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Résumé :

Cette étude a porté sur ’activité antioxydant des extraits du café des noyaux de dattes
commercial, elle débute par I’extraction des composés phénoliques en utilisant quatre solvants
(Dichlorométhane, Acétate d’éthyle, Ethanol, Méthanol) dont I’extrait de dichlorométhane
montre le rendement le plus élevé (22%) par rapport aux autres extraits. Ces composés ont été
quantifiés par le réactif de Folin-ciocalteau par la méthode spectrophotométrique UV-visible
qui est utilisée aussi pour la quantification des flavonoides par le trichlorure d’aluminium. Les
résultats obtenus montrent que les quatre extraits sont moyennement riches en phénols totaux
(varie de 0.95+0.05 a 16.12+1.27 mg/g en équivalent d'acide gallique) et moyennement riche
en flavonoides (varie de 0.016+0.001 a 1.31+0.14 mg/g en équivalent de la quercétine).

L’activité anti-oxydante est évaluée dans cette étude par le test DPPH qui repose sur la
capacité des antioxydants de piéger les radicaux libres, ce test révéle que les extraits
phénoliques du café des noyaux de dattes présentent un pouvoir antioxydant remarquable, les
valeurs d'EC50 les plus faibles ont été obtenues dans les extraits éthanolique et méthanolique

ce qui correspond a une meilleure activité anti-oxydante.

Les mots clés : Activité anti-oxydante, café des noyaux de datte, polyphénols, flavonoides,
test DPPH.



Abstract:

This study focused on the antioxidant activity of extracts coffee from commercial date
seeds, it begins with the extraction of phenolic compounds using four solvents
(Dichloromethane, Ethyl acetate, Ethanol, Methanol) while the extract of dichloromethane
shows the highest yield (22%) compared to other extracts. These compounds were quantified
by the Folin-Ciocalteau reagent by the UV-visible spectrophotometric method which is also
used for the quantification of flavonoids by aluminum trichlorid. The results obtained show
that the four extracts are moderately rich in total phenols (varies from 0.95+0.05 to
16.12+1.27 mg/g in gallic acid equivalent) and moderately rich in flavonoids (varies from
0.016+0.001 to 1.31+0.14 mg /g in quercetin equivalent).

The antioxidant activity is evaluated in this study by the DPPH test which is based on the
ability of antioxidants to scavenge free radicals, this test reveals that the phenolic extracts of
coffee from date seeds have a remarkable antioxidant power, the values of The lowest EC50
were obtained in the ethanolic and methanolic extracts, which corresponds to a better
antioxidant activity.

Key words : Antioxidant activity, date seeds coffee, phenols, flavonoids, DPPH test.
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Depuis ’antiquité, 1’étre humain s’intéresse a utiliser les plantes médicinales pour la
thérapie ce qu’on appelle la médecine traditionnelle qui est encore prolongé jusqu’a présent et
qui est efficace malgré le développement de la thérapie actuelle. Les plantes médicinales
constituent une source large des molécules chimiques naturelles peu codteuses capables
d’utiliser dans les préparations pharmaceutiques [1]. parmi ces plantes qui est la plus connue
dans le milieu oasien c¢’est le palmier dattier (Phoenix dactylifera L) [2].

Le palmier dattier couvre une importante surface dans 1’Algérie grace a sa situation
géographique et considérée 1’'une des plantes les plus importants qui ont un réle économique,
sociale et écologique [3].

Depuis quelques années, 1’intérét des antioxydants devient de plus en plus important vis-a-
vis leur capacité de protéger le corps humain contre I’endommagement due au stress oxydatif
[4]. Généralement les antioxydants les plus importants qui peuvent apportés par notre
alimentation sont les composes phénoliques.

Plusieurs études épidémiologiques montrent que la consommation réguliére des fruits et
des légumes peut réduire le risque des maladies chroniques tel que : le cancer, la maladie de
Parkinson et les maladies cardiovasculaires grace a leur richesse en antioxydants [5], parmi
ces aliments on distingue les dattes.

La production des dattes n’est pas seulement consacrée a sa consommation sous forme secs
mais aussi d’améliorer 1’utilisation de ses déchets (noyaux) au niveau industriel.
Malheureusement environ 10% a 15% des dattes leurs noyaux sont jetés ou utilisés comme
aliment de bétail [6].

Les noyaux des dattes sont des sous-produits contiennent principalement des protéines, des
glucides, des sels minéraux et des phénols, ils ont plusieurs propriétés médicinales étonnantes
comme la prévention des reines et de foie contre la toxicité, la protection contre la
complication diabétique et & combattre les infections virales [7].

La valorisation des déchets organiques comme les noyaux des dattes a attiré I’attention de
beaucoup de chercheurs dans 1’industrie agro-alimentaire, cosmétique, énergétique et
pharmacologique pour la protection de I’environnement et 1’exploitation économique [8]. Ces
noyaux constituent une biomasse locale, disponible et bon marché, ses potentialités
d’utilisation sont immenses et peuvent intervenir dans plusieurs transformations sous
différentes formes : charbon actif, engrais pour le sol et comme un agent dépolluant...etc [9].

L’utilisation des noyaux des dattes dans la fabrication d’une boisson succédante du café

ordinaire est I’une des procédés d’exploitation des sous-produits de la transformation des
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dattes c’est le café des noyaux des dattes décaféiné moins fort, plus doux et son goQt dépend
de la Variété des noyaux des dattes [10].

