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Résumé

Le fruit dattier représente un patrimoine national, par ses qualités gustatives et nutritives, mais
pas seulement, grace a sa richesse en composés phytochimiques actifs, il pourrait étre
considéré comme un nouveau potentiel thérapeutique. Pour ces raisons, ce produit naturel a
fait objet de notre étude, afin d’évaluer in vivo son activité antioxydante. Des analyses
phytochimiques qualitatives et quantitatives ont été réalisées afin de mettre en évidence
quelques métabolites secondaires. L’activité antioxydante a été évaluée in vivo pour les deux
extraits aqueux de pulpe et de noyaux de dattes a 150 et 300mg/kg. Le traitement a été établi
pendant dix jours suivis d’une injection intrapéritonéale (IP) du chlorure de mercure (HgCl,) a
dose unique (1,5 mg/kg). Les analyses phytochimiques qualitatives des extraits aqueux de
pulpe et de noyaux de dattes ont révélé la présence des flavonoides, tanins, coumarines,
terpenoides et alcaloides avec des intensités differentes. Quant aux teneurs en phénols totaux,
flavonoides, tanins condensés et hydrolysables, ils ont été détectés avec des concentrations
plus élevées dans I’extrait aqueux de noyaux de dattes. Les paramétres biochimiques étudies
pour I’appréciation de I’activité antioxydante de nos extraits ont démontré des taux de TGO,
urée et créatinine significativement élevé chez les groupes : témoin négatif (T-), traité avec
I’extrait de pulpe a 150mg/kg (EPD1) et 300mg/kg (EPD2), traité avec 1’extrait de noyaux a
150mg/kg (END1) et 300mg/kg (END2) et traité avec 1’acide ascorbique (Vit C) a 50mg/kg
(STD) comparativement au témoin positif (T+). Toutefois, ces augmentations observées chez
les groupes traités restent plus modérées par rapport au témoin négatif (T-). L’étude
histologique a démontré un effet hépato protecteur et néphroprotecteur remarquable chez les
groupes traités avec les extraits aqueux de pulpe a 300mg/kg (EPD2) et de noyaux a
150mg/kg (END1) et 300mg/kg (END2). En conclusion, notre étude suggére que les extraits
de pulpe et de noyaux de dattes possedent un effet antioxydant qui pourrait étre probablement

lié a leur teneur en composés phénoliques.

Mots clés : Phoenix dactylifera L., polyphénols, stress oxydatif, activité antioxydante, in vivo,

rats de souche Wistar.



Abstract

The date fruit represents a national heritage, by its taste and nutritional qualities, but not only
that, because of its richness in active phytochemical compounds, it could be considered as a
new therapeutic potential. For these reasons, this natural product has been the subject of our
study, in order to evaluate its antioxidant activity in vivo. A qualitative analysis is carried out
and confirmed by a quantitative study. The antioxidant activity was evaluated in vivo for
aqueous extracts of pulp and date seeds at 150 and 300 mg / kg. The treatment was
established for ten days followed by intraperitoneal (IP) injection of mercury chloride (HgCl,)
at a single dose (1.5 mg / kg). Qualitative phytochemical analyses of aqueous extracts of pulp
and date seeds revealed the presence of flavonoids, tannins, coumarins, terpenoids and
alkaloids with different intensities. As for the contents of total phenols, flavonoids, condensed
and hydrolysable tannins, they were detected with higher concentrations in the aqueous
extract of date seeds. The biochemical parameters studied showed significantly elevated TGO,
urea and creatinine levels in the groups: negative control (T-), treated with the pulp extract at
150mg / kg (EPD1) and 300mg / kg (EPD2), treated with the seeds extract at 150 mg / kg
(END1) and 300 mg / kg (END2) and treated with ascorbic acid (Vit C) at 50 mg / kg (STD)
compared to the positive control (T +). However, these increases observed in the treated
groups remain more moderate compared to the negative control (T-). The histological study
demonstrated a remarkable hepatoprotective and nephroprotective effect in the groups treated
with aqueous extracts of pulp at 300mg / kg (EPD2) and of seeds at 150mg / kg (END1) and
300mg / kg (END2). In conclusion, our study suggests that the extracts of date’s pulp and
seeds possess an antioxidant effect which could probably be related to their content of

phenolic compounds.

Key words: Phoenix dactylifera L., polyphenols, oxidative stress, antioxidant activity, in vivo,

wistar rats.
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Introduction générale

Le stress oxydant est une séricuse agression qui menace les cellules de 1’organisme vivant, ce
qui suscite 1’intérét de nombreuses recherches scientifiques actuelles afin de pallier & cet agent
néfaste. 1l en résulte une inaptitude de 1’organisme a se défendre contre les agents pathogénes.
Ces agents sont répandus sous forme d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) causant la
perturbation d’équilibre endogéne entre celles-ci et les agents antioxydants (Bensakhria,
2019).

Considérées comme des sources exogenes impactant directement sur organisme, les agents
réactifs (ERO) résident principalement dans I’alimentation dite « oxydative » ; cette derniére
étant une source majeure dans le développement du stress oxydant (Maurelle-Lauzanne,
2006). Les sols dans lesquels notre alimentation est cultivée seraient également de potentielles
sources de métaux lourds tels que I’aluminium, le plomb, le mercure, le cadmium et le cuivre.
Ceux-ci sont aussi des inducteurs du stress oxydant de par leurs propriétés bio-accumulatrices,

causant ainsi des dégats structurels considérables et irréversibles (Giguere et al., 2005).

Le stress oxydatif est associé a ’apparition de diverses pathologies, notamment les maladies
neurodégénératives (Gilbert et al., 2013), les maladies cardiovasculaires (Ardaillou, 2004) et
le diabéte (Kassab et al., 2003). Plusieurs traitements synthétiques ont été élaborés afin de
neutraliser les métabolites toxiques issus d’oxydants. La N-Acétylcystéine et I’acide
ascorbiques étant des antioxydants efficaces, ils sont largement utilisés dans les thérapies
(Kerksick, 2005 ; Leverve, 2009).

Bien que ces traitements antioxydants soient utilisés a large spectre et dans différents
domaines medicaux, ils ne restent pas dépourvus d’effets notoires (Apretna et al., 2005).
Dans ce sens, d’autres voies thérapeutiques ont été explorées afin de contourner cet état de
fait. Ainsi, la phytothérapie reste probablement la meilleure médication de substitution, vu

I’origine de ses produits naturels généralement dénués d’effets indésirables.

Notre étude porte sur le fruit dattier (Phoenixdactyliféra L.), qui représente une richesse
nationale grace a sa production abondante et ses qualités gustatives et nutritives. En outre, ce
produit naturel s'avere riche en substances bioactives telles que les acides phénoliques, les

stérols, les flavonoides, les tannins et bien d’autres (Baliga et al., 2011).



Ce sont ces métabolites secondaires qui conférent aux pulpes et noyaux de dattes leurs
nombreuses propriétés thérapeutiques, anti-inflammatoires, antibactériennes, antivirales, anti-

cancérogenes et antiallergiques (Packer, 2001 ; Hurst, 2008).

L’objectif de notre étude est I’évaluation de I’effet antioxydant des extraits aqueux de pulpe et

de noyaux de dattes chez les rats Wistar.

Ce travail est initié par une premiere partie consacrée a la bibliographie et composée de trois
chapitres distincts : le stress oxydatif, les antioxydants et enfin une présentation générale du

palmier dattier « Phoenix dactylifera L. ».

La deuxieme partie inclut les différentes expérimentations établies pour les analyses
phytochimiques qualitatives et quantitatives des extraits aqueux de pulpe et de noyaux de
dattes, ainsi que I’évaluation in vivo de leur activité antioxydante. Les résultats sont

interprétés, concrétisés par une discussion et une conclusion générale.



Premiere partie :
Revue bibliographigque
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Stress oxydant

I. 1. Stress oxydant
I. 1. 1. Définition

C’est un déséquilibre entre la production des espéces radicalaires et les capacités de défense
antioxydante de I’organisme (Beaudeux et Durand, 2011). La production d’espéces réactives
de I’oxygene est utile, mais peut étre néfaste pour 1’organisme lors d’une production excessive
et en I’absence de mécanismes de défense. C’est ce que 1’on appelle le stress oxydatif qui peut
favoriser [’apparition des pathologies (cancers, maladies cardiovasculaires, maladies

dégenératives) (Belaich et Boujraf, 2016).
I. 1. 2. Origine du Stress oxydant

Il'y a deux origines du stress oxydatif endogene et exogéene (Fig01).

e

Inflammation Facteurs environnementauy

Criokines & Métany
Facteurs de ercissonte Fe,Cu, Zn Rualiathuny

Pathegeney

Xéoobiotiques

Moneoxyuénaze 3
Plagocyies

Métabolisme

Loy nis2
{yclootyuénase &2

Peroxysonw

NANFH

Mitochond rle v rlise

Membrane
cytoplasmique

Physiologie/Pathologie

Figure 01 : Origine extracellulaire et intracellulaire de stress oxydatif

(Guillouty, 2016)
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I. 1. 2. 1. Stress oxydant Endogene
» Lachaine respiratoire et mitochondrie

La mitochondrie est en effet la source endogéne de la respiration cellulaire, ¢’est-a-dire de par
la chaine respiratoire proviennent les radicaux libres. Leur structure déséquilibrée électronique
leur donne une réactivité sur les composantes tissulaires qui leur permet d’entrer en jeu dans le
controle d’une grande partie de réactions oxydoréduction indispensables a la vie et a la

croissance. Ces radicaux libres sont formés en continu dans I’organisme sain.

Cette formation est due a la fuite d’électrons depuis la chaine respiratoire et au cours de
I’élimination des peroxydes tissulaires. Le stress, quant a lui, hausse le flux de ces derniers,
I’organisme sera alors épuisé des réserves de composés protecteurs qui les calibrent, « les

vitamines et les chélateurs tel que le glutathion » (Guillouty, 2016).
» L’oxygeéne

L’oxygene est impliqué dans de nombreuses pathologies de par son entrée en jeu dans la chaine
respiratoire. La production d’énergie « phosphorylation oxydative » nécessite la présence de
1’02, et lors du métabolisme normal pour la production de 1’adénosine triphosphate (1’énergie)

proviennent ces résidus nommeés radicaux libres (Migdal et Serres, 2011).
» La phagocytose

La défense cellulaire, de par I’intervention de la phagocytose, méme si cette intervention est
faite de facon rapide, locale et immédiate non speécifiée, reste aussi I’une des causes du stress
oxydatif cellulaire. En effet, I’opportunité du pathogéne d’échapper au phagocyte produit aussi
des espéces réactives de 1’oxygene mis en place par celui (Leila Bouchab et al., 2015).

I. 1. 2. 2. Stress oxydant Exogéne
» Les rayonnements ultra-violets

Les UVA (320-400 nm) sont absorbés par des chromophores qui vont alors étre excités pour
fournir un oxygéne singulier. Ils réduisent également 1’02 en anion superoxyde (O2-) qui sera
rapidement transformé par I’enzyme superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde d’hydrogene
(H202) qui sera réduit a son tour en radical hydroxyle (OH) par la réaction de Fenton. OH réagit

alors avec les protéines, les lipides et I’ADN (Laouini, 2014).
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> Le tabagisme

La fumée de cigarette est un mélange complexe d’¢éléments réactifs dans ses phases (gazeuse et
particulaire). La fumée du tabac diminue la béta caroténe “’la vitamine A’’ (Anti oxydant), d’ou
résulte une diminution de la protection contre les ERO. Ce facteur exogene est connu pour ses
propriétés destructrices des réserves d’antioxydants endogenes tels que la vitamine A. Les
radicaux libres induits par le tabac provoquent une baisse du taux de la béta caroténe et
favorisent donc l'activité enzymatique de « la métalloprotéinase-1 (MMP-1) ». Cette derniére
entraine a son tour une dégenérescence du collagene (Laouini, 2014).

> L’alcool

Contenant 1’éthanol, 1’alcool est impliqué fortement dans la provocation du stress oxydant en
impactant une perte d'activité de la Cu, Zn-superoxydedismutase,, et réagit avec le glutathion,
l'a-tocophérol et I'ascorbate. Du coup, le métabolisme de I'éthanol est fortement impliqué dans
I'induction du stressoxydatif. La formation des especes activées de l'oxygene suite a ce
métabolisme peut avoir lieu dans le cytosol, la mitochondrie ou le réticulum endoplasmique et
donc, au fil du temps, cela engendre des 1ésions hépatiques allant jusqu’a la fibrose, voire la
cirrhose (Sergent et al., 2000).

I. 1. 3. L’implication du stress oxydant au niveau moléculaire

Les radicaux libres peuvent arracher un atome d’hydrogeéne aux chaines latérales d’acides gras,
des lipides pour former des radicaux alkyles. Les bases puriques et pyrimidiques de I’ADN et
les désoxyriboses sont les cibles des radicaux libres, notamment le radical hydroxyle OH. Les
protéines sont formées d’acides aminés qui peuvent réagir avec les radicaux libres. Les acides
aminés les plus réactifs sont 1’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine

(Guillouty, 2016).
I. 1. 4. Maladies associées

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'adge car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
des radicaux. C’est la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire. Le stress oxydant est aussi un des
facteurs potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles telles le diabéte, la maladie

d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Guillouty, 2016). Les
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principales affections sont alors 1’athérosclérose, les cancers et les rhumatismes. Au niveau
moléculaire, il y a une altération des membranes lipidiques, de I’ADN et des protéines et aussi
un effet sur le systeme immunitaire tel I’inflammation et la Phagocytose (Laouini, 2014).

I. 2. Radicaux Libres
I. 2. 1. Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui portent un électron ou plusieurs non
appariés, c¢’est-a-dire non couplés a un électron de spin opposé. Cela entraine une trés haute
réactivité chimique avec les éléments voisins (Leverve, 2009 ; Rochette, 2008). Ces
¢lectrophiles vont chercher a arracher un ¢électron a une molécule voisine afin d’apparier leur

électron célibataire. Cet état est donc seulement transitoire, de 1’ordre de la microseconde

(Gambini et Granier, 2013).
l. 2. 2. Formation des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre formés depuis une espece radicalaire qui subit une réaction
d’oxydoréduction. La production des radicaux libres peut se faire également par rupture
homolytique d’une liaison covalente, ce qui entraine la formation de deux entités ayant chacune

un électron célibataire (Guillouty, 2016).
I. 2. 3. Type des especes réactives

> Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Les espéces réactives oxygenees ERO peuvent étre radicalaires (radicaux libres de I’oxygéne
proprement dit) ou non radicalaires (certains dérivés oxygénés réactifs ne possédant pas
d’¢électron célibataire) (Tab01).
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Tableau 01 : Principales espéces réactives de 1’oxygene (Mercan, 2010).

