique du diabéte sucré gestationnel est similaire & celle du diabete
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sucré de type 2. Environ 18% des grossesses sont affectées par ce diabete (Malamed & Orr,
2015) (tableau 1).

Tableau.1. Types de diabétes (« Diabéte-NASH », 2019)

A quel Eacteurs Valeurs
momentde | , . . glycémie a | Traitements Réversibilité
i tiques -
lavie? | 9¢n€Hd jeun
Mesures .
avant oui Entre 0,75 hvgiéno- Oui avec mesures
I’apparition et1,05g/1 | [ YII€ hygiéno-diététiques
o diététiques
du diabéte
Diabete de I_Enfance- 2 330% Superleure Insuline Non
type 1 jeunesse al,26
1-mesures
Age hygiéno-
Diabéte de g Oui 40 a | Supérieure | dietétique | Non sauf exception mais
«mur » (+/- . e i
type 2 70% al1,26 g/l 2- stabilisation possible
40ans) -
médicaments
3-insuline
1-mg§ures Oui, en fin de grossesse
- Autour du o - hygieno- | 1oi risque de revenir si
Diabete ) Oui40a | Supérieure | diététique -
) 6eme mois X RN des mesures hygiéno-
gestationnel 70% a1,26 g/l 2-insuline .
de grossesse . diététique ne sont pas
(piqure ou .
prises
pompe)

.3 Le diabéte et a-amylase

Les enzymes o glucosidases, telles que I'a-amylase sont responsables de la dégradation
des oligo et/ou disaccharides en monosaccharides (figure 18). Les inhibiteurs de ces enzymes
retardent la digestion des glucides et prolongent le temps global de digestion des glucides,
entrainant une diminution marquée du taux d'absorption du glucose, atténuant ainsi
l'augmentation de la glycémie postprandiale (Bhutkar & Bhise, 2012).

De nouvelles approches thérapeutiques sont a I'étude pour réguler les taux de glucose
postprandial en raison des effets secondaires graves des médicaments antidiabétiques
disponibles dans le commerce. Par conséquent, différents extraits de plantes et des fruits ayant
une activité inhibitrice de l'alpha-amylase sont étudiés qui pourraient diminuer les taux de
glycémie postprandiale, constituant ainsi une nouvelle cible thérapeutique intéressante pour le
traitement du diabéte sucré. Une stratégie possible pour bloguer I'absorption des glucides

alimentaires consiste a utiliser les ressources naturelles comme inhibiteurs des enzymes
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digestives glucidiques, car elles ont moins deffets secondaires que les médicaments

synthétiques (Agarwal, 2016).

Amidon

"Glucose
Amylase

Fig.18. Digestion de I’amidon par I’a-amylase (Glycémie et diabete, Kartable)

.4 La capacité antioxydante totale (CAT)

1.4.1 Les radicaux libres

Les radicaux libres (molécules avec un ou plusieurs électrons non appariés dans sa
coquille externe) et les oxydants jouent un double réle en tant que composés, a la fois
toxiques et bénéfiques, car ils peuvent étre nocifs ou utiles pour le corps. lls sont produits soit
a partir de métabolismes cellulaires normaux in situ, soit a partir de sources externes
(pollution, fumée de cigarette, rayonnement, médicaments, etc.). Lorsqu'une surcharge de
radicaux libres ne peut étre progressivement détruite, leur accumulation dans l'organisme
génére un phénomene appelé stress oxydatif. Ce processus joue un rdle majeur dans le
développement de maladies chroniques et dégénératives, telles que le cancer, les maladies
auto-immunes, le vieillissement, la cataracte, la polyarthrite rhumatoide, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. Le corps humain dispose de plusieurs mécanismes
pour contrer le stress oxydatif en produisant des antioxydants, qui sont soit produits
naturellement in situ, soit fournis de l'extérieur par des aliments et/ou des suppléments
(Pham-Huy et al., 2008).

1.4.2 Les antioxydants

Récemment, les antioxydants ont suscité un intérét considérable dans les recherches
sur les technologies alimentaires, cosmetiques et thérapeutiques. Leurs disponibilités dans les
régimes alimentaires et leurs réles probables dans la lutte contre les maladies mortelles, telles
que le cancer, les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires, ont été mis en évidence
dans diverses études (Sarker et al., 2018).

L’alimentation, et en particulier les produits végétaux, est riches en micronutriments

ayant des propriétés antioxydantes, comme les polyphénols et certaines vitamines (figure 19),
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d’ou notre intérét a identifier la présence ou 1’absence de ces molécules dans nos extraits
(Bartosz, 2003).
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Fig.19. Antioxydants exogéenes phénoliques (Baaziz, 2017)
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Pendant plusieurs années, la recherche scientifique ne cesse d’évoluer et de croitre
dans le domaine de la phytochimie et plus précisément les plantes médicinales. Au cours de
cette recherche, nous allons nous intéresser a une espéce qui fait partie de la famille des
Arecaceae, Phoenix dactylifera L., et plus particulierement aux noyaux de dattes « Ajwa»,
nous allons commencer par sa description botanique, sa répartition géographique, sa

classification, sa composition chimique ainsi que son utilisation thérapeutique et médicinale.