Ce travail est structuré en trois parties, initie par une synthése bibliographique mettant
L’accent sur les dattes, les composés phénoliques, 1’activité anti-oxydante.

La deuxiéme partie concerne la méthodologie suivie : L’extraction et la quantification des
polyphénols du café de noyaux des dattes et 1’étude de leur pouvoir antioxydant par le test
DPPH.

Enfin, la derniere partie regroupe I’ensemble des résultats obtenus et leurs discussions,

suivie d’une conclusion générale.

MEMOIRE DE MASTER |
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I.  Genéralités sur le palmier dattier, dattes et leurs noyaux :
1. Palmier dattier :

Le palmier dattier est un arbre ancien qui est cultivé par I’homme depuis au moins 6000
ans [11]. Cette plante a attiré I’attention des arabes ou un Cheikh arabe a dit : « le palmier
dattier, reine des arbres doit avoir ses pieds dans I’eau courante et sa téte dans le ciel
bralant,[12] il a une importance économique, sociale et religieuse dont il est mentionné plus
de 20 fois dans le Coran [13]. Le palmier dattier est une plante médicinale, monocotylédones
et dioique qui porte des arbres méles appelés « dokkar » et des arbres femelles appelés
« nakhla » [14]. Il est caractérisé par leur capacité d’adaptation aux conditions des climats
arides les plus séveres et appartient a la famille Arecaceae (palmaceae) Genre "Phoenix™ qui
contient 14 espéces ou dans lesquels on trouve (Phoenix dactylifera) [15] Qui est le nom
scientifique du dattier présenté par Linné en 1734 provient du mot latin Phoenix qui signifie
dattier chez les phéniciens et dactylifera dérive du terme grec "dactylos" qui signifie doigt

allusion faite a la forme du fruit [16].

1.1. Position systématique : le palmier dattier (Phoenix dactylifera) est classé
botaniquement comme suivant [17] :
Groupe : spadiciflores
Embranchement : angiospermes
Classe : monocotylédones
Ordre : palmale
Famille : palmacée
Sous- famille : coryphoidées
Tribu : phoenicée
Genre : Phoenix
Espéce : Phoenix dactylifera L. 41aill

1.2. Répartition géographique des palmiers dattiers dans I’ Algérie :

La palmeraie Algeérienne couvre principalement le sud-est d’Algérie (El oued, Ouargla et
Biskra) avec 67% de palmier dattier et 21% dans le sud-ouest (Adrar et Bechar) ainsi 10%
dans le sud Algérien est occupé [18]. D’apres le FAO, L’Algérie est classé dans le 3éme rang
de production de datte avec1029596 tonnes en 2016. En vue qualitatif 1’ Algérie prend le ler

rang dans la production de variété Deglet-nour qui est la plus acceptable par les
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consommateurs et sur le marché national qu’international[19].

2. Dattes :

2.1. Définition :

La datte est une baie de forme allongée, oblongue ou arrondie composée d’un
noyau a une consistance dure entourée par une pulpe constituée d’une enveloppe
cellulosique fine dite péricarpe couvrant d’un mésocarpe charnu de consistance

variable et d’un endocarpe fibreux de teinte plus claire [20].

endocarpe e

misosarpe__ .. raing ou noyay

- - ----\\

COUPE
D'UNE DATTE|

dptarpe poy) >

Figure 1 : Une coupe transversale de datte.

Les dimensions de datte sont trés variables selon la variété (le tableau 1) :

Tableau 1: La variation du poids et des dimensions de datte [22].

Poids 4-36 g

Longueur 2-7.5cm
Diametre 1.3-4cm
Volume 5-19 cm3

2.2. Stade de maturation :
Plusieurs modifications internes et externes produisent aux dattes au niveau de la texture, la
composition chimique, la teneur en sucre pendant la maturation [23]..
Hababouk : ce stade commence apres la pollinisation jusqu’a la 5éme semaine, la datte a une
couleur verte jaunatre et une forme sphérique et une croissance lente [24].
Kimri : ce stade dure de neufs semaines jusqu’a quatorze semaines, la datte présente la
couleur verte et la croissance rapide avec une teneur d’eau et de sucre élevée [25].

Khalal : couleur jaune ou rouge selon la variété avec une teneur d’humidité 50-85% [26],

MEMOIRE DE MASTER |
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Dans ce stade il ya une diminution de la teneur d’eau et une augmentation de la concentration
de sucre [10].

Routab : la datte présente une couleur brune claire avec 30-45% teneur d’humidité [26]. Elle
a une saveur sucrée due aux monosaccharides s’accompagnant la perte de la turgescence suite
a la diminution de la teneur en eau [27].

Tamr : c’est le dernier stade au cours de la maturation de datte dans lequel le fruit est trés
résistante a 1’infection des microorganismes, stade Tamr est caractérisé par une faible
humidité < 25% [28].

Figure 2: Stades de maturation de datte.

Les dattes sont principalement consommées sous forme de fruit frais au stade «Tamr»

cependant, elles peuvent également étre consommeées aux stades Khalal et Rutab [29].

2.3 Classification des dattes :
La classification selon leur consistance a maturité et la texture de fruit est valable pour les
variétés d’Algérie, trois catégories ont été distinguées :

» Dattes moelles : taux d’humidité > 30%, elles contiennent comme sucre fructose et
glucose par exemple : Ghars.