Espéces réactives de ’oxygéne (ERO)
Hydroxyle *OH
Alcoxyle L(R)Oe
Hydroperoxyle HOO-
Peroxyle L(R)OO-
Nitricoxide NO-
Superoxide O
Peroxynitrite ONOO-
Hypochlorite -OCL
Hydroperoxide L(R)OOH
Oxygeéne singuliet 10,
Hydrogenperoxide H202

> [Espéces réactives azotées (ERN)

Les espéces réactives sont principalement issues de 1’oxygéne, mais certaines proviennent
également de ’azote. Le radical NO est produit par différents types cellulaires, phagocytes et
cellules endothéliales vasculaires. L’enzyme NO-synthase est un catalyseur dans la réaction qui
produit du monoxyde d’azote ou oxyde nitrique (NOe) a partir d’arginine et d’oxygene
(Speckmann, 2016). Le monoxyde d’azote radicalaire peut aisément réagir avec la plupart des
especes oxygénées et se transformer en dioxyde d’azote (NOz). Ce dernier donne 1’apparition

du trioxyde d’azote (N203) (guillouty, 2016).
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1.2. 4. Mécanisme d’action des radicaux libres

Du fait de leur réactivité tres élevée, les radicaux libres réagissent avec les premieres molécules
rencontrées, en particulier les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques. Il initie une
cascade de réactions en détachant un atome H de la molécule en question (acide gras insaturé).
L’atome de carbone contenant un électron seul va capter une molécule d’O, menant a
I’apparition d’un radical pyroxyle R+ O,—> ROO. Cette peroxydation va se propager de plus en
plus par la création d’un nouveau radical carboné (Adjelé Wilson et Leyli Salamatian, 2003).
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Figure 02 : Mécanisme biochimique en chaine de la peroxydation d’acides gras polyinsaturés et
nature des produits formés (Favier, 2003).
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Il. Antioxydants
I1. 1. Définition

Les antioxydants sont par définition des composés enzymatiques ou des molécules aptes a avoir
une réaction avec les radicaux, ou bien toutes molécules capables de réduire la force destructive
d’un stress oxydant causée par celui-ci. lIs sont définis également comme étant des composés

capables de retarder ou d’inhiber une oxydation d’un composé oxydable (Riccardo et al.,
2013).

Il. 2. Antioxydants endogenes

Ces antioxydants représentent des barriéres de défense qui immunisent ’organisme des
dommages des ERO « Espéces réactives de 1’oxygeéne » pour controler en permanence ces
derniers. Cela permet de stabiliser la quantité en ER a un taux minime dit « homéostasie
physiologique », réagissant & les neutraliser grace a leur grande affinité envers les ERO
(Bouguerne, 2012).

[1. 2. 1. Enzymatiques
> Catalase

Cette enzyme se situe au niveau du peroxysome des hépatocytes, les érythrocytes, mais aussi
au niveau des cellules rénales. Son role est de catalyser la disputation de peroxyde d’hydrogéne

(2 H202) en oxygeéne et en eau (2 H20 + O) selon la réaction suivante :

H202 + Fe (111)-E — H.0 +O=Fe(IV)-E

H.0; + O=Fe (IV)-E —0; + Fe(ll1)-E +H,0

Cette molécule est considérée comme une des enzymes les plus efficaces (Desmier, 2016).
» Glutathion peroxydase

Cette enzyme a pour réle majeur de réguler 1’état redox physiologique intracellulaire des
cellules vascularisées. Elle catalyse la réduction des hydroperoxydes H20.mais aussi des

peroxydes lipidiques en usage du glutathion réduit GSH pour donner I’hydrogéne

2 GSH + H202 — GSSG + 2 H20 (Bouguerne, 2012).
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» Heéme oxygénase

Ces proteines sont présentes dans pratiquement tous les compartiments intra et extracellulaires
et sont largement impliqués dans 1’homéostasie cellulaire. Le role de 1’heme oxygénase est de
dégrader 1’héme (pro-oxydant) en biliverdine, puis en bilirubine qui est, elle aussi, un
antioxydant, en monoxyde de carbone et en fer, peut prévenir également 1’oxydation des LDLs
(Nath, 2014).

> Les thiorédoxines (TRx) et la thiorédoxine réductase (TRxR)

La TRx est une enzyme impliquée dans 1’oxydoréduction présente en plusieurs variantes, (Lee,
2013). La Thioredoxinereductase (TRxR), quant a elle, son réle physiologique est de transférer

la réduction équivalente du NADPH au thioredoxine (Saccoccia, 2014).
I1. 2.2. Non- Enzymatiques
» Glutathion

Cette structure polypeptidique est impliquée dans divers processus cellulaires de par la
détoxification des agents externes et joue aussi un rble de chélateur des radicaux libres
(Zannini, 2018). La capacité anti oxydante du glutathion réside dans la présence d’un
groupement thiol (-SH) présent sur la cystéine réduite. Le GSH réagit trés bien avec de
nombreux ERO comme les radicaux HO, RO+, RO2 (Raman et Berry, 2011).

» Acide urigue

Il est défini comme étant le produit de dégradation des composés puriques a I’exemple de la
xanthine et I’hypoxanthine (Villasante et al., 2010). 1l réagit également avec plusieurs especes
réactives aux pouvoirs oxydants forts comme ROOe, HOs, ONOO -, NO2+et I’oxygene
singulier. Cette réactivité méne a la naissance du radical urate stable grace a la délocalisation

de I’électron célibataire sur son noyau purine (Halliwell et Gutteridge, 2008).
> Bilirubine

La bilirubine est la composante finale de la degradation de I’héme de plusieurs protéines
hémiques. La dégradation de I’héme en biliverdine est réalisée par une enzyme dite « I’héme
oxydase (HO) ». Cette biliverdine est ensuite transformée a son tour en bilirubine grace a
I’enzyme biliverdine réductase disponible dans le cytosol. La bilirubine possede en effet des
propriétés antioxydantes envers plusieurs espéces réactives telles que le ONOO - et 1’1 0. Elle
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intervient entre autres dans la protection des membranes cellulaires contre la peroxydation

lipidique (Beggas et Bendoukhane, 2017).
1. 3. Antioxydants exogénes
11.3.1. Les vitamines

» Le tocopheérol (Vitamine E) est un antioxydant liposoluble vital et capital. Sa forme
naturelle comporte quatre tocophérols isomeres a, B, v, 8. Cette vitamine est un bon protecteur
des lipides contre leur peroxydation. En effet, elle réagit de fagon tres rapide avec les radicaux

peroxydes lipidiques (Beggas Et Bendoukhane, 2017).

» L’acide ascorbique (Vitamine C) quant a elle, est considéré comme un important
antioxydant. Grace a ses deux carbones asymétriques et une fonction hydroxyle (OH), Elle joue
un réle capital dans le processus antioxydant par ses propriétés réductrices. Aprés oxydation,
I’acide ascorbique devient acide déhydro-ascorbique. La carence en acide ascorbique provoque

le scorbut, mais on peut aussi observer une diminution de 1’effet antioxydant (Lemoine, 2006).

» La béta- caroténe (vitamine A) contribue a la prévention du cancer (Sies et al., 1995). Elle
exerce un effet antioxydant et anti cancérigene par un mécanisme indépendant par son réle de
précurseur. C’est aussi un extincteur d'oxygene singulier efficace et prévient donc efficacement
contre ce dernier. La béta-caroténe est capable d’inhiber les radicaux libres induits dans

I’oxydation des lipides liposomales (Terao, 1989).
11.3.2. Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules qui comportent dans leur structure chimique plus de deux
groupes aromatiques —OH et au moins un noyau aromatique « benzene ». Les polyphénols sont
des inhibiteurs de la peroxydation lipidique. Certains peuvent directement réagir avec 1’ion
superoxyde O2+- (Halliwell et Gutteridge, 2008).

Pour les flavonoides, ce sont des métabolites secondaires végétaux ayant de riches propriétés
antioxydantes. Ils sont capables d'inhiber la peroxydation lipidique et les agrégations
plaquettaires et améliorer la perméabilité capillaire fragilisée et accrue (Prochazkova et al.,
2011).
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11.3.3. Les oligo-éléments

Le zinc joue le role d’antioxydant en déplacant le fer (ionique) de ses sites de fixation, inhibant
donc la synthése des espéces réactives rendues possible ou facilitée par sa présence (Halliwell
et Gutteridge, 2008).

Pour le cuivre, il joue un réle nécessaire dans le métabolisme cellulaire car il est un cofacteur
de nombreuses enzymes. Il agit au niveau de la synthese érythro-poiétique en influant sur la
libération du fer. C’est un stimulant neuropsychique car il favorise la synthése des
catécholamines dans le systeme nerveux. Il se comporte également comme un antioxydant en
stimulant lasuperoxyde-dismutase, protégeant donc la cellule contre I’effet néfaste des radicaux
libres (Dusek et al.,2015).
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11. 4. Mécanisme d’action des antioxydants

L’objectif des antioxydants est d’empécher 1’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-
méme plus rapidement. Ce sont des agents préventifs car ils inhibent I’initiation d’oxydation en
complexant les catalyseurs et en réagissant avec 1’0O2. lls agissent également en formant des
produits finis n’étant pas radicalaires. D’autres antioxydants interviennent en interrompant la
réaction en chaine de peroxydation, qui réagissent de facon rapide et efficace avec un radical

d’acide gras avant que celui-Ci ne puisse réagir a son tour avec un nouvel acide gras (Mimouni,
2016) (Fig03).

02. Argining
4
XY ZETE
] °
. 0, NO monoxyde
anion superoxvie d’azote
superoxyde dismutase| CyZn [ a
superoxyde dismutase |Mp 'FL’_‘_';_—_-
H,0, ONOOH

peroxyde d"hydrogine peroxinitrite
-
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Figure 03 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs
métalliques (Favier, 2003).

13



Antioxydants

I1. 5. Quelques plantes médicinales pourvues de propriétes antioxydantes

11. 5.1. Zingiber officinale L.

Appelé plus communément le gingembre, c’est une plante vivace herbacée provenant des
régions tropicales asiatiques (Braga et al., 2006). Cette derniére contient essentiellement de
I’amidon (a 60%), des protéines et des lipides (a 10%) et huiles essentielles (Zadeh et Kor,
2014). Le gingembre contient aussi des flavonoides comme 1‘acide gallique, 1’acide férulique
et I’acide vanillique (Ghasemzadeh et al., 2010). Ces composes bioactifs lui conférent diverses
activités telles que I’activité antioxydante qui protége les cellules contre les dommages causés
par les radicaux libres et les agents alkylants (Baobab, 2011). Cette propriété est liée au

gingérol (Sharma et al., 2009) (Fig04).

Figure04 : Rhizome du gingembre

(Https://www.britannica.com/plant/ginger, 2020).
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11.5.2. Curcuma longa L.

Nommeé aussi Safran des Indes, il appartient a la famille des Zingiberaceae, il est originaire de
I’'Inde. C’est une plante herbacée et une rhizomateuse vivace a la forme cylindrique. Elle
contient des huiles essentielles (monoterpéne, sesquiterpenes), la résine, la curcumine, le
zingibérene et ses dérives cétoniques (la turmérone et I'ar-turmérone). Elle posséde plusieurs

actions telles que I’action antioxydant (Guillouty, 2016) (Fig 05).

Figure05 : Feuilles de Curcuma longa L (Guillouty, 2016).
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11.5.3. Thymus ciliatus L.

Connu sous le nom du Thym, il se trouve dans la zone mediterranéenne (Botineau, 2010). C’est
une plante exploitée en phytothérapie et en médecine. Ses feuilles sont riches en huiles
essentielles composées de thymol (Ebrahimiet al., 2008). Les principaux métabolites
secondaires du Thymus sont les flavonoides, la thymusine aux effets antioxydants (Kholkhal,

2014) (Fig06).

Figure06 : Thymus ciliatus (Marchand, 2012)
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11.5.4. Passiflora-quadrangularis L.

La Passiflore quadrangulaire est aussi appelée Barbadine ou Grenadille geante. Elle fait partie
de la famille des Passifloraceae, originaire d’ Amérique du Sud et d’ Amérique centrale. Diverses
familles chimiques sont présentes dans cette plante comme les flavonoides, les alcaloides, les
tannins et les saponines dont les extraits aqueux et hydro-alcooliques possédent 1’effet
antioxydant (Guillouty, 2016 ; Collin et Crouzet, 2011) (Fig 07).

Figure 07 : Feuilles de Passiflora-quadrangularisL. (Guillouty, 2016).
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11.5.5. Rosmarinus officinalisL.

Son nom vernaculaire est le romarin, de la famille des lamiacees. 1l se situe principalement dans
le bassin méditerranéen (Botineau, 2010). C’est une plante riche en huiles essentielles, dérives
tritérpéniques (I’acideursolique, 1’acide oléanolique, 1’acétate de germanicol), Les acides
phenoliques (acide vanillique, acide caféique), et les flavonoides sont responsables de ses

propriétés antioxydantes (Mimouni, 2016) (Fig 08).

Figure 08 : Rosmarinus officinalis L.

(Https://agronomie.info/fr/rosmarinus-officinalis-I/, 2021)
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Phoenix dactylifera L.

I11.1. Palmier dattier
111.1.1. Généralités

L'origine géographique précise du Palmier Dattier parait trés controversée, probablement le
résultat de I'nybridation de plusieurs types de Phoenix (Munier, 1973; Pintaud et al., 2010).
Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) a une grande importance économique pour beaucoup
de pays arides et chauds. Il est considéré comme la composante principale de 1’écosystéme
oasien. Il a été dénommé Phoenix dactyliférapar Linne en 1934. Phoenix de Phoinix, nom du
dattier dérivé des grecs de I'antiquité (Munier, 1973).

Les différentes especes du palmier dattier sont natives des régions tropicales et subtropicales
de I’Asie du sud et de I’afrique, incluant le phoenixdactylifera L (Siddiq et al., 2013 ; Eoin,
2016).

Le nom de I’espece dactylifera signifie « Roulement de doigt » qui se référe au fruit de cette
plante. Dactylifera est un nom provenant du grecque « Dactylus » signifiant « Doigt » (Ashraf
et Hamidi-Esfahani, 2011 ; Djerbi, 1994). Récemment, tout le génome du palmier dattier a
été séquencé donnant des informations de diversifications du fruit de I’arbre cité (Hazzouri et
al., 2015).

I111.1.2. Classification

Le palmier dattier appartient a la famille des arecadeae (angiospermes monocotyledones)
consistant un nombre de 200 genres et plus de 2500 espéces. Le Phoenix
(Coryphoideaephoeniceae), est I’'un des genres avec pas moins de quatorze especes (Dransfield
etal., 2008 ; Al Alawi, 2017) (Tab 02).

Tableau 02 : La classification botanique du palmier dattier (Djerbi, 1994).

Embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Arecales

Famille Acéracées
Sous-famille Corvphoidées
Tribu Phoenicées
Genre Phoenix

Espéce Dactylifera
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111.1.3. Description botanique

Le palmier dattier est une plante de 20 a 30 m de haut, a un tronc cylindrique. Ses feuilles sont
pennées, divisées et longues de 4 a 7 m. Elles sont tres développées et peuvent atteindre
plusieurs metres carrés, elles sont dressées, disposées en spirale sur le tronc. Le systéeme
racinaire est tres développé et atteint en profondeur les ressources en eau (ElI Hadrami et al.,
2012). Son systéme racinaire est fasciculé, les racines se ramifient peu et n'ont relativement que

peu de radicelles (Munier, 1973) (Fig09).

Figure 09 : Schéma représentatif du palmier dattier (Munier, 1973)
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111.1.4. Origine et répartition géographique

» Dans le monde

L’hypothése coexistant concernant 1’origine du palmier dattier Phoenixdactylifera, le situait au
nord de I’Afrique (Munier, 1973). D’autres hypothéses mentionnent 1’inde/ Pakistan
(Hamilton, 1827). D’autres auteurs affirment que le dattier cultivé est d’origine du Moyen-
Orient (Zohary et al., 2012). Le manque de données en pharmacopée du nord d’Afrique fait en

sorte que les données dans cette région restent encore rares.

La production de palmiers dattiers dans le monde est variable et a une importance économique
importante pour plusieurs nations (Aberlenc-Bertossi, 2012).

Plus de 100 millions de palmiers dattiers existent dans le monde incluant ses divers genres et
especes (FAO, 2013).

La culture du palmier dattier est localisé dans les régions arides dans la rive sud de la
méditerranée, mais aussi dans la frange méridionale du proche orient. On localisera aussi le sud
de I’Tran a I’est jusqu’aux cotes Atlantiques de 1’Afrique du nord a 1’ouest entre les altitudes
35° nord et 15° sud (Algérie, Maroc, Maurétanie, Mali, Tchad, Niger, Lybie, Egypte et bien
d’autres). Quant au continent européen, on ne constate que 1’Espagne qui demeure le seul et
unique pays européen a produire les dattes dans la palmeraie d’Elche, a 1’ouest d’alicante a 39°
Nord. On trouvera également une culture a faible échelle dans les autres continents notamment

au Mexique, en Argentine, en Australie et aux USA (Bougoudoura et al., 2015) (Fig10).
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Figurel0 : Carte représentative de I’origine et la répartition géographique dans le monde (Abdrabo, 2013)
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< En Algérie

Selon le ministére de I’agriculture, 1’ Algérie est classée au sixieme rang mondial et au premier
rang dans le continent Maghrébin. Ses cultivars sont concentrés principalement dans les wilayas
Sud- Est et Sud-Centre du pays ; plus 23 % occupé par Biskra, 21% par la wilaya d’Adrar et
plus de 20% pres de la wilaya d’El Oued. Les principales variétés existantes dans le pays sont :
Deglet-Nour, Ghars, Mech-Degla, Tafezouine, Degla Beida (Benziouche, 2012) (Fig11).

Figurell : Carte de I'Algérie indiquant les différents cultivars de palmiers dattiers
(Bouguedoura et al., 2015)
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11.2. Fruit dattier
111.2.1. Description morphologique

La datte un fruit de palmier dattier de forme allongée ou arrondie. Elle se compose d’un noyau
aux consistances dures et entouré de pulpe. La partie comestible de la datte est dite pulpe ou
chaire. La teinte des dattes est plus claire et de texture fibreuse, parfois réduite a une membrane

parcheminée entourant le noyau suivant la description de Espiard (2002) (Fig 12).

Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau Nogau de profi et de dos

Perianthe Microple

Rainum

Mesocame . ~= = = Tequment Ventrde
Endocape -~ ge- Albumen

s Micropyle
Epicarpe

Figure 12 : Schéma représente une coupe de la datte et de son noyau (Kasdi, 2010)
111.2.2. Variétés et caractéristiques

Les variétés du fruit dattier sont trés vastes Elles se différencient par la saveur, la consistance,
la forme, la couleur, le poids et les dimensions (Djerbi, 1994).

La consistance de la datte est variable selon ses caractéristiques biochimiques (Mrabet et al.,
2008 ; Kader et Hussein, 2009 ; Benhalima et Hammou, 2020) :

e Datte molle

Elle représente une teneur en eau supérieur a 30%, de texture fibreuse et aqueuse. Par exemple
: Ghars, Tadal.

e Datte demi-molle

Elle représente une teneur en eau comprise entre 10 et 30%. Nous prenons comme exemple
Deglet-Nour, Tatezuine, Hmira, Ouarglia, Tazerzait.

e Datte séche

Elle représente une teneur en eau inférieur a 10%, qui durcissent sur 1’arbre et ont une texture

farineuse comme Degla-Beida, Mech-Degla.
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111.2.3. Compositions chimiques des dattes
111.2.3.1. Compositions chimiques de la pulpe de dattes

La pulpe représente 80 a 95% du poids total du fruit, selon la variété (Yahiaoui, 1998). Elle est
composée essenticllement d’eau, de sucre (saccharose, glucose et fructose), mais aussi de

protéines, celluloses, lipides, sels minéraux et vitamines (Bouaziz, 2015).

e Eau

La teneur moyenne en eau des dattes varie de 10 & 40% du poids frais, ceci la classe dans les
aliments & humidité intermédiaire (Djoudi, 2013).

e Sucres

Présence de trois types de sucres : le saccharose, le glucose et le fructose. Ceci n’exclut pas la
présence d’autres sucres en faible proportion, tels que le galactose, la xylose et le sorbitol
(Djoudi, 2013).

e Protéines

En général de I’ordre de 1.75% du poids de la pulpe (Djoudi, 2013).

e Fibres

La datte est riche en fibres, elle en apporte 8,1 a 12,7 % du poids sec (Al-Shahib et Marshall,
2002). Les constituants parié¢taux de la datte sont la pectine, la cellulose, I’hémicellulose et la
lignine (Djoudi, 2013).

e Eléments minéraux

Le Phoenix dactylifera. L est I'un des fruits les plus riches en éléments minéraux,
essentiellement le potassium, le magnésium, le phosphore et le calcium (Djoudi , 2013).

e Pigments

Les principaux pigments identifiés dans les dattes sont : caroténoides, anthocyanines, flavones,
flavonols, lycopenes, flavoxanthine et lutéine dans certaines variétés égyptiennes (Djoudi,
2013).

111.2.3.2. Compositions chimiques de noyaux de dattes

Le noyau ou graine de dattes représente 7 a 30 % du poids de la datte (Adrar, 2016). Il renferme
plusieurs acides gras avec une proportion plus importante d’acides oléique et laurique

(Devshony et al., 1992) (Tab03, Tab04).
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Tableau 03 : Composition chimique des noyaux de dattes (Djoudi, 2013)

Constituants Teneur en %

Constituants Teneur en %

Eau 6.46

Eau 6.46

Glucides 62.51

Glucides 6251

Protidez 5.22

Protidez 5.22

Lipides 8 49

Lipides 8 49

Celluloze 16.20

Celluloze 16.20

Cendres 1.12

Cendres 1.12

Tableau04 : représentant la teneur en minéraux de noyau de dattes (Devshony et al., 1992

Minéraux (% MS) Teneur

K 254-289
Ca 135-187
Mg -

P 6.74-9736
Na 0.38-148
Fe 22-168
Zn -

Cu 007-02
Mn 0.06 —0.09

111.2.4. Composition phytochimique des dattes

I11. 2. 4. 1. Les polyphénols

La teneur en composés phénoliques s’avere importante dans le fruit dattier. Selon Besbes et al
(2004), il y en aurait entre 0.0215 et 0.0526 % de concentrations.

Ces études ont été confirmées par Mansouri et al., (2005) par une analyse qualitative par HPLC
révélant la présence non seulement des polyphénols, mais aussi de multiples métabolites
secondaires que renferme la datte, avec ses deux parties pulpe et dattes, en quantités

considérables.
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I11. 2. 4. 2. Les flavonoides

Des études faites par Mansouri et al (2005) démontrent une importante teneur en flavonoides
de la variété Deglet-Nour estimée & 0.136 = 0.01 en mg, tandis que pour la variété Ghars, elle
est de 0.143 £ 0.01 en mg EQ/g MV.

I11. 2. 4. 3. Les tanins

Selon les recherches menées par Al-Orf et al., (2012), le fruit de dattes serait riche en tanins au
stade de Kimri, variant entre 1.8% et 2.5%, Elle diminue avec la maturation du fruit jusqu’au

stade de Tamr, atteignant 0.4%.
I11. 2. 4. 4. Les saponosides

Les études de Gaceb et tarak, (2013) portent sur la présence des saponosides dans les extrais
« aqueux et diéthyl-éther », résultant a la présence des saponosides a un taux de 33,75%, soit le
tiers du taux global détecté (99,98%).

I11. 2. 4. 5. Les alcaloides

Les recherches menées par Gourchala et al., (2015) confirment la présence des alcaloides par

des tests phytochimiques réalisées sur les variétés H’mira d’Adrar, Ghars et Deglet-Nour de

Ghardaia.
I11. 2. 5. Vertus thérapeutiques

111.2.5.1. Activité antibactérienne

La datte possede des propriétés antimicrobiennes contre les bactéries pathogenes qui causent
plusieurs infections. Les extraits de datte empéchent la croissance de ces bactéries dans le
milieu nutritif (Sallal et Ashkenani, 1989), et stimulent également 1I’immunité cellulaire chez
les souris qui peuvent les aider a se protéger contre les diverses infections (Puri et al., 2000).
111.2.5.2. Activité hépato-protectrice

Les extraits du noyau des dattes ont le potentiel de rétablir et réduire les intoxications qui
affectent le tissu hépatique (Al-Qarawi et al., 2005 ; Abdelazize et al., 2015). Une étude
menée par Shadab et al., (2014) révéle que les dattes possedent a une dose de 300mg/kg
posséde un forte activité anti-hyperlimidimique. Ceci renvoie aux différentes activités
métaboliques que possede le pheenix dactylifera tels que la présence des polyphénols et des

flavonoides
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111.2.5.3. Activité anti-cancéreuse

Les dattes possedent des effets contre plusieurs types de cancers. Leurs activités chimio-
préventive et anticancéreuses incluent les phyto-estrogenes tels que le génistéine, la glycitéine
et la daidzéine (Sindhi et al., 2013).

Des études menées par Al-Sheddi (2019) prouvent le pouvoir anticancéreux du noyau de fruit
phoenix dactylifera L qui s’avere puissant contre les HepG2 (foie), MCF-7 (sein) et le A-549
(poumons). Lors du traitement, des évolutions morphologiques ont été observées au niveau de

ces cellules.
111.2.5.4. Activité anti-inflammatoire

De par leur richesse en polyphénols, les dattes sont de puissants protecteurs contre les effets
nuisibles qui induisent D’activité inflammatoire des cellules leucocytes. Des extraits
méthanoliques des noyaux de datte sont une activité anti-inflammatoire dans un modéle

auxiliaire d’arthrite chez les rats wistar (Saal et al., 2014).
111.2.5.5. Activité anti-hémolytique

Des études in vitro ont été menées démontrant que les extraits de dattes inhibent la croissance
des streptococcus pyogenes. Apres 24H d’incubation des bactéries, le traitement avec 1’extrait
de dattes a conduit & une diminution de 30.8%, 64.7% et 88.5% de densité microbienne
comparativement au groupe témoin. A des concentrations basses, 1’extrait de dattes neutralise
I’activit¢é hémolytique des streptocoques exotoxines, les streptolysines O. Cela est
probablement li€¢ a la stabilisation de membrane d’érythrocyte et a ’entrave de I’enzyme de

streptolysine O (Soualmi et al., 2014).

111.2.5.6 Autres activités

De par sa richesse en polyphénols, le fruit de datte a un pouvoir important avec des effets anti-
inflammatoires, antioxydants qui abaissent la tension artérielle et renforcent le systeme
immunitaire (Henk et al., 2003).

Les dattes sont également réputées pour leur richesse en éléments nutritifs glucidiques, elles
contiennent en sucre de 40 a 88% selon les variétés, et une valeur énergétique de 213 a 314
Kcal/100g de pulpe (Al-Farsi et Lee, 2008).

La pulpe de datte est considérée comme antitussive expectorante, antiseptique adoucissante,

laxatif, diuritique et fortifiant (Baliga et al., 2011).
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Phoenix dactylifera L.
Le fruit contient par ailleurs la fluorine (0.1 a 0.2 mg) connu pour son éfficacité contre les caries

dentaires. Il contient également du sélénium (0.1 a 0.3 mg) qui maintient 1’équilibre du systéme

immunitaire (Harrak et Boujnah, 2012).
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I.1. Matériel végétal

Le choix de la plante a été porté sur le fruit du palmier dattier (Phoenix dactyliferalL.) de la

variété "Deglet-Nour", qui est considéré comme un patrimoine national. Les dattes ont été

Matériels et Méthodes

collectées au stade de maturité compléte en Octobre 2018 dans la région de Tolga de la

Wilaya de Biskra, Algérie (Figl3).
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1.1.1. Préparation des extraits

Figure 13 : A : Palmier dattier, B : région de Tolga de la wilaya de Biskra, Algérie

Les dattes ont été lavées a fin d’éliminer toutes les impuretés puis dénoyautées, les noyaux

séchés a I’étuve pendant 7 jours a une température de 50°C (Diab, 2012), puis broyés pour

obtenir une poudre fine. Quant aux pulpes, elles ont été coupées en petits morceaux, puis

broyées elles aussi dans un mortier afin d’obtenir une pate (Fig14).

B

Figure 14 : A : Pulpe de dattes, B : Poudre de noyau de dattes.
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Une extraction aqueuse de noyaux et de pulpe des dattes a été réalisée par macération a froid
en accord avec le protocole d’écrit par Al-Quarawi, (2008). Les deux solutions aqueuses ont
été préparées a raison de 5% et 10% chacune, puis ont été mises sous agitateur pendant
lheure, elles ont été ensuite mises au réfrigérateur a 4°C durant 48heures. Par la suite, les
maceérats ont été centrifugées a 1000trs/ 10 minutes (Al-Farsi, 2008), suivi d’une filtration des
surnageant en utilisant le papier filtre Whatman N°4. Les extraits obtenus ont été conserves a
-80°C (Vayalil, 2002).