I. Description botanique
Le nom scientifique du palmier est « Phenix dactylifera L.», c¢’est un membre de la famille
monocotylédone Arecacea (Palmaceae), vivace et diploide, classée comme une plante dioique
a feuilles persistantes (photo 1). Le nom du palmier provient de son nom « Phoenix » en grec
signifie violet ou rouge (fruit) et « dactylifera » se référe a I’aspect en forme de doigt de la
grappe de fruit (Chao & Krueger, 2007).

Il existe plusieurs variétés de dattes, I’Ajwa est parmi la meilleure dans le monde
arabe, grace a ses diverses vertus thérapeutiques. Elle est de forme ovoide allongée et de taille

moyenne, qui tend vers la couleur noire (photo 2).

Photo.1. Phoenix dactylifera L. Photo.2. Variété de datte « Ajwa »
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. Noms communs :
v Arabe : 43l
v" Frangais : palmier
v’ Anglais : palm
o Noms vernaculaires : Selon les variétés et les régions, plus précisement
celle produite & Biskra, Phoenix dactylifera L. est connu sous le nom de

Touggourt, communément connu sous le nom de Ajwa.

II. Répartition géographique
Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) a longtemps été une culture fruitiere
importante dans les régions de I'Afrique du Nord. Il nécessite un été long et extrémement
chaud avec peu de pluie et une tres faible humidité, allant de la période de la pollinisation a la
récolte, avec une eau souterraine abondante pres de la surface.
Aprés avoir contacté le producteur des dattes Ajwa, appelé également Touggourt, il
nous a affirmé que le lieu de production se fait dans la région de Biskra (photo 3).
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Photo.3. Localisation géographique de Biskra.
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III. Classification

La position systématique de 1’espéce selon (Terral et al., 2012).

Regne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous-embranchement ~ Magnoliophyta

Classe Monocots

Sous classe Commelinides

Ordre Arecales

Famille Areacaceae (Palmaceae)
Genre Phaenix

Espéce Phoenix dactylifera L.

IV. Composition chimique

Une étude a démontré que les noyaux de datte « Ajwa » sont riches en composés
phytochimiques comme les phénoliques, les stérols, les caroténoides, les anthocyanes, les
procyanidines et les flavonoides (Baliga et al., 2011). lls contribuent également aux
propriétés nutritionnelles et organoleptiques des fruits.
Ces noyaux ont une teneur en sucre de 77 % (0,5 % de saccharose, 34,5 % de glucose et 25,6
% de fructose) et une proportion élevée de minéraux (3 %) par rapport aux 90 autres variétés
de dattes (1,5-2,7 %), notamment le calcium (1,22 g /100 g de matiére seche) (Khalid et al.,
2017). Plusieurs chercheurs ont conclu aussi, la présence de matieres grasses, de fibres et de

protéines.

V. Utilisation thérapeutique et médicinale
Depuis l'antiquité, les fruits et les noyaux de dattes ont été utilisés dans les divers
systemes de médecine traditionnelle. Une étude ethnomédecine a montré que ces dattes sont
traditionnellement utilisées pour traiter I'nypertension et le diabéte (Baliga et al., 2011). Ils
sont dotés aussi d’un potentiel anticancéreux, antioxydant, hépatoprotecteur, antidiabétique,
antihypertenseur,anti-inflammatoire,etc (Ali et al., 2019). En plus de ceux-ci, les

dattes augmentent également le niveau d'cestrogéne, de testostérone, de globules rouges,
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d'Hémoglobine (Hb), et de numération plaquettaire. Il peut également guérir I'hnémotoxicité

induite par le plomb, I’infertilit¢ masculine et féminine.

Travaux antérieurs
-Selon (Ali et al.,, 2019) leur étude a prouvé l'effet antidiabétique de Phanix
dactylifera par une élévation de I'insuline plasmatique avec une normalisation du glucose, du

triacylglycerol et du cholestérol plasmatiques dans le diabéte induit par I'alloxane chez le rat.

-D’aprés (Rahmani et al., 2014) une étude a montré que les fruits du palmier dattier
constituent treize glycosides flavonoides de lutéoline, de quercétine et d'apigénine a différents
stades de maturité.

-Selon Mansouri et al. (2005) un rapport récent a montré que les extraits aqueux de

noyaux de dattes ont une activité antioxydante, antimicrobienne et antimutageéne.

- Selon Vinson et al. (2005) une découverte importante a dévoilé que les dattes ont la

plus forte concentration de polyphénols parmi les fruits secs.

-D’aprés Zhang et al. (2013) un rapport récent sur les dattes Ajwa a montré que les
extraits d’acétate d’éthyle, de méthanol et d’aqueux inhibent les enzymes cyclooxygénases de

peroxydation lipidique.

-Selon Mohamed & Al-Okbi. (2004) une autre découverte importante a l'appui des
dattes a rapporté que I'extrait méthanolique de la partie comestible du fruit a montré un role

vital dans la réduction du gonflement des pieds et du fibrinogéne plasmatique.

-Selon Miller et al. (2003) une autre étude expérimentale a montré que la
consommation de dattes peut étre bénéfique dans le contrble glycémique et lipidique des

patients diabétiques.