» Dattes demi-moelles : de 20% d’humidité, a base de saccharose tel que : Deglet-
Nour.

» Dattes séches : <20% d’humidité, ce type de datte riche en saccharose [30].

2.4. Composition en nutriments des dattes :

Une grande partie des dattes récoltées est consommée fraiche tandis que les dattes de
qualité inférieure sont utilisées dans I’industrie de transformation pour produire les produits
tels que : jus, confiture, poudre et sirop.....etc [31].

Environ 65-70% de datte est composée des carbohydrates (glucose, fructose et saccharose)

[32], elle contient aussi des protéines, des acides aminés (proline, glycine, alanine...etc)
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[33]et des fibres (cellulose, béta-glucane et ’amidon...etc.) [34]. Les composés phénoliques
les plus abondants dans les dattes sont les acides caféique, gallique, cinnamique, et férulique
qui ont une forte anti-oxydation [35]. Ce fruit est une bonne source de calcium, potassium,
magnésium [36] et vitamine A, B et C [37].

5. Noyaux de datte :

5.1. Définition :
Le noyau "Alfa" représente un déchet majeur et constitue environ 11%-18% de poids de
datte [29] et généralement oblongue et cannelée ventralement, contenant un petit embryon et

un albumen entouré par une enveloppe cellulosique [38].

_ Tegament

albumen

COUPE
DU NOYAU

Figure 3: La morphologie du noyau de datte [17].

5.2. Composition :

La composition biochimique varie d’un noyau a ’autre dans les dattes selon la variété de
datte et le stade de maturation et les conditions environnementales, les noyaux de datte
contiennent une large gamme des composés fonctionnels nutritifs tels que les fibres, les
graisses, les protéines, les cendres et les minéraux (magnésium, sodium, potassium, nickel,
fer, phosphore) [39].

Tableau 2: Composition des noyaux de datte en (%) [7].

graisses 5-13.2%
Protéines 2.3-6.4%
cendres 0.9-1.8%
fibres 22.5-80.2%

Il est considéré comme une source riche en carbohydrates et fibres (cellulose, hémicellulose et

lignine) [40], la teneur en composes phénoliques dans les noyaux des dattes est plus élevee
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[7]. Ces substances effectuent plusieurs fonctions d’un point de vue biologique telles que les
activités anti-oxydantes, antibactériennes et antivirales [41]. Au total neuf acides phénoliques
ont été détecté dans les noyaux dont quatre sont des dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique
(acide gallique, acide protocatéchuique, acide p-hydroxbenzoique et acide vanillique) et les
autres comme des dérivés d’acide cinnamique (acide caféique, acide p-coumarique, acide o-

coumarique, acide férulique, acide m-coumarique) [10].

5.3. Valorisation des noyaux de datte :

Les noyaux des dattes sont soit jetés causant un probleme envirommenteux, soit incorporés
dans I’alimentation animale. Le manque d’utilisation de ce sous-produit reste une réelle perte
pour I’économie grace a sa valeur nutritive [42].

En cosmétique : comme une huile pour le traitement des manifestations cutanées du
vieillissement [43]. Les noyaux carbonisés ajoutés a 1’encre solide sont utilisés comme un
dentifrice chez les chinois.

En médecine : permet de soulager la fiévre aussi pour diminuer le risque du cancer et le
traitement de diabéte [44].

En pharmacologie : ils favorisent la protection contre 1I’hypotoxicité et interviennent dans la
régulation du taux de I’cestrogéne et testostérone dans le plasma [45] ; [46].

En industrie : la préparation du charbon actif d’origine botanique par la création des
adsorbants a faible co(t a partir des déchets organique (noyaux des dattes) pour la
décontamination des eaux pollués [47].

En alimentation : un essai de valorisation par incorporation dans la farine de blé tendre
commercial pour améliorer leur valeur nutritive. La farine des noyaux des dattes ne contient
pas de gluten et peut destiner pour le régime alimentaire pauvre en gluten (les malades
cceliaque) [3]. Les noyaux des dattes sont valorises pour la production de la levure
alimentaire[48].

Une nouvelle utilisation comprend la poudre des noyaux des dattes torrefiés comme une
boisson sans caféine substitut de café normale célébre au-Moyen-Orient surtout chez 1’arabe
[49]. Cette boisson alternatif ** café des noyaux des dattes d’une saveur et d’un aréme
agréable satisfait les consommateurs notamment les personnes sensibles a la caféine et qui
préférent profiter de la saveur et ’arome du café sans des effets indésirables de la caféine [7] ;
[50].
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l. Polyphénols :
1. Définition :

Le terme « polyphénol » désigne 1’ensemble des composés phénoliques des végétaux [51].
Les polyphénols sont des micronutriments abondants dans notre régime alimentaire. Ils sont
essentiels a la physiologie des plantes, car ils sont impliqués dans diverses fonctions
importantes (croissance, structure, défense, pigmentation, etc.) [52];[53]. Ce sont des

métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un cycle aromatique a six carbones.

2. Classification :

Selon le nombre de carbone, le degré d’hydroxylation et d’oxydation et les liaisons de ces
composés de base avec d’autres molécules, différents groupes majeurs ont été distingué [54] :
Phénols simples (cs) : ce sont des composés aromatiques qui posseédent un ou plusieurs
groupements hydroxyles. Ils sont rares dans la nature.

