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Introduction

Depuis les civilisations les plus anciennes, les plantes ont joué un role fondamental dans la
survie et le bien-étre de ’humanité. Elles constituent une source inestimable de nutriments, de
molécules bioactives et de remédes naturels contre diverses affections (Sasidharan et al., 2011).
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé, prés de 80 % de la population mondiale dépend encore
de la médecine traditionnelle a base de plantes pour ses soins de santé primaires (OMS, 2023).
Cette dépendance témoigne non seulement de leur efficacité empirique, mais également du

potentiel thérapeutique, encore largement inexploré, qu’elles renferment.

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une espéce fruitiere cultivée depuis des
millénaires dans les régions arides et semi-arides, notamment au Moyen-Orient et en Afrique du
Nord. Il appartient a la famille des Arecaceae et se distingue par sa remarquable capacité
d’adaptation aux conditions climatiques extrémes, tout en produisant un fruit hautement nutritif ;
la datte. Ce fruit constitue une source énergétique importante, riche en glucides, fibres alimentaires,
minéraux, vitamines et composés bioactifs. Il présente également des propriétés fonctionnelles et
médicinales qui suscitent un intérét croissant dans la recherche scientifique (Al-Farsi et al.,2008 ;
Baliga et al.,2011).

Parmi les nombreuses variétés de dattes, la variété "Ajwa", originaire principalement de Médine,
en Arabie Saoudite, est particulierement réputée pour ses valeurs nutritionnelles et ses vertus
thérapeutiques. Elle est souvent mentionnée dans la littérature islamique pour ses effets protecteurs

contre diverses affections. (Ali et al., 2020).

Phoenix dactylifera "Ajwa" se distingue par sa richesse en sucres simples (glucose, fructose),
fibres alimentaires, minéraux essentiels (potassium, magnésium, fer) ainsi qu’en composés
bioactifs tels que les phénols, les flavonoides et les antioxydants naturels. Ces constituants sont a
I’origine de ses nombreuses propriétés biologiques, notamment anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, antioxydantes et potentiellement anticancéreuses (Vayalil, 2012 ; Rahmani et
al., 2014). De telles caractéristiques suscitent un intérét croissant dans les domaines de la
pharmacologie et de I’industrie agroalimentaire, en vue du développement de produits naturels a

visée thérapeutique ou fonctionnelle.
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Les noyaux de dattes Ajwa présentent une valeur nutritive supérieure a celle de la chair. Ils
constituent une source remarquable de fibres alimentaires totales, solubles et insolubles, ainsi que
de sucres, de lipides et minéraux, notamment le fer. lls sont également particulierement riches en
composés phénoliques et en flavonoides, ce qui leur confere des propriétés antioxydantes et
antiradicalaires significatives. Ces propriétés permettent de protéger 1’organisme contre les
dommages induits par le stress oxydatif et contribuent a la prévention de 1’hépatotoxicité ainsi que
de certains cancers humains (Habib et al., 2014 ; Assirey, 2015 ; Boussena, 2016 ; Khalid et al.,
2016 ; Djaoudene et al., 2019).

Cette variété suscite un intérét croissant en raison de ses effets protecteurs contre le stress
oxydatif, un phénomeéne biologique résultant d’un déséquilibre entre la production d’espéces
réactives de 1’oxygeéne (ROS) et les mécanismes de défense antioxydants de 1’organisme. Ce
déséquilibre engendre des dommages cellulaires affectant les lipides, les protéines, les glucides
ainsi que I’ADN, et il est impliqué dans le développement de nombreuses pathologies chroniques,
telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabéte ou encore les affections
neurodégénératives (Valko et al., 2007 ; Lobo et al., 2010). Dans ce contexte, 1’intérét pour les
antioxydants naturels d’origine végétale s’est considérablement accru, en particulier pour ceux
présents dans les dattes Ajwa, qui ont démontré une capacité remarquable a neutraliser les radicaux

libres et a limiter les dommages oxydatifs (Al-Farsi et al., 2005 ; Vayalil, 2012).

Parallelement, les infections bactériennes, causées par divers micro-organismes pathogenes,
figurent parmi les maladies les plus graves et les plus répandues a I’échelle mondiale. Bien que de
nombreux antibiotiques aient été développés pour les traiter, leur usage excessif et inapproprié a
favorisé I’émergence de bactéries multirésistantes. Un antibiotique est une substance d’origine
naturelle (produite par des bactéries ou des champignons) ou synthétique, capable d’inhiber la
croissance ou de détruire les micro-organismes (Yala et al., 2001). De ce fait, la prise en charge
des infections bactériennes devient de plus en plus complexe, posant un défi majeur en santé

publique mondiale.