-D’aprés Talhouk et al. (2007) des études antérieures ont montre que les constituants
des plantes tels que les composés phénoliques et les flavonoides agissent comme d’excellents

agents anti-inflammatoires.
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-Selon Jassim & Naji. (2010) Javed. (2013) une autre découverte importante a
montré que les extraits au méthanol et a I'acétone des noyaux de Phenix dactylifera L.

inhibent raisonnablement la croissance des bactéries Gram positives et Gram négatives.
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Cette recherche a été effectuée au sein du laboratoire des produits naturels « laprona »,
département de Biologie, faculté SNV-STU de I’université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen.

I. Matériel végétal
Les dattes ont été récoltées en mois d’Octobre 2020 dans la région de Biskra-Algeérie
situé au Nord-Est du Sahara algérien, puis conservés sous vide au frai. Apres avoir décortiqué
les dattes, les noyaux obtenus ont été lavés et séchés naturellement a 1’air libre. Apres
séchage, ces derniers ont été broyés a I’aide d’un broyeur mécanique manuel. La poudre fine
vegétale obtenue a été tamisé pour éliminer les débris puis conserver dans un emballage a

I’abri de I’humidité jusqu’a son utilisation (photo 4).

II. Préparation des extraits

.1 Meéthode et protocole d’extraction

La poudre végétale est introduite dans une cartouche en papier filtre épais (assurant la
porosité), cette derniére est placée dans un extracteur de Soxhlet équipé a sa base un ballon
rodé contenant un solvant. Différents solvants organiques sont utilisés (polaire et apolaire).
Chauffé a ébullition, les vapeurs du solvant passent par le tube adducteur, se condensent dans
le réfrigérant et retombent dans le corps de 1’extracteur. Aprés plusieurs cycles successifs, le

ballon est de plus en plus chargé en extraits végétaux.

Plusieurs solvants ont été employés suite a la réalisation d’une double extraction. La
premiére, en raison de délipidation par I’hexane CsH14 qui est un solvant apolaire. La seconde
extraction, englobe un mélange d’acétone C3HeO, de methanol CHsOH, et d’éthanol
C2HsOH, des solvants polaires, qui ont été mis en place pour 1’acquisition d’un meilleur

rendement, a servi a extraire les composés phénoliques :
- 20 gr de poudre fine de noyaux broyes.
- Une premiére extraction avec 450 ml d’hexane a 45°C pendant 2 heures puis.

- Une deuxieme extraction avec des proportions égales des solvants: Acetone +
méthanol + éthanol, 150 ml chacun dont un total de 450 ml, a 45°C pendant 2h30

heures.
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Les fractions hexaniques et organiques (photo 5) sont évapores a sec a I’aide d’un

évaporateur rotatif.

Photo.5. Extrait organique
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IIl. Rendement d’extraction

On a déterminé le rendement (Rdt) des noyaux en calculant le rapport suivant :
Rdt%= [P1-P2/P3] *100

P, : Poids du ballon aprés évaporation.
P, : Poids du ballon vide.
Ps : Poids de la matiére végétale séche de départ.

L’extrait sec est repris, soit dans quelques millilitres de méthanol pour les dosages et
I’évaluation de I’activité antioxydante totale, soit dans quelques millilitres de solution tampon

pour 1’évaluation de I’activité a-amylase.

IV. Dosage des composés phénoliques

IV.1 Les polyphénols totaux

IV.1.1 Objectif
Le dosage de Folin Ciocalteu permet de quantifier globalement les composés

phénoligues (Vinson et al., 2003).

IV.1.2 Principe

L’ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu qui
est un acide de couleur jaune. Ce dernier est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H 3 PW 12 O 40 ) et d’acide phosphomolybdique (H 3 PMo 12 O 40), il est
réduit lors de 1’oxydation des composés phénoliques, en un mélange d’oxydes bleus de

tungstene (W g O 23 ) et de molybdene (Mo g O 23) ; (Vinson et al., 2003).
La méthode est standardisée par rapport a 1’acide gallique.

IV.1.3 Mode opératoire

e Dans un tube a hémolyse, mettre 100 pl d’extrait ;
e Ajouter 2 ml de la solution Naz COz a 2% ;
e \ortexer et laisser reposer pendant 5min ;

e Ajouter 100 pl du réactif de Folin-Ciocalteu 1N ;
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e Incuber le mélange dans I’obscurité pendant 30min ;
e Mesurer ’absorbance de ces mélanges avec un spectrophotomeétre a 750 nm.

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

a des concentrations de 62,5 a 500 mg/ml (Tableau 2).

e Une courbe d’étalonnage linéaire est établie avec des concentrations précises
de I’acide gallique (62,5 — 125 — 250 — 500 mg/ml), les résultats ont été
exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait sec (mg EAG/ g ES) (Tableau 2).

Tableau?2. Protocole de dosage des polyphénols totaux

Gamme d'étalonnage Extrait
Tubes 1 2 3 4 [Img/ml]
Acide gallique 625 | 125 | 250 | 500 .
[mg/ml]
Acide gallique pl 100 100 100 100 -
Extrait ul - - - - 100
Na, CO3 (2%) ml 2 2 2 2 2
Incubation pendant 5 min a température ambiante avec agitation
Folin-Ciocalteu IN pl 100 100 100 100 100
Incubation pendant 30 min a I'obscurité
Lecture & 750 nm

IV.2 Dosage des flavonoides

IV.2.1 Objectif

La quantification des flavonoides dans notre extrait a été effectuée par la méthode de
(Zhishen et al., 1999).