Acides phénoliques : ils sont présents dans les plantes agricoles et médicinales a une faible
toxicité [55], caractérisés par la présence au moins d’une fonction carboxylique, ils sont
dérivés de I’acide benzoique et de I’acide cinnamique [56] :

»  Acides hydroxy benzoiques : ce sont des dérivés de 1’acide benzoique, ils ont une
structure (ce-C1), ils sont trés présentes dans le régne végétal sous forme combiné a I’état
d’ester ou d’hétéroside dont ils sont libérés par hydrolyse alcaline [57] .

» Acides hydroxy cinnamiques: caractérisés par une structure (Ce-C3) avec une

distribution tres large dans le régne végétal.

O 0
OH X OH
OH
OH
acide hydroxy benzoique Acide hydroxy cinnamique

Figure 4: Structure des acides phénoliques.
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Coumarines : ce sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-

pyrone [58], ils présentent chez les végétaux sous forme de cristaux blancs ou jaunatre [59].

F

Figure 5: Structure de coumarine.
Lignanes : présentent une structure (cs-Cs)z, ils ont été isolé a partir d’essence résineuse,
formés de deux unités phénylpropane liées parmi lesquels peuvent former des molécules

lignine (cs-c3) n [60].

Figure 6 : Structure de lignane.
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OH

Figure 7: Structure de lignine.

Stilbénes: présentant un squelette (ce-C2-Cs), leur existence est faible dans I’alimentation [61],

le stilbene le plus couramment étudié est le resvératrol [62].

Figure 8: Structure de stilbéne.

Flavonoides : lls présentent un squelette carboné commun cs-C3-Cs qui compose deux cycles
benzénes A et B liées par un chaine de trois carbones sous forme d’un hétérocycle C oxygené
[63] et se divisent en 6 groupes selon le degré d’oxydation et la nature des substituants portés
sur le cycle C : les flavones, les flavonones, les flavonols, isoflavones, les anthocyanidines et
les catéchines [64]. Les flavonoides sont des substances plus répandues chez les végétaux,

responsables pour la pigmentation des feuilles, fleurs et fruits[65] .
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0O

Figure 9: structure de flavonoide.

Tanins : leur structure complexe est constituée d’une unité monomérique répétitive a haute
poids moléculaire [59], trouvés dans 1’écorce, les feuilles, le bois, les fruits, les racines. Ils
partagent la capacité de précipiter les alcaloides, les protéines[66], les tanins classiquement

subdivisés en deux groupes : condensée et hydrolysable [67].

OH

HO

HO

Figure 10 : Structure de tanin.
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Il.  Activité anti-oxydante :
1. Définition :
Récemment, ’activité anti-oxydante a occupé une grande importance en raison de son
intérét dans la prévention contre les maladies cardio-vasculaires, neurodégénératives,

inflammatoires et cancer, ou elle limite 1’oxydation par neutralisation des radicaux libres a

I’action des antioxydants, donc lutte contre le stress oxydatif [68].

2. Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux libres
et la quantité des antioxydants disponible et utilisable par I’organisme pour s’en défendre. Ce
déséquilibre chronique fait partie des facteurs qui accélérent le vieillissement et diminuent les
performances physiques et mentales. Ou ces RL endommagent I’ADN, dégradent les

membranes cellulaires et alterent les fonctions des protéines [68].

3. Radicaux libres :

Lors de la transformation des nutriments en énergie par la mitochondrie ou ce qu’on
appelle ’oxydation (processus naturel), entre 3 a 5% des molécules oxydantes sont produites
accidentellement, ce sont les RL [69].

Ils sont définis comme des molécules qui manquent un électron au niveau de la couche
électronique externe, ce qui les rend instables et deviennent trés réactives, donc ils vont
chercher de s’associés a d’autres molécules pour retrouver un état stable [70]. Ils sont des
especes réactives de 1’oxygene ERO et de 1’azote ERN, mais ceux qui dérive de 1’oxygéne
sont les plus importants en pathologie humaine, ils sont produits par toutes les cellules
aérobies et jouent un réle important dans le vieillissement ainsi que dans les maladies liées a
I'dge et dans le processus de signalisation, en exces ils sont responsables au stress oxydatif
[71]; [72].
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Figure 11: Formation des radicaux libres.

Certains facteurs peuvent augmenter considérablement la production des RL (Figure 12) :

[ Ajmentation
d d{?"@ u.,‘.'{,‘,“ Problemes de peau
Pollutian [)‘(CES de Risaues card ‘ulaires
|‘ o Msies isques cardiovasculoires
‘ ' \ Moladies dégenératives
'8 \ LN\
6 Stress Tabac =} 1 - ;T " Affections rhumatismales
Inconfort digestif
[
Inflommation Perturbations immunitaires
v « A Atome stable Radical libre
"
W Rayonnement Vieillissement
v uv

Figure 12: causes et conséquences d'un exceés des radicaux libres.