La figure 15 représente un schéma récapitulatif qui regroupe 1’ensemble des étapes réalisées

pour I’extraction aqueuse de pulpe et de noyaux de dattes.
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Fruit
dattier
Noyaux <€ | > Pulpes
Séchage 7j /50°C Découpage de
/broyage pour pulpe en petits
obtenir une morceaux et
poudre formation d’une

patte

Préparation les solutions aqueuses a 5% et 10%

v

Macération a froid 48h/4°C

|

Centrifugation a 1000trs/10min

v

Filtration du surnageant avec papier
Whatman N° (04

y

Conservation a -80°C

Figure 15 : Schéma représentative de I’ensemble des étapes suivies pour le protocole
d’extraction aqueuse de pulpes et de noyaux du fruit dattier.
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1.2. Analyses phytochimiques

1.2.1. Analyses qualitatives (Screening phytochimique)

1.2.1.1. Tanins

Test du chlorure ferrique : 1 ml de chlorure ferrique a 3% (FeCls) est dissous dans 1 ml de
chaque extrait. La réaction donne une coloration bleu-noiratre en presence des tanins
galliques et bleu-vert en présence des tanins catéchiques (Diallo, 2005).

Test de Stiasny : 5 ml du réactif de Stiasny (10ml de formol avec 5ml d’HCL) est ajouté a
10 ml de chaque extrait, puis mise au bain marie & 90°C pendant 15mn. La réaction forme
un precipité rouge démontrant la présence des tanins catéchiques. Le surnageant a été
ensuite neutralisé avec 1’hydroxyde de sodium (NaOH) et quelques gouttes de solution de
FeClzlui ont été additionnées. L’apparition de couleur bleu-noiratre affirme la présence des

tannins galliques (Diallo, 2005).

1.2.1.2. Coumarines

Test de 1’hydroxyde de sodium : un volume de 3 ml de NaOH a10% a été rajouté a 2 ml de
chaque extrait. L’apparition d’une couche jaune indique la présence des coumarines.
Test de I’ammoniaque : mélanger 1 ml de NH4OH a 10% avec 2 ml de chaque extrait.

L’apparition d’une couche jaune indique la présence des coumarines. (Bruneton, 1995).

1.2.1.3. Flavonoides totaux

Test de chlorure ferrique : 1 ml de I’acide chlorhydrique a 2% a été additionné a 1 ml de
chaque extrait. Quelques gouttes de FeClz a 3%ont été ensuite rajoutées au mélange.
L’apparition d’une coloration verdatre confirme la présence des flavonoides.

Test de I’acétate de plomb : mélanger 1ml d’acétate de plomb a 10%avec 1ml de chaque
extrait. La formation d’un précipité jaune prouve la présence des flavonoides (Bhandary
etal., 2012).

1.2.1.4. Anthocyanes

Un volume de 1ml d’Acide sulfurique H2SO4 a 10% a été ajouté a 1 ml d’extrait. Aprés une

agitation du mélange, 1ml de Solution d'ammoniac (NH4sOH) a 10% a été additionné. La

présence d’anthocyanes est affirmée par une coloration bleue (Diallo, 2005).
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1.2.1.5. Alcaloides

- Test de Dragendorff: 1ml de chaque extrait lui a été ajouté 1 ml de HCI a 1%, puis
I’addition de quelques gouttes de réactif de Dragendorff a la solution. L’apparition d’un
précipité rouge orangé indique la présence des alcaloides.

- Test de Mayer : 1ml de chaque extrait lui a été ajouté 1 ml de HCl a 1%, puis ’addition de
quelques gouttes de réactif de Mayer a la solution. L’apparition d’un précipité blanchatre
ou jaunatre indique la présence des alcaloides.

- Test de Wagner : 1ml de chaque extrait lui a été ajouté 1 ml de HCI a 1%, puis I’addition
de quelques gouttes de reactif de Wagner a la solution. L’apparition d’un précipité jaune

ou marron indique la présence des alcaloides (Roopalatha et Nair, 2013).

1.2.1.6. Terpenoides
- Test de Salkowski: 1 ml de chloroforme et 1 ml d'acide sulfurique concentré ont été
dissout avec 1ml de chaque extrait. Une couche brun-rougeéatre formée a l'interface indique

la présence des terpenoides (Hajoori et al., 2014 ; Agarwal et al., 2011).

1.2.1.7. Saponosides

Agitation de 5 ml de chaque extrait pris dans un tube a essai pendant quinze seconde. La
formation d’une mousse persistante aprés 15mn confirme la présence des saponosides (Dohou
et al., 2003).

1.2.1.8. Stérols et triterpénes

- Test de Libermann-Burchard : un volume de 500ul de la solution d’anhydride acétique
C4HsOsa été additionné a 500ul de chaque extrait. Aprés une agitation puis chauffage
jusqu’a ébullition, la formation d’un anneau brun- rouge ou violet, avec coloration de la
couche surnageant de vert ou de violet prouve la présence de stérols et des triterpénes
(Roopalatha et Nair, 2013).

1.2.1.9. Carbohydrates (sucres réducteurs)

- Test de Fehling : Dissoudre 1ml de chaque extrait aqueux dans 1 ml de solution A et B du
réactif de Fehling, puis chauffage au bain marie pendant 10 mn. La formation d’un
précipité rouge brique indique la présence des sucres réducteurs (Roopalatha et Nair,
2013).
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1.2.1.10. Lipides et Huiles fixes

Un volume de 1 ml de solution de sulfate de cuivre a 1% et quelques gouttes d'hydroxyde de
sodium a 10% ont été versé a 1 ml de chaque extrait. La présence des lipides et des huiles
fixes est confirmée par une teinte de la solution en bleu clair (Roopalatha et Nair, 2013).

1.2.2. Analyses quantitatives

1.2.2.1. Détermination de la teneur en phénols totaux

L’objectif de cette expérience est de révéler la présence des phénols totaux en se basant sur
I’ajout de Folin a nos extraits menant a la formation du complexe molybdene-tungsténe
reflétant une apparition de la couleur bleue. L’intensité de cette coloration est proportionnelle
a la densité des polyphénols dans notre solution. Un volume de 20ul de chaque extrait aqueux
de noyau et de pulpe de datte sa été dilué dans 680 ul d’eau distillée, suivi d’une addition
de400 pl de réactif de folin a 10%et de 400 pl de carbonate de sodium. Apreés I’incubation de
deux heures, la lecture a été réalisée a 760 nm a 1’aide spectrophotometre (Secomam UviLine
9400). La courbe d’étalonnage a été effectuée avec une gamme de six concentrations
décroissantes d’acide gallique dans un intervalle de [1mg/ml-0.03125mg/ml] (Slinkard et
Singleton, 1977). Les résultats sont révélés en milligramme d’acide gallique par gramme de

la matiere végétale seche ou fraiche (mg EAG/g MVS ou MVF).

1.2.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

Cette expérience se base sur I’ajout de nos réactifs respectivement le nitrate d’aluminium (Al
(NO3)3) et acétate d’ammonium (CH3COOHNH,) aux extraits dans 1’objectif d’avoir une
oxydation du groupement hydroxyle avec nitrate d’aluminium qui reflete une coloration
jaune. La lecture de 1’absorbance a été effectuée a 415mn par spectrophotométre selon le
protocole décrit par Fukumoto et Mazza, (2000). Un volume de 0.25ml de chaque extrait a
été dilué dans 2.15mlde solvant. 0.1ml de solution dénitrate d’aluminium (Al (NOs)3) a 10% a
été verse, suivi de I’addition de 0.1ml de solution d’acétate d’ammonium (CH3COOHNHg4) a
1M. La solution a été incubée pendant 40mn. L’absorbance a été mesurée & 415nm.La courbe
d’étalonnage a été réalisée avec solution étalon quercétine/méthanol, avec un intervalle de
[Lmg/ml-0.015625 mg/ml]. Les résultats sont révélés en milligramme de quercétine par

gramme de la matiére végétale seche ou fraiche (mg EAG/g MVS ou MVF).
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1.2.2.3. Détermination de la teneur en tanins condensés

La mesure de la concentration des tanins condensés a été effectué par la réaction de la
vanilline a 4% et HCL a 37%, menant a I’apparition d’une coloration rouge. En se référant au
protocole établi par JuiKunem-Titto, (1985). A 25 ul de chaque extrait, a été rajouté 750pl
de solution vanilline a 4%. Apres une agitation, 375 ul d’acide chlorhydrique (HCL) a 37% y
ont ¢ét¢ complétés, suivi d’une incubation a 1’abri de la lumicére pendant 20mn. Les
absorbances sont lues a 500nm. La courbe d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution
de catéchine/méthanol dans un intervalle de [1mg/ml-0.015625 mg/ml]. Les résultats sont
révelés en milligramme de catéchine par gramme de la matiére végétale séche ou fraiche (mg
EAG/g MVS ou MVF).

1.2.2.4. Détermination de la teneur en tanins hydrolysables

La quantification des tanins hydrolysables a été effectuée par la solution aqueuse d’iodate de
potassium (KIOz3) a 2.5% en se référant au protocole décrit par Willis et Allen (1998) modifié
par Hmid (2013). Mélange de 1000pl de chaque extrait avec 5000ul de KIOs3, puis agitation
pendant10s au vortex. Les absorbances sont lues apres 4 mn a 550nm. La courbe d’étalonnage
a été realisée a partir d’une solution d’acide tannique/méthanol dans un intervalle de [1mg/ml-
0.015625 mg/ml]. Les résultats sont révélés en milligramme d’acide tannique et par gramme

de la matiére végétale seche ou fraiche (mg EAG/g MVS ou MVF).
1.3. Evaluation in vivo de I’activité antioxydante

1.3. 1.Matériel animal

L’¢étude expérimentale in vivo a été réalisée au niveau de 1’animalerie du laboratoire de
recherche « Pharmacognosie et Api-phytothérapie » de 1’université de Mostaganem. Un
effectif de trente-cing rats femelles de souche Wistar pesant 190+ 10g, provenant de I’institut

de pasteur d’Alger, était impératif pour I’accomplissement de notre étude.

Deux semaines d’adaptation ont été necessaires afin d’acclimater les animaux selon nos
conditions de travail. Une alimentation standard a base de ceréales a raison de (18 a 20 g/rat)
et un acces libre a I’eau ont été mis a leur disposition. Le cycle nycthéméral (12h lumiére /12h

obscurité) a été mis en place dans le but de respecter 1’horloge biologique des animaux.
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1.3.2. Test de toxicité

L’étude de toxicité des extraits a été réalisée suivant 1’essai N°425 du protocole établi par
I’organisation de la coopération économique et développement (OCDE, 2008). Le principe de
ce test est d’observer I’apparition de tout changement de comportement, a savoir;
augmentation de I’activité, dénutrition, convulsion, coma et mortalité. Ces observations ont

été enregistrés 30min, 24h, 48h jusqu'a 14 jours aprés 1’administration des extraits étudiés.

Trois doses ont été choisies (150, 300 et dose limite 1000mg/kg) pour chaque extraits aqueux
de pulpe (EP) et de noyaux (EN) de dattes correspondant a six lot distincts ; EP150, EP300,
EP1000 et EN150, EN300, EN1000 respectivement.

1.3.3. Répartition des lots d’expérimentation

L’ensemble des animaux d’expérimentation a été répartis en sept lots (7) dont 5 rats chacun,
comme sulite :

Lot T+ (n=5) : considéré comme témoin n’ayant pas été intoxiqué et traité avec le véhicule
des extraits (eau distillée).

Lot T- (n=5) : considéré comme témoin négatif ayant été intoxiqué avec le HgCl, sans étre
traité.

Lot EPD1 (n=5) : ayant recu I’extrait aqueux de pulpe de dattes a 150mg/kg

Lot EPD2 (n=5) : ayant recu I’extrait aqueux de pulpe de dattes a 300mg/kg

Lot END1 (n=5) : ayant regu I’extrait aqueux de noyaux de dattes a 150mg/kg

Lot END2 (n=5) : ayant recu I’extrait aqueux de noyaux de dattes a 300mg/kg

Lot STD (n=5) : considéré comme standard. Les rats ont regu la solution d’acide ascorbique
(Vitamine C) a 50 mg/kg.
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La figure 16 représente une photographie de la répartition des lots d’expérimentation au
niveau de 1’animalerie du laboratoire Pharmacognosie & Api-Phytothérapie de I’université de

Mostaganem.
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Figurel6 : La répartition des lots d’expérimentation

1.3.4. Prétraitement

Dans le but d’évaluer I’effet antioxydant des deux extraits aqueux de pulpe et de noyaux de
dattes, un prétraitement a été établi pendant dix (10) jours selon le protocole décrit par Necib
et al., (2013). L’administration des solutions a été réalisée par gavage gastrique
quotidiennement pour tous les rats d’expérimentation. Le produit synthétique considéré
comme référence dans notre étude est 1’acide ascorbique (Vitamine C) (Merghem et al.,
2019).
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La figure 17 représente 1’administration des solutions par gavage gastrique au niveau de
I’animalerie du laboratoire Pharmacognosie & Api-Phytothérapie de 1’université de

Mostaganem.

Figure 17 : Administration des solutions par gavage gastrique

1.3.5. Induction du stress oxydatif

Le stress oxydatif a été induit par injection intra-péritonéale a dose unique de chlorure de
mercure (HgCl2) a 1.5 mg/kg. Le choix de la dose a été déterminé par un test de la dose limite

toxique non létale.

Tous les rats ont été mis a jeun 12 heures avant le dernier jour du traitement. Une heure apres
la derniére prise des solutions (10°™ jour), I’injection intra-péritonéale du chlorure de mercure
HgCl2 a été administrée a tous les groupes d’expérimentation, a I’exception du groupe témoin

positif (T+) qui a recu le véhicule (eau physiologique).
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La figure 18 représente 1’administration du HgCl par injection intrapéritonéale (IP) chez les
rats d’expérimentation au niveau de 1’animalerie du laboratoire Pharmacognosie & Api-

Phytothérapie de I'université de Mostaganem.

Figure 18 : Injection intra-péritonéale

Aprés 24 heures, les animaux d’expérimentation ont été anesthésiés par inhalation du
Diméthyle éther, le sang a été prélevé a partir de la veine cave pour des analyses biochimiques

et le foie et reins excisés a visé de 1’examen anatomo-pathologique.
1.3.6. Aspect morphologique du foie et reins

Les organes ont été pesés et photographiés immédiatement apres leur prélevement. Ces

parametres vont permettre d’évaluer 1’aspect macroscopique du foie et des reins.
1.3.7. Parametres biochimiques étudiés

Le sang aprés avoir été prélevé, a été mis dans des tubes héparines, puis centrifugé a
3000trs/10mn, le plasma récupéré a été ensuite conservé a -20°C.

39



Matériels et Méthodes

1.3.7.1. Fonction hépatique
A- TGO (Glutamate-Oxaloacetate-Transaminase ou ASAT : Aspartase-Amino-Aransférase)

» Mode opératoire

- Le substrat

0.1ml de I’échantillon /calibrant est versé dans des tubes. Puislml du réactif ‘1’ est mis dans
une température de 37°C.