IV.2.2 Principe

Le dosage des flavonoides est bas¢ sur la formation d’un complexe jaune tres stable,
entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides, le complexe devient rose en présence de la soude (NaOH) qui absorbe a 510 nm.

La couleur est proportionnelle aux teneurs en flavonoides présentes dans 1’extrait.
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IV.2.3 Mode opératoire

solubiliser 1 mg d’extrait dans 1 ml de solvant (méthanol) ;

prendre 250 pl d’extrait et mettre dans un tube & hémolyse ;

additionner 1000 pl d’eau distillée ;

ajouter 75 pl du réactif nitrite de sodium NaNO, a 15% ;

incuber le mélange pendant 6 min a température ambiante ;

ajouter 75 ul de trichlorure d’aluminium AlClz a 10% ;

incuber pendant 6 min & tempeérature ambiante ;

additionner 1000 pl de soude NaOH a 4%

ajouter 2500 pl d’eau distillée et agiter afin d’homogénéiser le contenu ;
incuber pendant 15 min a 1’obscurité ;

lire I’absorbance de la solution a 510 nm contre un blanc ;

le blanc est préparé de la méme fagon en remplagant ’extrait par 1’eau distillée seul.

une gamme d’étalon est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en

utilisant la catéchine a des concentrations de 62,5 & 500 mg.ml*~.

Une courbe d’étalonnage linéaire est établie avec des concentrations précises de la

catéchine (62,5 — 125 — 250 — 500 mg/ml).

Les teneurs en flavonoides sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par

milligramme d’extrait sec (mg EC/g ES) (Tableau 3).
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Tableau3. Protocole de dosage des flavonoides

Gamme d'étalonnage Extrait
Tubes 1 2 3 4 [1mg/ml]
[Catéchine] mg/ml 62,5 125 250 500 -
Catéchine pl 250 250 250 250 -
Extrait pl - - - - 250
Eau distillée ml 1 1 1 1 1
NaNO, 15% ul 75 75 75 75 75
Incubation pendant 6 min a température ambiante
AICl; 10% ul 75 75 75 75 75
Incubation pendant 6 min a température ambiante
Na OH 4% ml 1 1 1 1 1
Eau distillée ml 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Incubation pendant 15 min a I'obscurité puis lecture a 510 nm

IV.3 Dosage des tanins

IV.3.1 Objectif

L’évaluation des tanins présents dans 1’extrait, effectuée par la méthode de (Julkunen-

Tiitto, 1985)

IV.3.2 Principe

Nous avons adopté la méthode a la vanilline avec I’HCL. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des Tanins condensés et la
formation des complexes rouges, ces corps incolores ont la propriété d’étre transformés en

anthocyanidols de couleur rouge.

IV.3.3 Mode opératoire

e Solubiliser 1 mg d’extrait dans 1 ml de méthanol ;
e Mettre dans un tube a hémolyse 50 pl d’extrait ;
e Additionner 1500 pl de vanilline a 4% (CgHgOs) ;

e Ajouter 750 pl d’acide chlorhydrique (HCI) ;
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e Incuber pendant 15 min dans I’obscurité.

e Les lectures de 1’absorbance de la solution sont effectuées immédiatement a 510 nm

contre un blanc préparé de la méme fagon, en remplagant I’extrait par I’eau distillée.

e Une gamme d’étalon est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en

utilisant la catéchine a des concentrations de 62,5 & 500 mg.ml*~.

e Une courbe d’étalonnage linéaire est établie avec des concentrations précises de la
catéchine (62,5 — 125 — 250 — 500 mg/ml).

e La teneur en tanins est exprimée en milligramme équivalent catéchine par

milligramme d’extrait sec (mg EC/g ES) (tableau 4).

Tableau4. Protocole de dosage des tanins

Gamme d'étalonnage Extrait
Tubes 1 2 3 4 [Lmg/ml]
[Catéchine] mg/ml 62,5 125 250 500 -
Catéchine pl 50 50 50 50 -
Extrait pl - - - - 50
Vanilline 4% ml 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
HCI ul 750 750 750 750 750
Incubation pendant 15 min a I'obscurité
Lecture & 710 nm

V. La capacité antioxydante totale (CAT)
Objectif

L’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant de cet extrait par I’activité antioxydante
totale. Cette derniere ou appelée également 1’activité réductrice du molybdate a été évaluée

par la méthode de phosphomolybdene proposée par Prieto et al. (1999).
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Principe

Le principe repose sur la réduction du molybdate MoOs*a molybdéne M,O?*" en

présence de I’antioxydant pour former un complexe vert de phosphate dans un milieu acide.
Mode opératoire

Préparer le réactif CAT en mélangeant trois volumes de trois solutions : I’acide
sulfurique 2N, 28 mM de phosphate de sodium (NasPQO4) et 4 mM de molybdate d’ammonium
(NH4)2|\/|O4012) ,

- Ajouter 1000 pl de réactif CAT sur 100 pl d’extrait ;
- Incuber les tubes a 95°C pendant 90 min.
- Laisser refroidir, mesurer 1’absorbance des solutions a 695 nm.