4. Antioxydants :
Un antioxydant est un agent qui empéche ou ralentit 1’oxydation en neutralisant les RL,
donc stoppe le stress oxydatif.
> Certaines de ces AO sont fabriquées par 1’organisme (endogéne) qui sont :
*Des AO enzymatiques : le superoxydedismutase (SOD), catalase (CAT), la glutathion
Peroxydase (GPX), la thiorédoxine (TRX).
* Des AO non enzymatiques : le glutathion, acide urique...etc.
» Des AO qui sont apportés par I’alimentation (exogenes) comme 1’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E), B caroténe (provitamine A) et certains oligo-

éléments : le Zinc, le silinium, le manganése encore les composés phénoliques [73].
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Catalase
Superoxide Dismutase
Endogenous , Glutathione Peroxidase

( Peroxredoxin
M Thioredoxin
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Glutathione
»  Ubiquinol (CoQ10)
Non-Enzymatic Uric Acid
Bilirubin

Enzymatic

Antioxidants

Exogenous Viiamiait

40 e . Vitamin C
—; ' Vitamin E
Polyphenols
Phytochemicals

Figure 13: Classification des antioxydants.

» Les AO de synthéses : dans D’industrie alimentaire, ils sont utilisés pour la
conservation des aliments, tel que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne
(BHT), gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone (TBHQ) [74].
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Matériels et méthodes :

Ce travail a été réalisé au sien du laboratoire pédagogique de biochimie, département de

biologie, université de Laghouat pour but d’étudier I’activité anti-oxydante du café des

noyaux des dattes, passant par une série des expériences successives basées sur des Protocoles

déja faites.
1. Matériels :

Matiere végetale :

Nous intéressons dans cette étude a une matiére végétale trés répandu dans le monde vient

du palmier dattier, les noyaux des dattes qui sont torréfiés et broyés en un café mise en

marché, et qui devient acceptable par les consommateurs ; café de noyaux des dattes.

Les produits utilisés :

Tableau 3 : Réactifs chimiques utilisés.

Produit Formule chimique Firme
Hexane CeHua
Dichlorométhane CH:Cl>
Acétate d’éthyle C4HsO2
Ethanol C2HeO
Méthanol CH40 Sigma-Aldrish
Acide gallique C7HeOs
Quercétine C15H1007
DPPH C18H12N506
Carbonate de Sodium Na2CO3
Trichlorure d’aluminium AICls Prolabo
Vitamine C CeHsOs Analar Normapur

On a utilise comme des appareils : balance, rota-vapeur

lecture des absorbances.

et spectrophotomeétre pour la
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2. Méthodes :

2.1. Extraction des composes phénoliques :

L'objectif de I'étape d'extraction est de séparer les substances phénoliques de la poudre
solide et de les faire passer en solution.

Pour I'extraction des composés phénoliques du café des noyaux de dattes, on a employé la
maceration, 1’une des méthodes d'extraction les plus utilisés.

La macération a été réalisée par une série des solvants a polarité croissante
dichlorométhane, acétate d’éthyle, éthanol, méthanol successivement a température ambiante
et a ’obscurité, le détail de la méthode d'extraction est présenté dans la figure 14.

L'extraction des polyphénols du café des noyaux de datte nous a permis de calculer le
rendement qui est déterminé par le rapport entre la masse du résidu sec en gramme avec celle

de la matiére végétale aussi en gramme par la formule suivante :

R(%) = m (résidu sec) g % 100

m (matiére végétal)g

R : rendement (%)

m : la masse ()

MEMOIRE DE MASTER |



MATERIELS ET METHODES 2021/2022

( 1g CND + 20 ml hexane )

Pendant 24 h > l

( Résidu +20 ml DCM )

Pendant 24 h > l

Résidu +20 ml AE )
S
Gvaooration 3 un résidu seD l

( Résidu +20 ml éthanol )

Pendant 24 h > l

.

( Résidu +20 ml méthanol )

Pendant 24 h > l

Gvaporation aun résidu seD

Gvaporation aun résidu seD

Gaporation aun résidu sec)

Figure 14: Les étapes d'extraction des composés phénoliques.

2.2. Dosage des phénols totaux :
*Principe :

La méthode la plus utilisée dans 1’analyse quantitative des composés phénoliques dans les
extraits végétaux est de Folin-Ciocalteu qui est basé sur la capacité de ces composés a réduire

le mélange acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide phosphomolybdique (HsPMo012040)
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du réactif de Folin qui a un couleur jaune en un complexe bleu stable d'oxydes de tungstene et
de molybdéne [75]. La coloration produite, dont I’absorption est mesurée a 760 nm est

proportionnelle & la quantité des polyphénols présents dans 1’extrait végétal [76].
*Mode opératoire :

Pour déterminer la quantité des composés phénoliques dans nos extraits on a suivi le
protocol suivant : 100ul de chaque extrait (ou de standard Ag 0.5g/1) est mélangé avec 500ul
de réactif de Folin (10%), aprés deux minutes 2ml Na>COs (5%) est ajouté, ce mélange est
incubé pendant 30 minutes a I’obscurité puis la lecture des absorbances est faites a une

longueur d’onde 760 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible (Figure 15).

100ul extrait dilué ou

: ; 30 min a lecture de I'ABS a 760 nm
standard + 500ul Folin 2 min ajouter 2 ml Na,CO,

I'obscurité contre un blanc

Figure 15: Protocol de dosage de polyphénols.