Mélanger les tubes, puis les incuber pendant 5min, ajouter ensuite 0.25ml du réactif ‘2’ et
agiter. L’évaluation de I’absorbance est réalisée aprés 1min d’incubation a une longueur

d’onde de 340nm. Déterminer 1’absorbance & nouveau aprés une, deux puis trois minutes.

- L’échantillon
0.01ml de I’échantillon /calibrant est mis dans des tubes, 1ml d’un mono réactif, est ensuite
ajouté, puis mélanger et mesurer 1’absorbance aprés Iminutes d’incubation & une longueur

d’onde de 340nm. L’absorbance est mesurée a nouveau apres une, deux puis trois minutes.

» Calcul
-Avec facteur
En partant des lectures d’absorbance, le calcule de AA /min et la multiplication par le facteur

Correspond a I’équation ci-dessous

(AA/min )x facteur = activité de ASAT (U/L)

- Avec calibrant

ASAT (U/L) =[(AA Echantillon)/(AA / min calibrant)|x concentration calibrant(U/L)

B- TGP (glutamate pyruvate transaminase ou ALAT : Alanine-Amino-Transférase)

» Mode opératoire

- Le substrat

0.Iml de I’échantillon est établie dans une cuve, 1ml du réactif ‘1’ est ajoutée a une
température de 37°C. Mélanger et incuber le complexe pendant 5 minutes puis 0,25ml du

réactif <2’ est ajoutée.
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Agiter ensuite et lire I’absorbance aprés 1minute d’incubation a une longueur d’onde de 340

nm. Lire I’absorbance a nouveau aprés une, deux puis trois minutes.

» L’échantillon

0.01ml de I’échantillon est déposée dans une cuve, Iml d’un réactif de travail est introduit a
une température de 37°C.

Mélanger puis lire ’absorbance aprés Iminute d’incubation & une longueur d’onde de 340

nm. Lire I’absorbance a nouveau aprés une, deux puis trois minutes.

» Calcul
En partant des lectures d’absorbance, le calcule de AA /min et la multiplication par le facteur

se fait comme suit :

(AA/min) xfacteur = activité de ALAT (U/T)

1.3.7.2. Fonction rénale
A- Créatinine

» Mode opératoire (méthode berthelot 1960)

- Le substrat

Prélever une goutte du milieu qu’on veut tester : blanc, témoin, échantillon et la mettre dans
une cuve contenante 1ml du réactif. Agiter puis incuber a une température de 37°C pendant
5min, rajouter ensuite 0.25ml du réactif 2. Mélanger et lire I’absorbance (A1) aprés 1 minute
dans une longueur d’onde s’étalant sur 490 a 510nm. Incuber ensuite 2minutes et lire
I’absorbance (A2).

- L’échantillon
0.01ml d’échantillon est deposee dans une cuve, 1ml du réactif de travail (Hydroxyde de
sodium+ acide picrique) est rajouté. Mélanger et incuber 1minute dans une température de

37°C et lire I’absorbance (A1) a une longueur d’onde s’étalant sur 490 a 510 nm.
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» Calcul

Creéatinine (mg/dl) = [(AA / min Echantillon)/(AA/ min temoin/calibrant)]x [concentration
(témoin/cal)(mgdl)]
AA = (A2 — A1)

B- Urée

Mode opératoire (méthode berthelot 1960)

Une fois le plasma recueilli apres centrifugation, introduire dans des tubes secs :

Un blanc, un échantillon et un témoin dans des cuves renfermant 10ul d’échantillon et de
témoin. Agiter puis additionner le premier réactif (R1) et incuber les tubes 5Sminutes a une
température de 37°C. Apres incubation, ajouter le deuxiéme réactif (R2), ensuite agiter et
incuber les tubes pendant 5Sminutes a une température de 37°C et lire I’absorbance a 500 nm.
» Calcul

Urée = (DOEchantillon/DO Etalon) xn

n = 0.5 lorsque les valeurs sont exprimées en g/l

n =8.325 lorsque les valeurs sont exprimées en m/mol

1.3.8. Examen histologique du foie et des reins

Les organes prélevés ont été fixés au formaldéhyde a 10% afin de les conserver jusqu’a
utilisation. L’examen anatomo-pathologique a été réalisé au niveau du laboratoire de
recherche « Pharmacognosie& Api-Phytothérapie » de 1’universit¢é de Mostaganem. Le
protocole établi dans cette étude a été en accord avec celui décrit dans le manuel de
techniques d’anatomo-cytopathologie (Marck, 2010).

1.3.8.1. Macroscopie

Pour effectuer cette étude, il était nécessaire de realiser une fragmentation des organes (foie et

reins), puis leur mise en place dans des casette d’inclusion.
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1.3.8.2. Imprégnation/Circulation

» Poste fixation

e Fixation des organes avec formole 10%
» Deéshydratation

e 1bac d’éthanol 96% durant 1h

e 1bac d’éthanol 96% durant 1h

e lbac d’acétone pur durant 2h

> Substitution

e 1 bac de toluene durant 2 h

» Impregnation

e 1 bac de paraffine a 70°c Durant 2h
1.3.8.3Inclusion / Enrobage

Mise des piéces prelevées dans des moules en acier et leur enrobage avec de la paraffine

liquide, suivi d’une conservation au congélateur (-20°C).
1.3.8.4. Microtomie

Cette étape permet la réalisation des coupes sur le bloc a 1’aide d’un microtome. L’ensemble
des tranches obtenues forme un ruban de qualité trés fine (4pum). Les coupes sont ensuite
étalées sur des lames de verre en utilisant une plaque chauffante afin d’éviter la formation de

plis et des stries.

1.3.8.5. Coloration

La premiere étape de toute coloration d’une coupe histologique est d’€liminer la paraffine des
tissus pour que les colorants puissent pénétrer dans les cellules.

Avant I’étape de déparaffinage, un séchage des lames est nécessaire pour faciliter I’adhérence
des coupes sur la lame de verre. Cette cuisson est réalisée dans une étuve a 37°C pendant 24
heures.

» Déparaffinage

e 1 bac de toluéne / xylene durant 25mn.

» Réhydratation

Consiste a substituer progressivement le solvant du tissu par des bains d’éthanol pour amener

al’eau.
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e 1 bac d’éthanol a 70% durant 5 mn

e 1 bac d’éthanol a 80% durant 5 mn

e 1 bac d’éthanol a 96% durant 5 mn

e Rincage a I’eau durant 10 mn

» Coloration proprement dite

e | bac d’hématoxyline de Harris durant 2-7mn
e 1 bac d’eau acidifié

e 1 bac d’eau basique

e 1 bac d’éthanol 96% 2mn

e 1 bac d’éosine durant2-5mn

e 3 bacs d’acétone, juste pour trempage afin de nettoyer les lames
e 1 bac de toluéne

e 1 bac de toluéne jusqu’au montage.

1.3.8.6. Montage
Cette opération consiste a fixer a 1’aide d’une résine synthétique (EUKITT) une lamelle
couvre-objet sur la coupe (la lame) afin de la protéger de contamination et la dégradation

chimique des colorants qui s’oxydent a I’air et des bris mécaniques.
1.3.8.7. Examen microscopique

La lecture est réalisée par un photomicroscope et chacun coupe est photographiée.

I.4. Analyses statistiques

Les résultats obtenus dans cette étude sont exprimés en moyenne + SEM. Ensuite, ils ont été
analysés par le test t de studenten utilisant le logiciel XLstat.

Les seuils de P-value suivants sont généralement pris pour référence :

e P>0.05:nul

e P<0.05: Significatif

e P<0.01: Trés Significatif

e P<0.001 : Hautement Significatif
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11.1. Analyses phytochimiques
11.1.1. Analyses qualitatives (Screening phytochimique)

Le Screening phytochimique des extraits aqueux de pulpe et de noyaux du fruit dattier
démontre des résultats plus ou moins variables par la présence des métabolites secondaires.

Le tableau 05 résume les résultats observés correspondant a la coloration du produit final des
réactions accomplies. En effet, les deux extraits de pulpe et de noyaux révélent la présence
des terpenoides, saponosides, tannins, coumarines, flavonoides et alcaloides, mais avec des
intensités différentes. Cependant, les deux échantillons s’avérent dépourvus d’anthocyanes et

de stérols.

45



Résultats

Tableau 05 : Screening phytochimique des extraits aqueux de pulpe et noyaux de fruit dattier.

Tests Extrait aqueux de  Extrait aqueux de

Composés hvtochimiaues pulpes de fruit noyaux de fruit
phy g dattier (EAP) dattier (EAN)
Test du chlorure
. +++
ferrique -
Tannins Test de Stiasny
+ +
Test hydroxyde de
; - +
i sodium
Coumarines
Test d’ammoniaque + i
Test d’Acide
chlorhydrique * i
F e Test d’ Acétate de
+ +
plomb
Anthocyanes - -
Test de Dragendroff + +
Alcaloides Test de Mayer - +
Test de Wagner it N
. Test
Terpenoides de Salkowski +++ +
Saponosides Indice de mousse + N
Stérols et Test de Libermann- ) i
triterpénes Burchard
Carbohydrates iestaeiFenling ++++ +
Lipides et Huiles Test de Salkowski ” »

fixes
Les résultats sont classés comme suite ; Elevé (+++), Modéré (++), bas (+), absence (-) sur la

base de I’intensité du produit de réaction coloré.
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11.1.2. Analyses quantitatives

11.1.2.1. Détermination de la teneur en phénols totaux

L’extrait aqueux de noyaux de dattes a révélé une concentration importante en phénol totaux
de I’ordre de 14,334 + 0,731mgEAG/g MS, alors que ’extrait de pulpe a présenté une valeur
de 1,323 + 0,080mgEAG/gMF. En utilisant I’équation linéaire de la courbe d’étalonnage
tracée de I’acide gallique (Fig 19), (Tab 06).

14 T
y =1,2587x + 0,0171
_ K J
12 + R2=0,999
1 4
€08 1
= .
0 [ 3
o) 1
= 0,6
04 T .
) .
021 e
¢’
0 L } } } } } |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
acide gallique mg/ml

Figure 19 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Tableau 06 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits aqueux de pulpe et de noyaux de
dattes

Phénols totaux

Extrait queux de pulpe de dattes 1,323 + 0,080 (mgEAG/g MF)
(EAP)

Extrait aqueux de noyaux de 14,334+ 0,731 (MgEAG/g MS)
dattes (EAN)
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11.1.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

L’extrais aqueux de noyaux a marqué une présence des flavonoides avec une concentration de
0,466 + 0,012 mgEQ/g MS et I’extrait de pulpe a 0,265 + 0,027mgEQ/g MF. En utilisant

I’équation linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de la quercétine (Fig 20), (Tab 07).

0,6 T
.'.

0s 1 y =4,7714x - 0,04 :

’ R%=0,9998

0,4 T
£
- 0,3 + -
o] o
< -

02 +

01 + O

.
0 : : : : : : |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Quercetine (mg/ml)

Figure 20 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

Tableau 07 : Teneurs en flavonoides totaux dans les extraits aqueux de pulpe et de noyaux de

dattes

Flavonoides totaux

Extrait queux de pulpe de dattes 0,265 £ 0,027 (mgEQ/g MF)
(EP)

Extrait aqueux de noyaux de dattes 0,466 + 0,012 (mgEQ/g MS)
(EN)
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11.1.2.3. Détermination de la teneur en tanins condensés

Les résultats de 1’analyse quantitative des tanins condensés ont démontré une concentration de
4,923 £ 0,148mgEC/g MS dans I’extrait aqueux de noyaux dattes, tandis que I’extrait aqueux
de pulpe a affiché une valeur de 0,075 = 0,021mgEC/g MF. En utilisant I’équation linéaire de
la courbe d’étalonnage tracée de la catéchine (Fig 21), (Tab 09).

1,6 -
1l y =1,4641x + 0,0266 @
’ R? = 0,9983
1,2 +
— 14+
E
- 08 T ®
0
<C 0,6 +
04 T *
02 + ..@®
o
0 : : : : : |
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
mg/ml

Figure 21 : Courbe d’étalonnage de la catéchine

Tableau 08 : Teneur en tanins condensés dans les extraits aqueux de pulpe et de noyaux de
datte

Tanins condensés

Extrait queux de pulpe de dattes 0,075 £ 0,021 (mgEC/g MF)
(EP)

Extrait aqueux de noyaux de dattes 4,923 £ 0,148 (mgEC/g MS)
(EN)
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11.1.2.4. Détermination de la teneur en tanins hydrolysables

Les resultats obtenus ont exprimé une concentration des tanins hydrolysables de
0,37£0.06mgEAT/g MF dans I’extrait de pulpe de dattes. Alors que dans I’extrait de noyaux,
les tanins hydrolysables sont de I’ordre de 2,14 + 0.32mgEAT/g MS. En utilisant I’équation
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide tanique (Fig 22), (Tab9).

0,3 +
y =2,8508x - 0,0259 °
0,25 + R2=0,9993
02 + o
€ :
2 0BT X3
o o
<
0,1 +
[ 4
0,05 +
0 } } } } } |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
mg/ml

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de 1’acide tanique

Tableau 9 : Teneurs en tanins hydrolysable dans les extraits aqueux de pulpe et de noyaux de

dattes.

Tanins hydrolysables

Extrait queux de pulpe de dattes 0,37 £ 0.06 (mgeAT/g MF)
(EP)
Extrait aqueux de noyaux de dattes 2,14 + 0.32 (mgEAT/g MS)
(EN)
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11.2. Evaluation in vivo de I’activité antioxydante

11.2.1. Test de toxicité

Résultats

L’administration des deux extraits aqueux de pulpes et de noyaux de dattes a 150, 300 et la

dose limite de 1000mg/kg de poids corporel par gavage intragastrique n’a induit aucun signe

de toxicité aux cours des 30 minutes, 24 et 48 heures jusqu’a 14 jours d’observation
quotidienne (Tab 10).

Tableau 10 : Résultats du test de toxicité des différentes doses choisies des extraits aqueux de

pulpes et de noyaux de dattes.