- Préparer la gamme d’étalonnage de 1’acide ascorbique (31,25 — 500 mg.ml?)

dans les mémes conditions expérimentales.

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

d’étalonnage d’acide ascorbique (tableau 5).

Tableau 5. Mode opératoire de 1’activité antioxydante totale.

Gamme d'étalonnage Extrait
[Acide ascorbique] 31,25 62,5 125 250 500 -
Acide ascorbique yl 100 100 100 100 100 -
Extrait yl - - - - - 100
Reactif CAT ml 1 1 1 1 1 1

Incubation a 95 C° pendant 90 min

Lecture a 695 nm
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VI. Evaluation in vitro de I'activité inhibitrice de a-amylase de I'extrait

des noyaux

VI.1 Objectif
L'objectif de la présente étude était de fournir une preuve in vitro de l'activité

inhibitrice potentielle d'extrait des noyaux d’Ajwa sur ’enzyme a-amylase selon la méthode
de Bernfeld, (1955).

VI.2 Principe

Le protocole prend en compte le caractére réducteur des groupements aldéhydes et
cétones libres des sucres en milieu alcalin chaud. L’oxydation de ces fonctions provoque
simultanément la réduction de ’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange

en acide 3-amino 5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm.

V1.3 Préparation des solutions

VI.3.1 Réactif de DNSA

Dans un Erlen Meyer, 1g de DNSA est solubilisé dans 40ml d’eau distillée. Ajouter
30g de tartrate double de sodium et potassium a la solution, apres agitation, le mélange est de
couleur jaune opaque. Additionner a cela 20ml de solution de NaOH 2N. La solution limpide
obtenue est de couleur orange. Le volume final est ajusté a 100ml avec de I’eau distillée. Le

réactif est conservé a 4°C a I’abri de la lumiére.

VI.3.2 Solution d’extrait
L’extrait sec organique des noyaux des dattes Ajwa est dissous dans la solution
tampon phosphate. Une gamme de concentration croissante a été préparée variant de 0,2 a 1,2

mg/ml.

VI.3.3 Solution échantillon d’a-amylase
L’enzyme utilisée est 1’a-amylase (E.C.3.2.1.1) d’Aspergillus oryzae sous forme
Iyophilisée (Fluka). Son poids moléculaire est de 51000 Da avec une activité spécifique de 26

Ul/mg. L’enzyme est conservée a +4°C.

VI.3.4 Solution du substrat
Afin de réaliser le test d’alpha amylase, ’amidon soluble est utilisé comme substrat a

une concentration de 1 % et préparé dans une solution tampon phosphate.
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VI.3.5 Solution d’acarbose

L’acarbose « LARIMEL®50 » est un pseudo-tétra-saccharide d’origine microbienne.
Il est utilisé dans cette expérience comme contrdle positif (molécule de référence) afin de
comparer son activité vis-a-vis de 1’alpha amylase par rapport a celle de ’extrait. L.’acarbose
est dissous dans le tampon phosphate et une gamme de concentrations croissantes est préparée

variant de a

VI.3.6 Mode opératoire

e Dans des tubes a essai, ajouter 200 yl d’extrait ;

e Additionner 200 yl de solution enzymatique ;

e Agiter et incuber pendant 10 min a 37 °C;

e Ajouter 200 yl d’amidon puis agiter et incuber 15 min a 37 °C;
e Ajouter 400 yl de DNSA pour stopper la réaction ;

e Placer les tubes dans un bain-marie bouillant pendant 5 min a 100°C puis placer dans

un bain d’eau glacée.
e Lecture a 540 nm

e Calculer les pourcentages d’inhibition de chaque concentration : inhibition de a-

amylase % = (Do controle — DO extrait/ DO controle X 100) (tableau 6).
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Tableau 6. Protocole test o- amylase

Acarbose . R
[0,02-0,12] Elxzr?r']t 5?;5]' Blanc Cog;rg;e Blanc
g/l ,2mg p
Dilution pl 200 200 200 - -
Enzyme a- 200 200 - 200 -
amylase pl
Solution - - 200 200 400
tampon pl
Incubation pendant 10 mina 37 °C
Amidon
soluble 1% ul 200 200 200 200 200
Incubation pendant 15 mina 37 °C
ReaCt'JIDNSA 400 400 400 400 400
Bain Marie a 100 °C pendant 5 min
Bain d'eau glacée
Lecture a 540 nm
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Résultats et interprétation

L’extraction solide-liquide au Soxhlet est I’une des méthodes d’extractions les plus
utilisées, son maniement permet d’employer de petites quantités de solvants ce qui est
avantageux, par ailleurs, le solvant qui se condense est toujours pur. La solubilisation de la
substance est donc favorisée grace a des meilleurs coefficients de partage. Pour cela, une fois
les noyaux sont broyés, la poudre récupérée est mise a I’épreuve par cette méthode
d’extraction en utilisant un mélange ternaire d’acétone Y4, méthanol % et éthanol ' (figure

20).