2.3. Dosage des flavonoides :
*Principe :

Le dosage des flavonoides est réalisé par une méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium AIClz qui forme un complexe jaunatre avec les flavonoides qui absorbe dans le
visible a 430nm [77]. Ce complexe forme par chélation des métaux (Al) par les flavonoides
dont Al perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygéne de la molécule de

flavonoide comme donneur d’électrons[78].
*Mode opératoire :

Un volume de 500ul de trichlorure d’aluminium AICls 2% est ajouté a 500ul de I’extrait
(ou quercétine 0,1g/1)), aprés incubation pendant 15min, la lecture de ’absorbance est faite a

I'aide d'un spectrophotomeétre UV-visible a 430nm (figure 16)

500ul de I'extrait ou de 5m lecture de I'ABS a 430 nm
standard +500u AlCI, mn contre un blanc

Figure 16: Protocol de dosage des flavonoides.
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2.4. Evaluation de Dactivité anti-oxydante par le test DPPH :

L’activité anti-oxydante a été estimé par le test DPPH qui est basé sur la capacité des
antioxydants a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl [79], ce test est considéré
comme le plus simple, le plus rapide et le plus efficace a cause de la grande stabilité du
radical DPPH [80].

*Principe :

La méthode de DPPH est introduite par Mardsen Blois, Université de Stanford [81]. Cette
méthode permet de suivre la cinétique de décoloration de DPPH de couleur violette au jaune

ou il devient un acceptable d’un électron ou d’un atome d’hydrogéne provenant par un

antioxydant [82].
L P
N% < . -
o/ No o/" N\o

N

i: Ny ———) O\N N
N
0/ \O o /N\O

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl Vi OI et J aune 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figure 17: La réaction de réduction de DPPH.

*Mode opératoire :

Apres une préparation d'une série de concentrations par dilution dans le méthanol, 500ul de
chaqu’une est ajouté a 500ul DPPH (250uM). Le mélange réactionnel est agité
vigoureusement, puis il est maintenu a I'obscurité pendant 30 min a une température ambiante
pour que la réaction s'accomplisse, I'absorbance du milieu réactionnel a été mesuré a 517 nm

contre un blanc. Nous avons testé également la vitamine C comme antioxydant de référence.

500ul de I'extrait ou de
standard +500ul DPPH

30 min a l'obscurité

Lecture de 1’absorbance
a517nm
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Pourcentage d’inhibition :

L'approche la plus simple dans l'interprétation des données, est de tracer le pourcentage
d'inhibition en fonction de la concentration de l'antioxydant, Le pouvoir d'inhibition est
exprimé en %, et calculé selon la formule suivante [83] :

1%=[(Ao-A)/Ac] x100

Ao : Absorbance de contréle
A : Absorbance d’échantillon
Parametre ICso:

Appelé aussi ECso c’est la concentration d’antioxydant nécessaire pour réduire la
concentration du radical libre DPPH de 50%. Plus ICso est basse plus 1’activité anti-oxydante
est élevée, ce parametre est obtenu graphiquement a partir de la courbe du pourcentage

d’inhibition en fonction de la concentration de 1’échantillon [84].

Etude statistique
Les analyses de la variance ont été effectuées par le logiciel statistique Microsoft office
Excel. Toutes les expériences ont été faites en triple, les résultats ont été présentés par la

moyenne avec son écart type (n=3) pour chaque cas.
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Résultats et discussions :

1. Extraction des composés phénoliques :

Le (tableau 4) présente les rendements des extraits, leurs couleurs et leurs aspects, Les
extraits phénoliques obtenus présentent généralement un aspect poudreux et un seul extrait
visqueux, de couleur jaune et rouge.

Tableau 4: Aspect, couleur et rendement de chaque extrait du café de noyaux de dattes.

Solvants DCM AE EtOH MeOH
Rendement en % 22 5 5 12

Couleur jaune Jaunatre Rouge claire | Rouge claire

Aspect visqueux poudre poudre poudre

Les rendements obtenus varient de 5% a 22%, 1’extrait DCM (22%) présente le rendement
le plus élevé suivi par I'extrait MeOH (12%) tandis que les extraits AE et EtOH ont présenté
le méme rendement (5%). Cette différence est due a la nature des substances phénoliques
contenues dans chaque extrait, de leur solubilité et la polarité de chaque solvant [85].

Il est nécessaire de noter que l'extraction des composés phénoliques a partir du matériel
végétal est influencée par plusieurs facteurs liés soit aux procédures d'extraction employées en
tenant compte du type de solvants, la durée d'extraction, et le type du contact matiére solvant,
la taille des particules de I'échantillon, I'agitation et la température, comme elle peut étre liées
aux composes a extraire particulierement leurs natures chimiques, leurs polarités et leurs
masses moléculaires.

1. Dosage des phénols totaux :

La teneur en phénols totaux de chaque extrait du café des noyaux de dattes a été déterminé
a partir de la courbe d'étalonnage (Figure 18) et exprimée en milligrammes par un gramme de
la matiére végetale seche équivalent en acide gallique. Les résultats obtenus sont indiqués

dans le (tableau 5).
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Figure 18: La courbe d'étalonnage de I'acide gallique.
Tableau 5: Teneur en phénols totaux des extraits en (mg EAG/g MS).
Extrait Teneur en phénols totaux
DCM 16,12 £ 1,27
AE 0,95 £ 0,05
EtOH 14,21 + 0,63
MeOH 6,98 £ 0,55

Les résultats montrent clairement que la meilleur teneur (16,11mgEAG/g MS) a été
observé dans I’extrait DCM suivi par I’extrait éthanolique (14,20 mg EAG/g MS) et ’extrait
méthanolique (6,982 mg EAG/g MS), tandis que I’extrait AE présente la plus faible teneur
(0,94 mg EAG/g MS). Ces valeurs sont inférieures a des résultats d’une étude réalisée sur le
café arabica et robusta qui a trouvé des valeurs entre 186mg/g MS et 282mg /g MS
respectivement [86] du méme, ils sont inférieurs a des résultats obtenus dans une autre étude

sur le café ou les teneurs en phénols totaux varient entre 119 et 587,7 mg EAG/g MS [87].