Extraits

Groupe 1
Extrait
Aqueux
de
Pulpes

Groupe 2
Extrait
Aqueux
de
Noyaux

Doses

Lot1:
150mg/kg

Lot2:
300mg/kg

Lot 3:
1000mg /kg

Lot1:
150mg/kg

Lot2:
300mg/kg

Lot 3:
1000mg/kg

(-) : Rien a signaler

Trouble de

Pactivité

Trouble de
Comportement

Dénutrition Coma Mort
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11.2.2. Aspect morphologie du foie et des reins

11.2.2.1. Effet de ’extrait aqueux de pulpe de dattes sur I’aspect morphologique du foie
et des reins

L’aspect morphologique suite aux observations macroscopiques du tissu hépatique chez le
groupe témoin positif (T+) est sain, sans Iésions ni anomalies apparentes. Tandis que celui du
groupe témoin négatif (T-) intoxiqué avec le HgCl> a 1.5 mg/kg a démontré une couleur
manifestement plus claire que le groupe témoin (T+) avec un aspect hétérogéne et tacheté
sous forme mosaique. Cependant, le groupe traité avec 1’extrait aqueux de pulpe de datte a
150 mg/kg (EPD1) a révélé de légeéres froissures du tissu hépatique, moins importantes que
celles du groupe témoin (T-). Tandis que le groupe traité avec I’extrait aqueux de la pulpe de
dattes a 300 mg/kg (EPD2), a manifesté un aspect lisse sans aucune anomalie visuelle.
Toutefois, I’aspect visuel du groupe standard traité avec ’acide ascorbique a 50 mg/kg est
manifestement froissé sur les deux tiers du tissu hépatique, sans changement de couleur
constate (Fig 23.1).

Concernant I’aspect morphologique du tissu rénal chez le groupe témoin positif (T+), il a
démontré un aspect tissulaire sain, sans lésions ni anomalies apparentes. Tandis que, le groupe
témoin négatif (T-) a ttmoigné d’une couleur plus claire du tissu rénal blanchéatre au niveau
du bassinet atteignant jusqu’aux parenchymes rénaux. Cependant, le groupe traité avec
I’extrait aqueux de pulpe de datte a 150 mg/kg (EPD1) a révélé une légére manifestation
inflammatoire au niveau des bassinets, moins apparentes que celles constatées chez le groupe
témoin (T-). Alors que le groupe traité avec I’extrait aqueux de la pulpe de dattes a 300 mg/kg
(EPD2) n’a présenté aucune lésion macroscopique. Cependant, I’aspect morphologique des
reins chez le groupe standard traité avec 1’acide ascorbique a 50 mg/kg a ét¢ manifestement

enflammeé au niveau des bassinets avec une apparition de couleur blanchétre (Fig 23.2).
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EPD1

EPD2

EPD1

STD

2
Figure 23 : (1) : Aspect macroscopique du foie, (2) Aspect macroscopique des reins. T+ : Groupe témoin
positif, T- : groupe témoin négatif intoxiqué, APD1 et APD2 : groupes traités avec I’extrait aqueux de pulpe de
datte & 150 et 300 mg/kg respectivement STD : groupe standard traité avec 1’acide ascorbique (Vit C) a 50
mg/Kg.
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11.2.2.2. Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur I’aspect macroscopique du foie
et des reins

Les deux groupes traités avec 1’extrait aqueux de noyaux de dattes a 150 mg/kg (END1) et
300 mg/kg (END2), ont présenté un profil morphologie du tissu hépatique lisse sans lésions
visuelles apparentes, presque similaire a celui retrouvé chez le témoin positif (T+) (Fig 24.1).

En ce qui concerne la morphologie des reins, Le groupe traité avec 1’extrait aqueux du noyau
de dattes & 150 mg/kg (END1) n’a présenté aucune anomalie visuelle apparente. Cependant,
le groupe traité avec 1’extrait de noyau de dattes a 300 mg/kg (END2), a manifesté une légere
couleur blanchatre au niveau des bassinets, mais le reste du tissu rénal est visuellement sans
Iésions remarquables (Fig 24.2).
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4

- . .

END1

STD

2

Figure 24 7 (1) Aspect macroscopique du foie, (Z) Aspect macroscopique des reins. T+ : Groupe témoin
positif, T- : groupe témoin négatif intoxiqué, END1 et END2 : groupes traités avec 1’extrait aqueux de noyaux
de datte a 150 et 300 mg/kg respectivement, STD : groupe standard traité avec I’acide ascorbique (Vit C) a 50
mg/Kg.
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11.2.3 Atrophie du foie et des reins

11.2.3.1. Effet de I’extrait aqueux de pulpe de dattes

Les groupes intoxiqués au HgCl, non traité (T+) et traités (EPD1, EPD2, STD) ont affiché un
poids du foie significativement diminué (P<0.05) comparativement au groupe témoin (T+).
Tandis que les reins n’ont pas présenté une grande différence de poids entre les groupes

d’expérimentation (Tab 11).

Tableau 11 : Effet de I’extrait aqueux de pulpe de dattes sur le poids du foie et des reins

Poids du foie (g) Poids des reins (g)
Témoin positif (T+) 9,39+£1,76 1,48 + 0,166
Témoin négatif (T-) 7,35+1,48 1,30 £ 0,20
EPD1 (150mg/kg) 6,82 +0,94" 1,32 + 0,09
EPD2 (300mg/kg) 7,26 +0,32" 1,44 +0,19
STD (50mg/kg) 7,24 +0,65" 1,39 + 0,156

*P<0.05 Significatif comparativement au groupe témoin positif (T+).

11.2.3.2. Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le poids du foie et des reins

Les groupes traités avec 1’extrait aqueux de noyaux de dattes (END1 et END2) ont révélé une
Iégére diminution comparativement au groupe témoin positif (T+), alors que leurs reins non

manifestés pratiqguement aucune perte de poids (Tab 12).

Tableau 12 : Effet de I’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le poids du foie et des reins

Poids du foie (g) Poids des reins (g)
Témoin positif (T+) 9,39+1,76 1,48 + 0,166
Témoin négatif (T-) 7,35+1,48 1,30 £ 0,20
END1 (150mg/kg) 8,44 +0,72 1,44 + 0,20
END2 (300mg/kg) 7,73+0,41 1,44 +0,17
STD (50mg/kg) 7,24 + 0,65* 1,39 + 0,156

*P<0.05 Significatif comparativement au groupe témoin positif (T+).
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11.2.4 Parameétres biochimiques étudiés
11.2.4.1. Fonction hépatique

11.2.4.1.1. Effet de I’extrait aqueux de pulpe de dattes sur les taux de TGO et TGP

Les taux de TGO chez le groupe intoxiqué par le chlorure de mercure (T) non traité et traités
avec l’extrait aqueux de pulpe (EPD1 et EPD2) et le standard (STD) se sont révélés
significativement élevés (P<0.01) par rapport au témoin positif (T+). Cependant cette
augmentation a été plus prononcée chez le groupe témoin négatif (T-). Tandis que le groupe
standard (STD) a donné une valeur de TGO significativement diminuée (P<0.05)

comparativement au groupe témoin négatif (T-).

A propos du taux de TGP, les groupes intoxiqués au HgCl> non traité (T-) et traités (EPD1,
EPD2 et STD) ont révélés des valeurs inférieures en comparaison avec le groupe témoin
positif (T+). En effet, le groupe témoin négatif (T-) et le groupe traité avec I’extrait aqueux de
pulpe a 150mg/kg (EPD1) ont manifestés des taux de TGP significativement diminués par

rapport au groupe témoin (T+) (Tab 13).

Tableau 13 : Effet de I’extrait aqueux de pulpe de dattes sur les taux de TGO/TGP

TGO UI/L TGP UI/L
Témoin positif (T+) 113,2 £ 8,70 71,2 £ 6,06
Témoin négatif (T-) 225,25+ 22,92*** 53,75 = 15,48*
EPD1 (150mg/kg) 194,5+ 39,08** 55,6 + 4,33**
EPD2 (300mg/kg) 209,5 + 10,35*** 63,6 £ 6,98
STD (50mg/kg) 190,75 + 41.17**# 67,2 +13,21

(*) par rapport au groupe témoin positif (T+) : * P<0.05 (Significatif) ; ** P<0.01 (Trés Significatif) ;
*** P<0.001(Hautement Significatif). (#) Par rapport au groupe témoin négatif (T-) : #P<0.05(Significatif).

11.2.4.1.2. Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur les taux de TGO/TGP

Concernant les groupes traités avec 1’extrait aqueux de noyaux de dattes a 150 et 300mg/kg
(END1 et END2 respectivement), ils évoquent une augmentation de TGO hautement
significative (P<0.001) comparativement au témoin (T+). Cependant cette élévation reste

moins accentuée en comparaison avec le groupe témoin négatif (T-). En particulier le groupe
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traité avec ’extrait de noyaux a 150mg/kg (ENDI1) qui a manifesté un taux de TGO
significativement diminuée (P<0.01) par rapport au témoin négatif (T-).

Le taux de TGP, quant a lui, a été retrouvé chez les groupes traités avec I’extrait de noyaux
(END1 et END2) Iégérement diminué en comparaison avec le groupe témoin positif (T+).
Toutefois, ces valeurs sont supérieures a celle retrouvé chez le groupe témoin négatif
intoxiqué (T-) (Tab 14).

Tableau 14 : Effet de I’extrait aqueux de noyaux de dattes sur les taux de TGO/TGP

TGO UI/L TGP UI/L
Témoin positif (T+) 113,2+£8,70 71,2 £6,06
Témoin négatif (T-) 225,25+ 22,92*%** 53,75 + 15,48*
END1 (150mg/kg) 170,25 £ 10,40***## 61 + 10,84
END2 (300mg/kg) 206,6667 + 6,41*** 61,5+ 9,03
STD (50mg/kg) 190,75 + 41.17**# 67,2 + 13,21

(*) par rapport au groupe témoin positif (T+) : * P<0.05(Significatif) ; ** P<0.01(Tres Significatif) ;
*** P<0.001(Hautement Significatif). (#) Par rapport au groupe témoin négatif (T-) : #P<0.05(Significatif) ;
##P<0.01 (Trés Significatif).

11.2.4.2. Fonction renale
11.2.4.2.1. Effet de I’extrait aqueux de pulpe de dattes sur les taux de I’urée et créatinine

D’apres les résultats obtenus, une augmentation hautement significative (p<0.001) de I’urée a
été observee chez le groupe témoin négatif (T°) intoxiqué au HgCI2 comparativement au
témoin positif (T+). Cependant le groupe traité avec 1’extrait aqueux de pulpe de dattes a
150mg/kg (EPD1) a affiché une valeur de 1’urée significativement réduite (p<0.01) par
rapport au groupe témoin (T+) et témoin négatif (T-). Tandis que le groupe traité avec
I’extrait de pulpe a 300mg/kg (EPD2) et le groupe standard traité avec 1’acide ascorbique a
50mg/kg (STD) ont enregistré une concentration de 1’urée significativement inférieure en
comparaison avec le groupe témoin négatif (T-). Alors que le I'urée chez le groupe traité
END2 apparait relativement semblables au témoin positif (T+).

A propos de la créatinine, sa concentration a été retrouvée significativement élevée (p<0.001)
chez le groupe témoin négatif intoxique (T-), le groupe traité avec 1’extrait de pulpe de dattes
a 300mg/kg (END2) (p<0.05) et le groupe standard (STD) (p<0.01) en comparaison avec le
groupe témoin positif (T+). Néanmoins, tous les groupes traités (EPD1, EPD2 et STD) ont
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enregistrés des valeurs significativement diminuées de la créatinine comparativement au
groupe témoin négatif (T-) (Tab 15).

Tableaul5 : Effet de I’extrait aqueux de pulpe de dattes sur les taux de 1’urée et créatinine

Urée (mg/dl) Créatinine (mg/l)
Témoin positif (T+) 50,5+ 7,08 5,78+ 0,41
Témoin négatif (T-) 122+ 2,73 20,53+ 3,46
EPD1 (150mg/kg) 34,5+ 5,67 6,44+ 0,75
EPD2 (300mg/kg) 53+ 13,54 8,11+ 2,06™#
STD (50mg/kg) 63,5+ 36,31" Al gL

(*) par rapport au groupe témoin positif (T+) : * P<0.05(Significatif) ;** P<0.01(Tres Significatif) ;
*** P<0.001(Hautement Significatif). (#) Par rapport au groupe témoin négatif (T-) : #P<0.05(Significatif) ;
##P<0.01 (Tres Significatif), ###P<0.01 (hautement Significatif).

11.2.2.2.2. Effet de I’extrait agueux de noyaux de dattes sur les taux de l’urée et

créatinine

Les taux de I’urée et de la créatinine ont été retrouvés significativement élevé (p<0.01) chez le
groupe traité avec l’extrait de noyaux a 300mg/kg (END2) comparativement au groupe
témoin positif (T+). Par contre, les deux groupes traités avec I’extrait de noyaux a 150 et
300mg/kg (END1 et END2) ont affichés des taux d’urée et de créatinine significativement
réduit (p<0.001) par rapport au groupe témoin negatif (T-) intoxiqué au HgCl> (Tab 16).

Tableaul6 : Effet de I’extrait aqueux de noyau de dattes sur les taux de 1’urée et créatinine

Urée (mg/dl) Créatinine (mg/l)
Témoin positif (T+) 50,5+ 7,08 5,78+ 0,41
Témoin négatif (T-) 122+ 2,73™ 20,53+ 3,46
END1 (150mg/kg) 44,33 + 5,88%# 7,48 + 1 54"
END2 (300mg/kg) 70 + 3,04 ### 10,67 + 1,54™"###
STD (50mg/kg) 63,5+ 36,31 8,11+ 1,45 ##

(*) par rapport au groupe témoin positif (T+) : * P<0.05(Significatif) ;** P<0.01(Tres Significatif) ;
*** P<(0.001(Hautement Significatif). (#) Par rapport au groupe témoin négatif (T-) : #P<0.05(Significatif) ;
##P<0.01 (Tres Significatif).
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11.2.5. Examen histologique du foie et des reins

11.2.5.1. Examen histologique du tissu Hépatique

11.2.5.1.1. Aspect microscopique du tissu hépatique chez les rats témoins positif (T+) et
témoins négatif (T-)

L’histologie du tissu hépatique chez le groupe témoins positif (T+) a présenté un aspect
tissulaire normal avec des hépatocytes et des sinusoides normales, en notant une absence
d’anomalie telle que des nécroses, fibroses et cirrhoses hépatiques.

Tandis que le tissu hépatique chez le groupe témoin négatif (T-) intoxiqué avec le chlorure de
mercure HgCl> a 1.5mg/kg, a révélé un parenchyme hépatique endommagé avec dilatation de
I’artére hépatique et des sinusoides. La présence d’un grand nombre de cellules apoptotiques a
été également notée, ainsi que I’apparition d’infiltrat leucocytaire (PNN) portal et péri portal

(Fig 25).
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Figure 25 : Coupe histologique du tissu Hépatique. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin
négatif intoxiqué au Chlorure de mercure HgCl, & 1.5mg/kg. Coloration H/E : hématoxyline/éosine
(X40). VCL : Veine Centro Lobulaire, S: Sinusoides, Hp : Hépatocytes, AHD : Artére hépatique
Dilaté, SD : Sinusoide Dilaté, CL : cellules leucocytaires (Poly-Nucléaire-Neutrophile), CA : Cellules
Apoptotiques.
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11.2.5.1.2. Aspect microscopique du tissu hépatique chez les groupes traités avec I’extrait
aqueux de pulpe de dattes a 150mg/kg (EPD1) et a 300mg/kg (EPD2)

L’histologie du tissu hépatique chez le groupe traité avec 1’extrait aqueux de pulpe de dattes a
150mg/kg (EPD1) a affichée des dommages modeérés avec présence de quelques cellules

apoptotiques et une légére infiltration leucocytaire portale.