Les noyaux de ’Ajwa

Séchés et broyeés

Hexane

[ Extrait huileux } [Marc}

Meélange ternaire

‘ Extrait organique polaire ‘ Marc

U 4

Dosage des composeés Mesure des activités biologiques
phénoliques

U U

o N (A

Flavonoides Capacité antioxydante totale

\

olyphénols totaux ctivité antioxydante

Tanins Activité g-amylase

\ / \_ -

Fig. 20. Etape de la réalisation de 1’étude phytochimique
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Etude phytochimique

.1 Rendement en extrait organique

Résultats et interprétation

La préparation de I’extrait organique est effectuée par la méthode d’extraction au

Soxhlet. L’aspect, couleur, solvant de solubilité et le rendement de I’extrait ont été présentés

dans le tableau 7.

Tableau7. Rendement et caractéristique de I’extrait des noyaux de (Ajwa)

Extrait Solvant Aspect Couleur Renci/ement
0
lére extraction Hexane Huileux Transparent 7,79
\ . . . . A Rouge
2éme extraction Méthanol/éthanol/acétone Pateux 10,015
bordeaux

Les deux extractions de noyaux de dattes de Phenix dactylifera L. ont permis de

récupérer des extraits d’aspect huileux et pateux, de couleurs différentes avec des rendements
de 7,79 et 10,015 % respectivement.

.2 Dosage quantitatif par spectrophotométrie

1.2.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait sec a €t€ obtenue a partir d’une courbe

d’étalonnage (y=0,0019x ; R2 =0,998) établie avec des concentrations croissantes d’acide

gallique (Figure 22). La teneur est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par

gramme d’extrait sec (mg EAG/ g ES).

Absorbance @ 750nm

v =0.0019x
R* = 10,9951

i 10y 20

100 i

5000 G

Concentration de 'acide gallique (png/mL)
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Fig.21. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

1.2.2 Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides de I’extrait sec a été obtenue a partir d’une courbe
d’étalonnage (y=0,003x ; R2=0,998) établie avec des concentrations croissantes de catéchine

(Figure23). La teneur est exprimée en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait

sec (mg EC/g ES).

- -

& v o= 0,003x + 0,024 L
= 1.4 B:= 09987 ",.-"
=172 .
LU -
|E I. ’1‘.‘1"
< 0
L1
= o
= -~
g Ul .-""
ﬁ ‘_.. -
2 04

1,2 -

il 100 J00 300 A0 SO GO0

Concentration de 1a catéchine (ug/mL}).

Fig.22. Courbe d’étalonnage de catéchine pour dosage des flavonoides

1.2.3 Dosage des tanins

La teneur en tanins de I’extrait sec a ét¢ obtenue a partir d’une courbe d’étalonnage
(y=0,0007x ; R2= 0,996) établie avec des concentrations croissantes de catéchine (figure 24).

a teneur est exprimée en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (m
La t t 11 lent catéch d’extrait

EC/g ES).
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v = 0,0007x
R* =10,9961

Absorbance d S0inm

Concentration de la catéchine (pg/mlL)

Fig.23. Courbe d’étalonnage de catéchine pour dosage des tanins

Les résultats des dosages obtenus montrent que les noyaux de Phwnix dactylifera.L
renferment des teneurs rentables en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés de
valeurs de 3,645 mg EAG/g ES, 2,558 mg EC/ g ES, et 3,605 mg EC/g ES respectivement.

Il. Etude biologique

.1 Evaluation de la capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale de I’extrait des noyaux de dattes de Pheenix dactylifera
L a été exprimée en nombre d’équivalents d’acide ascorbique a partir d’une courbe
d’étalonnage (y= 0,0028x R2=0,997) (figure 25), sa teneur est estimée a 0,482 mg EAA/g ES.
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Fig.24. Droite d’étalonnage de ’acide ascorbique pour calculer la capacité antioxydante

1.2 Evaluation in vitro de I'effet inhibiteur de I'extrait des noyaux Ajwa sur
I'activité a-amylase
L’effet inhibiteur de I’extrait des noyaux de dattes de Phwnix dactylifera L sur

I’activité a-amylase a été déterminé a partir de 1’équation de la courbe logarithmique (y=
29,16 In(x) + 68,637) avec une 1Cso de 0,52 mg/ml.

L'acarbose a été utilisée comme médicament standard de référence (contrdle positif)
pour comparer les effets inhibiteurs. L’ICso est estimée & 0,056 mg.ml™.

&80
v=129,16In(x) + 68,637
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50 /,,.
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Fig.25. Pourcentage d’inhibition de 1’enzyme a-amylase en fonction des différentes

concentrations de 1’extrait.
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concentrations de 1’acarbose
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L'efficacité de l'utilisation des medicaments a diminué en raison de I'émergence d'une
résistance et d'une tolérance dans les médicaments existants. Par conséquent, une tendance
croissante a remplacer les drogues synthétiques par des produits naturels (sources végétales) a
été observée dans l'industrie pharmaceutique. Ces sources naturelles sont enrichies
en composés phytochimiques qui ont des caractéristiques de prévention des différentes
maladies avec moins d’effets secondaires (Chirumbolo, 2012). La datte Ajwa est utilisee
traditionnellement et historiqguement en raison de ses propriétés anti-inflammatoires,

hépatotoxiques, anticancereuses, etc. (Khalid et al., 2017).