Une autre étude sur la poudre des noyaux des dattes indique que les teneurs en composés

phénoliques de deux extraits ; éthanolique et méthanolique sont 120,4mg EAG/g et 226,8mg
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EAG/g respectivement. Ces valeurs sont supérieure a nos résultats[88]. Tandis qu’il y avait
des endroits ou notre taux de phénols était supérieur. C’est ce qu’a montré une autre étude sur
les noyaux de variété Medjool dont la teneur en phénols totaux est 0,1462mg EAG/g MS [41]
du méme les teneurs en composés phénoliques des extraits methanoliques du café des
noyaux de dattes sont trés supérieures a celles trouvées dans une autre étude sur les noyaux
de sept variétés algériennes qui varient entre 0,272mg EAG/g MS et 0,385mg EAG/g MS[89].

Cette variation de résultats pourrait étre due a la torréfaction qui influe significativement
sur la qualité, la structure et la composition chimique (teneur en phénols totaux et

flavonoides...etc) des noyaux de dattes.

Le degré et la durée de torréfaction affecte sur la teneur en phénols totaux [42]. La teneur

peut étre variée aussi selon le temps d’extraction et le type de solvant.

2. Dosage des flavonoides :
La quantification des flavonoides dans les extraits a été estimée en utilisant la courbe
d'étalonnage (Figure 19) et les résultats sont exprimés en équivalents de mg de la quercétine /

g de matiére végétale séche, les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 6.

2

R*=0,997
1,8

1,6

ABS a 430nm

1,4
1,2

1 Q
0,8 °
0,6
0,4
0,2

0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

C quercétine (mg/ml)

Figure 19: La courbe d'étalonnage de querceétine.
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Les résultats obtenus montrent que les teneurs en flavonoides varient entre 0.016mg/g MS

et 1.31mg/g MS, la meilleure teneur est enregistrée dans I’extrait éthanolique suivi par

I’extrait méthanolique tandis que les extraits de dichlorométhane et d'acétate d'éthyle ont

présenté respectivement des faibles teneurs : 0,05mg EQ/g MS et 0,01mg EQ/g MS.

Nous avons comparé nos résultats a une autre étude ou la teneur en flavonoides des noyaux

de dattes est 6,52mg EQ/g MS [90], cette valeur est supérieure & nos teneurs en flavonoides

du méme nous avons trouve que nos teneurs en flavonoides sont inférieurs a celle d’une autre
étude sur la poudre des noyaux de dattes (33.5mg EQ/g MS) [91]. Cette variation des teneurs

en flavonoides peuvent étre due a la torréfaction des noyaux de dattes lors de la préparation

du café.

Tableau 6: Teneur en flavonoides des extraits en (mg EQ/g) MS.

Extrait Teneur en flavonoides
DCM 0,053 + 0,006
AE 0,016 + 0,0015
EtOH 1,31+£0,14
MeOH 0,62 £ 0,08

Tableau 7: pourcentage des flavonoides en (%) dans les polyphénols.

Extrait Pourcentage
DCM el
AE 01,68
EtOH b
MeOH 08,88
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Figure 20: Teneur en polyphénols et flavonoides des extraits.

Les valeurs des teneurs en flavonoides présentent des pourcentages varient entre 0,33% et
9,22% des polyphénols totaux. Ce sont les extraits éthanolique et méthanolique qui présentent
des pourcentages tres élevés.

Les teneurs obtenus en flavonoides des extraits du café des noyaux de dattes sont trés
inférieures a celles des phénols totaux ce qui indique que les extraits contiennent en plus des
flavonoides d'autres composés phénoliques possédant d'autres structures chimiques que celles
des flavonoides (acide phénoliques, tanins, stilbénes...).

3. Evaluation de ’activité anti-oxydante par le test DPPH :

Afin d'évaluer I'activité anti-oxydante par ce test, nous avons déterminé en premier lieu le
pourcentage d'inhibition.

Les capacités anti-oxydantes de différents extraits ont été représentées par les valeurs
d’EC50qui I'on definit par la concentration de l'inhibiteur nécessaire pour diminuer 50% des
radicaux libres dans le milieu réactionnel, dont la valeur la plus faible correspond a I'efficacité
la plus élevée : elle est exprimés en mg.ml-. Ces valeurs ont été déterminées pour tous les
extraits a partir des figures représentant les variations du pouvoir antioxydant (% d'inhibition)
en fonction de la concentration de chaque extrait. Le tableau 7 résume les différents résultats

obtenus.
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Figure 21:Courbe de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
de la vitamine C.
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Figure 22: Courbe de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
de la quercétine.
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Figure 23:Courbe de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
de I’extrait de dichlorométhane.
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Figure 24: Courbe de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
de I’extrait de 1’acétate d’éthyle.
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Figure 25: Courbe de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
de I’extrait de méthanol.
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Figure 26: Courbe de la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
de I’extrait de 1’éthanol.
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Tableau 8: Les valeurs d'IC50 en (mg/ml) des extraits.