Par ailleurs, le tissu hépatique du groupe traité avec 1’extrait aqueux de pulpe a 300mg/kg
(EPD2) a manifesté une architecture presque similaire a celle retrouvée chez le groupe sain
(T+). En effet, un tissu hépatique normal a été observé, sans aucun signe d’inflammation noté
(Fig 26).
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Figure 26 : Coupe histologique du tissu Hépatique. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin

négatif intoxiqué au Chlorure de mercure HgCl, a 1.5mg/kg, EPD1 et EPD2 : groupes traités avec
I’extrait aqueux de pulpe de dattes a 150 et 300mg/kg respectivement. Coloration H/E:
hématoxyline/éosine (X40). VCL : Veine Centro Lobulaire, CL : cellules leucocytaires (Poly-

Nucléaire-Neutrophile), CA : Cellules Apoptotiques.
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11.2.5.1.3. Aspect microscopique du tissu hépatique chez les Groupes traités avec
I’extrait aqueux de noyaux de dattes a 150mg/kg (END1) et a 300mg/kg (END2)

L’examen microscopique du foie a révélé chez le groupe traité avec 1’extrait aqueux de
noyaux de dattes a 150mg/kg (END1) et 300mg/kg (END2) des hépatocytes et des sinusoides
normaux, et un espace porte et une veine Centro lobulaire de forme physiologique. Les
cellules leucocytaires et apoptotiques n’ont pas été observées. Cet aspect observé est

pratiqguement similaire & celui manifesté chez le groupe témoin positif (T+) (Fig 27).
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Figure 27 : Coupe histologique du tissu Hépatique. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin

négatif intoxiqué au Chlorure de mercure HgCl, a 1.5mg/kg, END1 et END2 : groupes traités avec

I’extrait aqueux de noyaux de dattes a 150 et 300mg/kg respectivement. Coloration H/E:
hématoxyline/éosine (X40). VCL : Veine Centro Lobulaire
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11.2.5.1.4. Aspect microscopique du tissu hépatique chez les le groupe traité avec I’acide

ascorbique (STD)

Le groupe traité avec 1’acide ascorbique a 50mg/kg (STD) a révélé a I’histologie un aspect
pratiqguement proche de celui retrouvé chez le groupe témoin positif (T+). A I’exception d’une
Iégére infiltration leucocytaire portale (PNN), mais sans pour autant la présence de cellules

apoptotiques (Fig 28).

66



Résultats |

Figure 28 : Coupe histologique du tissu Hépatique. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin
négatif intoxiqué au Chlorure de mercure HgCl, & 1.5mg/kg, STD: groupe traité avec l’acide
ascorbique (Vit C) a 50 mg/kg respectivement. Coloration H/E : hématoxyline/éosine (X40).VCL :
Veine Centro Lobulaire, CL : cellules leucocytaires (Poly-Nucléaire-Neutrophile)
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11.2.5.2. Examen histologique du tissu rénal
11.2.5.2.1. Aspect microscopique du tissu rénal chez les rats témoins positif (T+) et

témoins négatif (T-)

L’histologie de tissu rénale chez le groupe témoin positif (T+) a présenté une architecture
tissulaire normale, avec une région corticale contenant des glomérules rénaux entourés par des

tubules proximaux et tubules distaux de taille et de forme physiologique.

Par contre, le profil microscopique du tissu rénal chez le groupe témoin négatif (T-) intoxiqué
avec le chlorure de mercure HgCl2 a 1.5mg/kg a démontré une rétraction des glomérules et un
épaississement de 1’espace de Bowman. Une dilatation des tubules proximaux et distaux a été

également observes (Fig 29).
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Figure 29 : Coupe histologique du tissu rénal. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin négatif intoxiqué
au Chlorure de mercure HgCl, a 1.5mg/kg. Coloration H/E : hématoxyline/éosine (X40). GRS : Glomérule
Rénale Sain, GRR : Glomérule Rénale Rétracté, TP : Tubule Proximale, TD : Tubule Distal, TPD : Tubule
Proximale Dilaté, TDD : Tubule Distal Dilaté, EB : Espece de Bowman.
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11.2.5.2.2. Aspect microscopique du tissu rénal chez les groupes traités avec I’extrait
aqueux de pulpe de dattes a 150mg/kg (EPD1) et & 300mg/kg (EPD2)

L’examen histologique du tissu rénal chez le groupe traité avec I’extrait aqueux de pulpe a
150 mg/kg (EPD1) a illustré une légere dilatation des tubules proximaux et distaux avec
I’observation modéré d’infiltration leucocytaire. Tandis que le groupe traité avec 1’extrait
aqueux de pulpe a 300mg/kg (EPD2) a révélé a I’histologie un aspect treés proche de celui

retrouvé chez le groupe témoin positif (T+) (Fig 30).
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Figure 30 : Coupe histologique du tissu rénal. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin négatif intoxiqué
au Chlorure de mercure HgCl, & 1.5mg/kg, EPD1 et EPD2 : groupes traités avec I’extrait aqueux de pulpe de

dattes & 150 et 300mg/kg respectivement. Coloration H/E: hématoxyline/éosine (X40). CL : Infiltrat

Leucocytaire
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11.2.5.2.3. Aspect microscopique du tissu rénal chez les Groupes traités avec I’extrait
aqueux de noyaux de dattes a 150mg/kg (END1) et & 300mg/kg (END2)

L’histologie de tissu rénale chez le groupe traité avec 1’extrait aqueux de noyau des dattes a
150 mg/kg (END1) et a 300 mg/kg (END2) nous indique une morphologie tissulaire proche
de I’état physiologique. L’absence de dilatation des tubules proximaux et distaux, sans aucune
observation d’infiltrat leucocytaire ont été largement constatés. Les deux groupes traités
(END1 et END1) ont révélé un aspect architectural trés proche de celui manifesté chez le
groupe témoin positif (T+) (Fig 31).
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Figure 31 : Coupe histologique du tissu rénal. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin négatif intoxiqué
au Chlorure de mercure HgCl,a 1.5mg/kg, END1 et END2 : Groupes traités avec 1’extrait aqueux de noyaux de
dattes & 150 et 300mg/kg respectivement. Coloration H/E: hématoxyline/éosine  (X40).
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11.2.5.2.4. Aspect microscopique du tissu rénal chez les le groupe traité avec I’acide

ascorbique (STD)

L’histologie du tissu rénal chez le groupe traité avec acide ascorbique a 50mg/kg (STD), n’a

pas présenté d’anomalie particuliére, a I’exception de 1égéres lésions au niveau de la cavité

glomérulaire (Fig 32).
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Figure 32 : Coupe histologique du tissu rénal. T+ : Groupe témoin positif, T- : groupe témoin négatif intoxiqué

au Chlorure de mercure HgCl, a 1.5mg/kg, STD : Groupe traité avec ’acide ascorbique  (Vit C) a 50mg/kg

respectivement. Coloration H/E : hématoxyline/éosine (X40).
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Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses maladies, pour cela plusieurs traitements
préventifs a base de plantes médicinales font I’objet d’investigation en cours, afin de
permettre de prévenir le processus oxydant et les complications qu’il engendre sans ’action

néfaste des effets secondaires.

Notre étude consiste a évaluer in vivo I’effet antioxydant des extraits aqueux de pulpe et de
noyaux du fruit dattier. Des analyses phytochimiques ont été réalisées afin de déterminer

essentiellement les composes phénoliques contenus dans les échantillons étudiés.

Une diversité de composes phytochimique a été révélé dans les extraits aqueux de pulpes et de
noyaux de dattes notamment ; les tanins, coumarines, flavonoides, terpénoides et alcaloides
avec des intensités différentes entre les deux extraits. La richesse en ces métabolites
secondaires prouve que le fruit dattier demeure potentiellement un élément intéressant dans le

domaine de la recherche en phytothérapie.

Les analyses phytochimiques qualitatives ont démontré les teneurs en phénols totaux,
flavonoides, tanins condensés et hydrolysables élevées dans I’extrait aqueux de noyaux de
dattes par rapport a I’extrait de pulpes. Cependant la teneur en phénols totaux enregistrée dans
I’extrait aqueux de noyaux était inférieur a celle indiquée par Khalid et al., (2017), qui ont
travaillé sur des extraits éthanoliques des dattes de la variété Ajwa, cette derniére était de
I’ordre de 31.547 mgEAG/. A propos des flavonoides, ces mémes travaux ont démontré des
concentrations nettement supérieures dans les extraits hydrocétoniques a 70% et 80% (18.974

mgEQ/qg, 29.562 mgEQ/g respectivement) par rapport a nos résultats.

Cependant, les études menées par Fagir et al., (2012), qui ont travaillés sur les extraits
méthanoliques de noyaux de dattes des variétés Dora, Dhakki et Karbalane d’origine
pakistanaise, ont révélés des valeurs en phénols totaux inférieures (Dora: 5.648+0.11
mgEAG/g, Dhaki: 4.866+0.115 mgEAG/g, Karbaline: 5.144+ 0.198 mgEAG/g)a celles
enregistrés dans notre extrait aqueux de noyaux de dattes. Par ailleurs, les résultats d’Al-Farsi
et al., (2005) ont démontré une teneur en phénols totaux nettement plus élevée atteignant

55.648+0.11 mgeAG/g dans 1’extrait méthanolique de la variété de Dora.

Les résultats de 1’aspect morphologique des reins ont noté des changements apparents tels que
froissure, gonflement, rétrécissement ou changement de coloration chez le groupe témoin
négatif (T-) intoxiqué par le HgCl, a 1.5 mg/kg. Tandis que les groupes traités avec les

extraits aqueux de pulpes et de noyaux de dattes ont manifestés une meilleure protection des
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tissus rénaux. L’impact du HgCl, sur le tissu rénal est constaté notamment dans 1’étude de
Gao et al., (2016) qui avait également travaillé sur le HgClI, pour provoquer une insuffisance
rénale et de les traiter avec les différents extraits métaboliques.

Concernant, 1’étude des paramétres biochimiques, les résultats de la fonction hépatique (TGO)
donnent des taux hautement significatifs chez le groupe témoin négatif (T-) intoxiqué.
Cependant, les groupes traités ont manifesté des valeurs de TGO inférieures au groupe témoin
négatif (T-). Ce qui est en accord avec les résultats d’El Arem et al., (2014), qui ont induis le
stress oxydatif par l'acide dichloroacétique et qui ont révélés que le traitement avec I’extrait
de dattes a réduit significativement (p <0,05) les taux d'enzymes sériques par rapport au
témoin intoxiqué. Aussi ces résultats sont similaires a ceux obtenus par khan et al., (2018)
montrant des taux de TGO inférieurs chez les groupes traités avec I’extrait de noyaux de

dattes de la variéte Ajwa.

A propos de la fonction rénale, notre étude a montré des valeurs hautement significatives de
I’'urée et la créatinine chez le groupe témoin négatif (T-) intoxiqué comparativement au
groupe témoin positif (T+). Tandis que les groupes traités avec les extraits aqueux de pulpe et
de noyaux de dattes ont noté des taux significativement réduit par rapport au groupe témoin
négatif (T-). Ces constatations ont été en accord avec celles indiquées par Afoke Iteire et
Emojevwe, (2019), qui ont travaillés sur le fruit dattier d’origine Nigérienne, et qui ont
constaté chez les groupes traités avec les extraits de dattes a 4 mg/kg et 8 mg/kg des valeurs
de I'urée et la créatinine significativement inférieures par rapport au témoin intoxiqué. Les
méme résultats concordent avec les travaux de Traynor et al ., (2006) et Abdelaziz et al.,
(2015) qui ont montré une réduction significative des taux de ’urée et créatinine sérique chez

les groupes traités avec les extraits de dattes comparativement au control négatif.

Concernant, 1’étude histologique de tissu hépatique, le groupe témoin montre une architecture
saine contrairement au groupe témoin intoxiqué par le HgCl, qui révéle un parenchyme
endommagé. Les résultats de ElI Arem et al., (2014) qui ont induis le stress oxydatif par
I'acide dichloroacétique, ont été pratiquement similaires a ceux constaté dans notre travail. En
effet, ils ont observé une congestion et inflammation membranaire de la veine centro-lobulaire
et dilatation des sinusoides hépatiques, les zones nécrotiques étaient particuliérement plus
fréquentes. Sharma et al., (2009) ; Kumar et al., (2005) ont mené des recherches qui sont
également en accord avec nos observations sur les altérations tissulaire du foie par 1’effets de

HgCL,. Cependant, les Iésions observees chez le groupe temoin négatif (T-) sont modérées
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par rapport aux observations rapportées par youcef necib et al., (2013), qui ont induit
I'népatotoxicité chez les rats avec le HgCl,. Leurs résultats ont révélés des modifications
caractérisées par une nécrose centro-lobulaire, dégranulation, destruction des cellules

membranaires, vacuolisation cytoplasmique.

A propos du groupe traité avec I’extrait aqueux de pulpe de dattes a 150mg/kg (EPDL1), les
Iésions du foie étaient modérées. Ces résultats concordent avec celle d’El Arem et al., (2014)
qui ont travaillé sur la variété Degla d’origine Tunisienne, ils ont remarqué que leur traitement
avec l’extrait aqueux des dattes a engendré une absence des cellules nécrotiques et une
amélioration de la morphologie histologique du foie. Alors qu’un rétrécissement des veines
porte et centrale a été observe. Cependant, le tissu hépatique du groupe traité avec 1’extrait
aqueux de pulpe a 300mg/kg (EPD2) et de noyau a 150mg/kg (END1) et 300mg/kg (END2) a
démontré une architecture histologique similaire que celle constatée chez le groupe témoin
positif (T+). Les résultats concordent avec ceux rapportés par EI Arem et al., (2014) qui ont
indiqué chez le groupe traité avec lI'extrait aqueux des dattes de variété deglat une
amélioration significative du tissus hépatique contre les effets toxiques de 1’acide
trichloracétique. Cela suggére que ’extrait a un effet hépatoprotecteur probablement en raison
de ses propriétés antioxydantes et antiradicalaires selon Ahmed et al., (2008) ; Al-Qarawi et
al., (2008) ; Saafietal., (2011).