L’extrait des noyaux des dattes Ajwa est soumis a une analyse phytochimiques. Les
types de solvants utilisés dans cette étude ont joué un réle important dans I'extraction de
différents types des composés phénoliques. La solubilité de ces derniers dépend du type de
solvants a polarité variée. Des chercheurs précédents ont également signalé que des
rendements d'extraction plus élevés en composés phénoliques étaient obtenus avec une

polarité croissante du solvant (Cheung et al., 2003).

Le mélange de différents solvants avec divers degrés de polarité peut augmenter
I'extraction des composés phénoliques en dissolvant des composés avec des degrés de polarité
variés (Madhava Naidu et al., 2016). Pendant ce temps, le mélange ternaire acétone-
méthanol-éthanol a été appliqué pour obtenir les conditions optimales pour I'extraction des
composés phénoliques des noyaux d’Ajwa. Il a montré une meilleure efficacité dans
I'extraction des composés phénoliques. Cette méthode doit étre sans interférence, peu
colteuse et compléte pour différentes matrices et applications végétales (Mendes et al.,
2019). Par conséquent, il est difficile d’élaborer une procédure d’extraction normalisée qui
sera appropriée pour I’extraction de la teneur en composés phénoliques de toutes les plantes et

de leurs parties.

Le dosage des polyphénols totaux a été¢ déterminé a 1’aide du réactif Folin-Ciocalteu et
le dosage des flavonoides avec le réactif trichlorure d’aluminium, tandis que les teneurs en
tanins ont été déterminées a 1’aide de I’HCL et la vanilline. 1l existe différentes méthodes
utilisées pour l'extraction des lipides des noyaux de dattes, en utilisant différents solvants

comme I'nexane (Ahmad & Imtiaz, 2019).

Les reésultats de la détermination des teneurs en composées phénoliques révélent un
taux en polyphénols (3,645 mg EAG/g ES), en flavonoides (2,558 mg EC/g ES), et en tanins

(3,619 mg EC/g ES), les resultats suggerent que les noyaux d’Ajwa constituent une source
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riche en composés phytochimiques. Comparativement aux autres études quantitatives
réalisées sur les noyaux de la variété Ajwa d’El Madinah, les teneurs en PT obtenues par
Khalid et al. (2017) sont supérieurs comparés a nos résultats, ils varient entre 39,323 mg
EAG/g (éthanol a 90 %) et 31,547 mg EAG/g (éthanol a 70 %). En ce qui concerne les
teneurs en Flv, la quantité la plus élevée dans les noyaux d’Ajwa variait de 18,974 mg EC/g
(acétone a 70 %) a 29,562 mg EC/g (acétone a 80 %). Par ailleurs, les teneurs en PT et Flv
distinguées par Hussain et al. (2019) sont inférieurs aux nétres, avec 0,078 mg EAG/g ES et
0,0454 mg EC/g ES respectivement. Cependant, le noyau de dattier Ajwa trouvé par Ahmad
& Imtiaz, (2019) se compose de 0,0135 a 0,0367 mg EC/g ES de quercétine comme Flv
prédominant, et celles obtenues par Al-Jaouni et al. (2019) contenaient 47,4 mg EC/g ES de

flavonoides totaux.

Toutefois, les résultats du dosage des composés phénoliques n’indiquent pas les
valeurs exactes des teneurs en polyphénols, puisque malgré sa grande sensibilité, la méthode
Folin-Ciocalteu peut présenter des problémes d’interférence, en effet le réactif Folin-
Ciocalteu peut réagir avec les acides aminés (tyrosine, tryptophane), les sucres réducteurs
comme le glucose et le fructose (Boizot & Charpentier, 2006).

En raison d’absence de travaux concernant les teneurs en tanins de 1’espece étudiée
ainsi que la variété Ajwa d’El Madinah, on a comparé nos résultats a ceux de Bentrad &
Gaceb-Terrak. (2020) de cultivar Bent Kbala originaire de Ghardaia en Algérie, avec une

teneur de 31mg EC/g MS qui représente le nonuple de notre résultat.

La phytochimie des dattes est tres riche en différents composés, comme les
polyphénols, les flavonoides etc. La concentration et le rapport de ces composes
phytochimiques dépendent du stade de maturation des dattes, d’une variété de dattes et de
I’état du sol du site de culture (Mirza et al., 2019). La composition phénolique des extraits
végétaux est influencée par différents facteurs — variété, climat, stockage, transformation, etc.
(Tomsone et al., 2012).

Un exces de stress oxydatif est un facteur de risque majeur pour les maladies telles que
I'nypertension, le diabéte, et les cancers (Haleng et al., 2007). Les aliments, et en particulier
les produits végétaux, sont riches en micronutriments aux propriétés antioxydantes tels que les
polyphénols et certaines vitamines, ces molécules pourraient agir en synergie pour réduire le

stress oxydatif dans les cellules (Bastide et al., 2014).
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Depuis des temps immémoriaux, les fruits étaient considérés comme un régime sain,

avec une bonne source d'antioxydants a une efficacité variable (Arshad et al., 2015)

L’extrait des noyaux de dattes Ajwa « Pheenix dactylifera L. » est soumis un test
auquel il permet d’évaluer la capacité antioxydante totale (CAT). A la différence des autres
tests, ce dernier, permet non seulement de quantifier I’apport de ’activité antioxydante des

polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tels que les vitamines (C, E...).