Extrait/ standard IC50
18,07+0,77
DCM
AE 10,00+ 0,17
EtOH 0,043 + 0,000
MeOH 0,055 + 0,000
Vit C 0,0097 + 0.0000
Quercétine 0,023+0.000

Les polyphénols ont une multitude d’activité biologique dépendant de leur structure
chimique. lls constituent une importante famille d’antioxydants [92]. Ces composés sont

considérés comme piégeurs des radicaux libres réactifs et chélateurs d’ions métalliques [93].

Les résultats présentés dans le (Tableau 8) montrent que les valeurs d'IC50 varient de
0.043 mg/ml a 21.45mg/ml, I’activité antiradicalaire de nos extraits est inférieure a celle de
’acide ascorbique et de la quercétine, les extraits éthanolique et méthanolique sont les plus
puissants. Ceci, semble étre d0 a la nature des composés phénoliques qui existent au niveau de
ces extraits a savoir ; les flavonoides et les tanins qui peuvent participer a rehausser les
valeurs de leur pouvoir antioxydant. Les extraits de dichlorométhane et d'acétate d'éthyle ont

montré des pouvoirs antioxydants faibles par rapport aux autres extraits.

Les valeurs d’IC50 des extraits éthanolique et méthanolique signifient que le potentiel de
piégeage du radical DPPH de ces deux extraits est nettement important par rapport aux
extraits éthanolique et methanolique des noyaux Ajwa ou I’IC50 évalué est de 410mg/ml [94]
aussi par rapport aux extraits des noyaux Bousthammi avec IC50 égal a 0,112 g/l et aux

extraits des noyaux de deglet-Nour ou I’IC50 égal a 1012,60pug/ml [95].
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Actuellement les antioxydants synthétiques ont été soupgonnés de provoquer des
dommages pour la santé. L'ensemble des résultats montrent que les extraits du café des
noyaux de dattes peuvent remplacer les antioxydants de synthése.

Nous avons essayé de trouver une corrélation linéaire entre les valeurs d'ECso et les teneurs
en phénols totaux et en flavonoides (Figures 27 et 28) mais nous avons obtenu une mauvaise
corrélation entre 1’activité anti-oxydante et la quantité des phénols totaux (le coefficient de
corrélation R? est trés faibles), tandis que le pouvoir antioxydant est moyennement concordé
avec le contenu en flavonoides (R?=0.65).Ceci indique que la concentration de composés
phénoliques n'est pas le seul facteur lié a l'activité anti-oxydante mais cette derniere depend
aussi de leur structure chimique, en particulier le nombre et la position des groupes hydroxyle

et la nature des substitutions sur les noyaux aromatiques.
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Figure 27: Variation des valeurs d’IC50 en fonction de la teneur en polyphénols
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Figure 28: Variation des valeurs d’IC50 en fonction de la teneur en flavonoides.
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L’utilisation des sous-produits de 1’industrie agro-alimentaire est une approche intéressante
pour I’exploitation efficace des produits agricoles. Les noyaux de dattes sont valorisés en
cosmétique, en médecine et I’industrie a grande échelle afin de les transformer en produits
utiles a grande valeur ajouté. La fabrication d’une boisson substitut de café traditionnel a
partir des noyaux des dattes est I’une des procédés qui sont développées pour minimiser les

effets secondaires qui dérivent du cafe.

Cette étude a donc pour objectif d'apporter une contribution a la valorisation des noyaux de
dattes. Elle vise a évaluer I'activité anti-oxydante du café de noyaux de dattes.

L'extraction des différents composés phénoliques du café de noyaux de dattes par quatre
solvants a différentes polarités a savoir : le dichlorométhane, I'acétate d'éthyle, I'éthanol et le
méthanol nous a permis de calculer le rendement de chaque extrait, les valeurs de ces
rendements sont trés variables selon le solvant d'extraction dont le rendement le plus
remarquable est celui de I'extrait de dichlorométhane.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis de déterminer les
teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et en flavonoides par le trichlorure
daluminium.

Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides sont variables entre les différents extraits
du café de noyaux de dattes. La teneur la plus élevée en polyphénols est constatée dans
I'extrait dichlorométhanique suivi par les extraits éthanolique et méthanolique tandis que la
faible teneur est observée dans I'extrait de I'acétate d'éthyle.

Concernant les flavonoides, la teneur la plus élevée est enregistrée dans I'extrait éthanolique
suivi par les extraits obtenus par le méthanol, le dichlorométhane et I’acétate d'éthyle.

L'évaluation de la capacité anti-oxydante de tous les extraits du café de noyaux de dattes
par le test in vitro ; DPPH montre que les extraits phénoliques étudiés possédent une activité
anti-oxydante remarquable et surtout les extraits éthanolique et méthanolique.

Ces résultats restent préliminaires, Pour plus d'efficacité, de nombreuses perspectives
peuvent étre envisagée :

e Elargir le panel de l'activité anti-oxydante in vitro et in vivo et étudier d’autres tests

biologiques : enzymatique, anti tumorale, anticancéreuse et anti inflammatoire.

o Identifier les principes actifs responsables a ces propriétes pharmacologiques.

e Utiliser des autres méethodes d'extraction pour extraire des autres types de composes

ont une efficacité dans le traitement des pathologies infectieuses.
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