Le tissu rénal quant a lui, a présenté a I’histologie des lésions glomérulaires trés accentuees
chez le groupe témoin négatif (T-) intoxiqué au HgCl, a 1.5mg/kg. Ces observations ont été
également constatées par 1’étude de wang et al., (2019), qui ont démontré des coupes
tissulaires rénales perturbées apres induction du stress oxydant par le Doxorubicin (DOX) a
10mg/kg. EI Arem et al., (2013) ont rapporté des résultats pratiquement similaires sur les
altérations au niveau des régions corticales et médullaires des reins provoquées par l'acide

dichloroacétique.

Les résultats obtenus de 1’examen microscopique chez le groupe traité avec 1’extrait aqueux
de pulpe des dattes a 150 mg/kg (EPD1) ont enregistrés quelques légéres manifestations de
réponse immunitaire. Cependant, chez les groupes traités avec 1’extrait aqueux de pulpe a
300mg/kg (EPD2) et de noyau a 150mg/kg (END1) et 300mg/kg (END?2), il a été constaté un
parenchyme rénal normal sans dommages. Ce qui en accord avec les résultats d’EI Arem et
al., (2013) qui ont stipulé qu’apres le traitement avec 1’extrait aqueux de fruit dattier, une

apparence normale du glomérule et des tubules rénaux a éte constatée. De plus, Wang et al.,

78



Discussion

(2019) ont affirmé que 1’extrait des dattes pulpe et noyau préserve le tissu rénal en raison de

son potentiel antioxydant.
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De nos jours, un grand intérét est porté sur 1’exploitation de plantes médicinales en
thérapeutiques contre différentes pathologies. Cette orientation est certainement due aux
substances bioactives que ces produits naturels contiennent et qui représentent des richesses

biologiques inestimables.

La contribution de notre étude est 1’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits aqueux de
pulpes et de noyaux de dattes. Etant donné ce produit naturel particulierement riche en

substances phytochimiques bioactifs.

Des analyses phytochimiques qualitatives et quantitatives ont été réalisées au début de notre
expérimentation. Les résultats du screening phytochimique ont révélé la présence des
terpénoides, saponosides, tannins, coumarines, flavonoides et les alcaloides dans les deux
extraits de pulpe (EAP) et de noyaux (EAN) de dattes avec des intensités différentes. Tandis
que les concentrations en phénols totaux, flavonoides, tanins condensés et tanins

hydrolysables ont été considérablement élevées dans I’extrait de noyaux de dattes (EAN).

Le protocole expérimental établi dans notre travail afin d’évaluer I’activité antioxydante des
extraits aqueux de pulpe et de noyaux de dattes était basé sur I’induction du stress oxydatif
par un agent toxique qui est le chlorure de mercure (HgCl,). La durée définie dans notre
expérimentation était de dix jours de traitement suivie de I’injection intrapéritonéale (IP) de
HgCI2 a 1.5 mg/kg. Aprés 24 heures les animaux d’expérimentation ont été sacrifiés et des
paramétres biochimique tels que les taux de TGO (Glutamate-Oxaloacetate-Transaminase),
TGP (Glutamate-Pyruvate Transaminase), urée et créatinine ont été mesurés, ainsi qu’une

étude histologique portée sur les tissus hépatique et rénal.

Au préalable, un test de toxicité a été réalisé pour les deux extraits étudiés a 150, 300 et
1000mg/kg chacun. Au bout des 14 jours d’observation aucun signe de toxicité ou de

mortalité n’a été enregistré. Cela suggére que nos extraits sont dépourvus d’effets toxiques.

Le taux de TGO enregistré chez le groupe témoin negatifs (T-) et tous les groupes traités ont
été significativement élevés comparativement au témoin positif (T+). Cependant cette
augmentation était plus modérée chez les groupes traités avec les extraits aqueux de pulpe a
150mg/kg (EPD1), 300mg/kg (EPD2) et de noyaux a 150mg/kg (END1), 300mg/kg (END2),
ainsi que le groupe traité avec I’acide ascorbique (Vit C) a 50mg/kg (STD) comparativement

au témoins negatif (T-).
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A propos du taux de TGP, il a affiché des valeurs significativement inférieures chez le groupe
témoin négatif (T-) par rapport au groupe témoin positif (T+). Alors que les groupes traités
avec les extraits de pulpe (EPD2), de noyaux (END1, END2) de I’acide ascorbique (STD) ont

révelés des taux proches du témoin positif (T+).

Les parametres rénaux (urée et créatinine) ont également démontres un déséquilibre révélant
des valeurs de ’urée significativement élevées chez le groupe témoin négatif intoxiqué (T-)
comparativement au témoin positif (T+). Tandis que, tous les groupes traités ont enregistrés
un taux d’urée significativement inférieur a celui retrouvé chez le groupe témoin négatif (T-)
et pratiguement similaire au groupe témoin positif (T+). Quant a la concentration de la
créatinine, elle était significativement supérieure chez le groupe témoin négatif (T-) et tous les
groupes traités comparativement au groupe témoin positif (T+). Toutefois cette élévation était
tres accentuée chez le témoin négatif (T-).

Les résultats de 1’étude histologique ont présenté chez le groupe témoin négatif intoxiqué (T-)
un parenchyme hépatique endommagé et une dilatation de I’artére hépatique et des
sinnusoides, ainsi qu’une présence de cellules apoptotiques en grand nombre, et une
apparition d’infiltrat leucocytaire portal et périportal. Ces Iésions ont été moins marquées chez
le groupe traité avec I’extrait de pulpe de dattes a 150mg/kg (EPD1) et I’acide ascorbique a
50mg/kg (STD). Par ailleurs, le tissu hépatique chez les groupes traités avec I’extrait de pulpe
a 300mg/kg (EPD2) et I’extrait de noyaux a 150mg/kg (END1) et 300 mg/kg (END2) a révélé
une structure architecturale pratiqguement similaire a celle retrouvée chez le groupe témoin

positif (T+), sans aucun signe d’inflammation ni de nécrose cellulaire.

Concernant le tissu rénal, il révele a I’histologie des lésions glomérulaires avec dilatation des
tubules proximaux et distaux chez le groupe témoin négatif (T-). Par contre, les lésions ont eté
minimisées chez les groupes traités avec 1’extrait de pulpe a 150mg/kg (EPD1) et 1’acide
ascorbique a 50mg/kg (STD), qui présentent de légers dommages et un infiltrat leucocytaire
réduit. Toutefois les groupes traités avec I’extrait de noyaux a 150mg/kg (END1) et 300mg/kg
(ENDZ2) ont démontre une structure du tissu rénal saine sans aucune infiltration leucocytaire
ou de lésions apparentes, ce profil s’avérés proches de celui constaté chez le groupe témoin
positif (T+).

Au terme de ce travail, les résultats obtenus indiquent la richesse en composés phénoliques
des extraits aqueux du fruit dattier « Phoenix Dactylifera L. » de la variété Deglet Nour avec

ses deux parties comestible et non comestible. Cette ressource serait proportionnellement liée
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a Pactivité antioxydante des extraits de pulpe et de noyaux de dattes, qui leur conférent des

effets hépatoprotecteur et néphroprotecteur.

Notre étude est considérée comme préliminaire, mais pourrait établir une éventuelle voie pour
de futures études visant a investiguer 1’usage thérapeutiques des extraits de dattes dans la
méme activité pharmaceutique ou d’autres. En effet, approfondir les recherches dont 1’objectif
serait d’évaluer I’effet protecteur d’autres organes tels que le cceur, les poumons et le cerveau.
11 serait intéressant également d’entreprendre des travaux sur les extraits aqueux de pulpes et
de noyaux de dattes menant a des études toxicologiques, pharmacocinétique et
pharmacodynamiques. L’exploration d’un traitement curatif a fin de comparer ses résultats
avec notre traitement préventif et d’évaluer ainsi I’efficacité thérapeutique. De plus, élaborer
d’autres voies d’administrations avec des voies parentérales dont I’objectif est d’augmenter la
biodisponibilité et donc I’efficacité du traitement. Enfin, compléter notre travail avec une
étude in vitro afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits de dattes en utilisant les tests
de DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle), FRAP (capacité antioxydante de réduction
ferrique). Ainsi que la détermination des composés phénoliques par chromatographie en phase
liquide haute performance (HPLC), qui sont probablement li¢s a 1’activité antioxydante de nos

extraits étudiés.
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Annexes 01 : Extraits aqueux de pulpe et de noyau

Figure I :1 : Extrait de pulpe / 2 : Extrait de noyau

Annexes02 : Résultats d’analyse qualitative des extraits aqueux de pulpe et de noyau

Figure 11 :1 : Résultats d’analyse qualitative d’extraits aqueux de pulpel 2) : Résultats d’analyse qualitative
d’extraits aqueux de noyau



Annexes

Annexes03 : Etapes de I’étude histologique

Figure 111 : Déshydratation / 2 : Imprégnation / 3 : Enrobage / 4 : Microtomie

5 : Réhydratation / 6 : Coloration / 7 : Déparaffinage / 8 : Montage
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Annexes04 : Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le poids du foie

Tableau 1 : Poids de foie chez les groupes témoins, les groupes traités (EPD1, EPD2, END1,
END2, STD).

T+ T- EPD1 EPD2 END1 END2 STD
Poid 9,396 7,348 6,822 7,256 8,44 7,73 7,236
S * * * * * * *
foie 1,7571 1,48064 0,94536 0,32238 10,7186 0,41448 0,65485
8 9 8 2 1 8 1

Tableau 2 : analyse des variables (test de Student) du Poids de foie par rapport au T+.

T-/T+ EPD1 /T+ EPD2/T+ END1/T+ END2/T+  STD/T+

P-value 0.081 0.020 0.028 0.293 0.073 0.033
(Bilatérale)

Tableau 3 : analyse des variables (test de Student) du Poids de foie par rapport au T-

T+/T- EPD1/T- EPD2/T- END1/T- END2/T- STD/T-

P-value 0.081 0.522 0.895 0.176 0.594 0.881
(Bilatérale)

Annexes05 : Effet de I’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le poids des reins

Tableau 4 : Poids des reins chez les groupes témoins, les groupes traités (EPD1, EPD2,
END1, END2, STD).

T+ T- EPD1 EPD2 END1 END2 STD
poids 1,48 1,308 1,32 1,444 1,445 1,448 1,396
des reins + + + + + + +

0,166733 | 0,209093  0,094868 | 0,196672 @ 0,207445 0,1747 | 0,15582
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Tableau 5: analyse des variables (test de Student) du Poids des reins par rapport au T+

T-/T+ EPD1/T+ EPD2/T+ END1/T+ END2/T+ STD/T+

P-value 0.188 0.099 0.763 0.435 0.775 0.434
(Bilatérale)

Tableau 6 : analyse des variables (test de Student) du Poids des reins par rapport au T-

T+ /T- EPD1/T- EPD2/T- END1/T- END2/T- STD/T-

P-value 0.188 0.910 0.320 0.212 0.284 0.472
(Bilatérale)

Annexes06 : : Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le taux de TGO

Tableau 7 : TGO chez les groupes témoins, les groupes traités (EPD1, EPD2, END1, END2,
STD).

T+ T- EPD1 EPD2 END1 END2 STD
TGO 113,2 225,25 194,5 209,5 170,25 206,6667 190,75
ul/L + + + + + + +

8,700575 | 22,92788  39,08005 | 10,35616 @ 10,40132 @ 6,416126 41,17873

Tableau 8 : analyse des variables (test de Student) du TGO par rapport au T+

T-/T+ EPD1 /T+ EPD2/T+ END1/T+ END2/T+  STD/T+

P-value 0.0001 0.002 0.0001 = 0.0001 = 0.0001 0.003
(Bilatérale)

Tableau 9 : analyse des variables (test de Student) du TGO par rapport au T-

T+ /T- EPD1/T- EPD2/T- END1/T- END2/T- STD/T-

P-value 0.0001 0.168 0.199 0.001 0.119 0.050
(Bilaterale)
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AnnexesO7 : Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le taux de TGP

Tableau 10 : TGP chez les groupes témoins, les groupes traités (EPD1, EPD2, END1,
END2, STD).

T+ T- EPD1 EPD2 ENDI1 END?2 STD
TGP 71,2 53,75 55,6 63,6 61 61,5 67,2
ui/ =+ * * * * * *
L 6,05805 13,4047 4,33589 6,985 10,8397 7,82623 13,2174
2 6 7 7 4 8 1

Tableau 11 : analyse des variables (test de Student) du TGP par rapport au T+

T-/T+ EPD1 /T+ EPD2/T+ END1/T+ END2/T+  STD/T+

P-value 0.029 0.002 0.103 0.104 0.060 0.556
(Bilatérale)

Tableau 12 : analyse des variables (test de Student) du TGP par rapport au T-

T+/T- EPD1/T- EPD2/T- END1/T- END2/T- STD/T-

P-value 0.029 0.777 0.183 0.375 0.297 0.149
(Bilatérale)

Annexes08 : Effet de I’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le taux d’urée

Tableau 13 : Urée chez les groupes témoins, les groupes traités (EPD1, EPD2, END1, END2,
STD).

T+ T- EPD1 EPD2 END1 END2 STD
Uré 50,5 122 34,5 53 44,3333 70 63,5
e * * * * 3 * *
Ul/ 7,08872 2,73861 5,67890 13,5462 =+ 3,93700 36,314
L 3 3 8 2 5,88784 4 6

1
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Tableau 14 : analyse des variables (test de Student) d’Urée par rapport au T+

T-/T+ EPD1 /T+ EPD2/T+ END1/T+ END2/T+  STD/T+

P-value 0.0001 0.004 0.724 0.173 0.001 0.455
(Bilatérale)

Tableau 15 : analyse des variables (test de Student) d’Urée par rapport au T-

T+ /T- EPD1/T- EPD2/T- END1/T- END2/T- STD/T-

P-value 0.0001 = 0.0001  0.0001 = 0.0001  0.0001 0.001
(Bilatérale)

Annexes09 : : Effet de ’extrait aqueux de noyaux de dattes sur le taux de créatinine

Tableau 16 : Creatinine chez les groupes témoins, les groupes traités (EPD1, EPD2, END1,
END2, STD).

T+ T- EPD1 EPD2 END1 END2 STD
Créatinine 5,785 20,53667 6,44 8,118 7,483333 10,675 8,11
ul/L + + + + + + +

0,41506 | 3,458459 0,75442 @ 2,069582 @ 1,547843 | 1,545028 1,452911

Tableau 17 : analyse des variables (test de Student) Créatinine par rapport au T+

T-/T+ EPD1 /T+ EPD2/T+ END1/T+ END2/T+  STD/T+

P-value 0.0001 0.127 0.039 0.045 0.000 0.009
(Bilatérale)

Tableau 18 : analyse des variables (test de Student) du Créatinine par rapport au T-

T+/T- EPD1/T- EPD2/T- END1/T- END2/T- STD/T-

P-value 0.0001 = 0.0001 0.000 0.0001 0.000 0.0001
(Bilaterale)
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