Le dosage du phosphomolybdate évalue la capacité d'un échantillon a oblitérer un

radical libre en transférant un électron a ce dernier.

A partir d’une courbe d’étalonnage (y= 0,0028x R?=0,997), les résultats de ce test ont
révélé une teneur de : 0,482 mg EAA/g ES.

Dans une autre étude de dattes « Phoenix dactylifera L. » de variété d’Ajwa d’El
Madinah, leurs résultats ont révélé une teneur de : 0,032 mg EAA/g ES , a partir d’une courbe
d’¢étalonnage standard d’acide ascorbique (Arshad et al., 2015). Cette étude comparative,

nous a révélé la supériorité de 1’activité antioxydante totale de notre variété de dattes locale.

Le diabete sucré est un trouble métabolique chronique qui affecte des millions de
personnes dans le monde. Sa prévalence est en augmentation mondiale a un rythme alarmant,
ce qui en fait I'un des principaux problemes de santé croissants. Les hypoglycémiants oraux et
Iinsuline sont les principaux composants du traitement antidiabétique en plus de la
modification du mode de vie. Une des stratégies thérapeutiques pour controler
I'nyperglycémie postprandiale chez les diabétiques est de retarder I'nydrolyse des glucides par
l'inhibition des enzymes a-glucosidase et -amylase afin de ralentir I' absorption intestinale du
glucose (Khan et al., 2016). L'a-amylase commence le processus de digestion des glucides
par hydrolyse des liaisons 1, 4-glycosidiques des polysaccharides (amidon, glycogéne) en
disaccharides et I'a-glucosidase catalyse les disaccharides en monosaccharides, ce qui conduit

a une hyperglycémie postprandiale (Telagari & Hullatti, 2015).

Les résultats obtenus montrent que ’extrait des noyaux de dattes Ajwa (ICso= 0.52
mg/ml) posséde un effet inhibiteur important sur I’activité de I’alpha amylase de facon dose-

dépendante, mais qui reste inferieur a celui de 1’acarbose (ICso = 0.056 mg/ml).

L’extrait des noyaux de dattes Ajwa a montré une activité inhibitrice de 1’alpha

amylase supérieure a celle de I’extrait aqueux de noyaux d'Arechti et de Korkobbi, une variété
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de dattes tunisiennes qui a montré une activité inhibitrice avec des valeurs ICso de 0,783 et de
0,987 mg/ml respectivement (Thouri et al., 2017). Les résultats montrent que la méthode
d’extraction, les solvants utilisés ainsi que la région de culture et 1’état de sol affectent de
maniere significative le contenu phytochimique et par la suite 1’effet inhibiteur de 1’activité a-

amylase.

Dans la présente étude, I'extrait des noyaux de dattes Ajwa présente une activité
d'inhibition significative de 1'a-amylase. Ainsi, on peut conclure que les noyaux de dattes
pourraient s‘avérer prometteurs et bénéfiques pour abaisser la glycémie chez les diabétiques

en inhibant la digestion et en supprimant I'nydrolyse des glucides alimentaires.

Ces résultats obtenus sont probablement dus a la richesse de 1’extrait des noyaux en
polyphénols, flavonoides et tanins qui sont connus pour leur effet inhibiteur sur I’a-amylase
(Sales et al., 2012).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent une source fiable de molécules biologiquement actives,
ayant révélé leurs efficacités dans le traitement de nombreuses pathologies tout en prévenant

I’apparition des effets secondaires.

En plus de sa valeur énergétique, les dattes « Ajwa » présentent une activité biologique
attrayante, qui s’exprime en termes d’activité anti-inflammatoire, antidiabétique et diverses

propriétés medicinales.

Notre étude indique une qualité gratifiante des dattes d’Ajwa « Pheenix dactylifera.L » ceci
est conclu lors des résultats phytochimiques qui démontrent une richesse diversifiée en
métabolites secondaires notamment les polyphenols, les flavonoides et les tanins condensés
en teneurs de valeur de 3,645 mg EAG/g ES, 2,558 mg EC/ g ES, et 3,605 mg EC/g ES

respectivement.

Nous nous sommes intéressés a la capacité antioxydante totale, exprimée en acide
ascorbique dans notre travail. Comparé a une autre étude, nous avons déduit par la suite, que
nos dattes locale « Ajwa » présente une meilleure capacité antioxydante (0,482 mg EAA/g
ES).

On conclut également que notre extrait de noyaux de dattes présente une activité inhibitrice

remarquable de 1’alpha amylase avec un ICsg de 0.056 mg/ml.

D’autres ¢études approfondies seront nécessaires pour mieux comprendre [’utilité

thérapeutique de ces composes :

L’identification et la caractérisation des composés actifs présents dans les extraits des

noyaux de dattes « Ajwa ».

- Larecherche d’effet inhibiteur de 1’extrait de noyaux de dattes sur 1’activité de I’alpha

amylase.

- La réalisation des tests antidiabétiques et toxicologiques de I’extrait de noyaux de

dattes chez des modéles d’animaux.
- Evaluation de ’activité anti-inflammatoire, antibactérienne, anticancéreuse. ..

Les résultats de notre étude ont fait I’objet d’une recherche sur la valorisation des activités

biologiques d’un sous-produit de datte, variété « Ajwa », présenté le 26 Juin 2021.
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