Face a cette problématique, la recherche s’oriente vers des alternatives antimicrobiennes
d’origine naturelle. De nombreux extraits végétaux ont montré une capacité a inhiber la croissance

de micro-organismes pathogénes, grace a la présence de composés bioactifs tels que les
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polyphénols, les flavonoides et les tanins, qui agissent notamment en perturbant les membranes

cellulaires ou en inhibant certaines enzymes (Cowan, 1999).

Des études ont notamment mis en évidence I’efficacité des extraits de dattes, en particulier ceux
de la variété Ajwa, contre des bactéries telles que Escherichia coli, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa, suggérant leur potentiel en tant qu’agents thérapeutiques ou
conservateurs naturels (Al-Zoreky, 2009 ; Rahmani et al., 2014). Ces observations renforcent
I’hypothése selon laquelle Phoenix dactylifera "Ajwa" pourrait jouer un réle prometteur dans la
lutte contre le stress oxydatif et les infections bactériennes.

Le présent travail s’intéresse a 1’étude des propriétés physico-chimiques et phytochimiques,
ainsi qu’a I’évaluation des activités antioxydante et antibactérienne de I’extrait méthanolique des
noyaux des dattes Ajwa. La premiére partie de ce mémoire constitue une introduction, qui présente
une synthese bibliographique portant sur Phoenix dactylifera "Ajwa", le stress oxydatif et les

infections bactériennes. La seconde partie, expérimentale, est répartie en deux chapitres.
Le premier chapitre décrit le matériel utilisé et les méthodes mises en ceuvre, a savoir :

e L’¢étude physico-chimique des noyaux des dattes "Ajwa" (taux d’humidité résiduelle, teneur
en cendres) ;

e [’analyse phytochimique de 1’extrait méthanolique (teneurs en polyphénols totaux et en
flavonoides) ;

e [’¢évaluation des propriétés antioxydantes in vitro, a travers le test de piégeage du radical
DPPH, le test de pouvoir ferrique, ainsi que la mesure de la capacité antioxydante totale ;

e [’évaluation des propriétés antibactériennes, par la méthode des puits de diffusion sur

gélose.

Le deuxiéme chapitre présente 1’ensemble des résultats obtenus, accompagnés de leur analyse
et discussion. Enfin, ce travail est conclu par une synthese générale des observations et par des

perspectives pour des recherches futures.
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1 Matériel
1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette etude est constitué de noyaux de dattes de la variété Ajwa
(Phoenix dactylifera L.), collectés dans la région d’Al-Madinah, en Arabie Saoudite. L’échantillon
a été acquis le 23 novembre 2024 auprés d’un producteur local spécialisé dans la culture
traditionnelle de cette variété. Les fruits sélectionnés étaient a un stade de maturité avancé (tamr),
présentaient une couleur noire uniforme, ne montraient aucun signe de détérioration, et ont éeté
conservés a température ambiante dans des emballages hermétiques jusqu’a leur utilisation en

laboratoire.

1.1.1 Classification taxonomique de Phoenix dactylifera L. "Ajwa "

Le palmier dattier est scientifiguement nommé Phoenix dactylifera L. ; le nom Phoenix dérive
du terme utilisé par les Phéniciens pour désigner le dattier, tandis que dactylifera vient du grec
dactylos, signifiant « doigt », en référence a la forme caractéristique du fruit (figure 1) (Djerbi,

1994). La classification taxonomique du palmier dattier, selon Munier (1973) est comme suit :
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Monocotylédones

Famille : Arecaceae
Sous-famille : Coryphoideae

Genre : Phoenix

Espece :Phoenix dactylifera L.
Figurel.PIir ttleeix dactllfér.‘)

https://nadaty.com/blog/detail/les-palmeraies-darabie.html
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1.1.2 Description botanique du palmier dattier

Le palmier dattier (P. dactylifera L.) présente un systéme racinaire fasciculé, composé de racines
respiratoires, nutritives et profondes pouvant atteindre 20 m. Le stipe, de diamétre variable, est
formé de vaisseaux dispersés dans un parenchyme fibreux. Les feuilles pennées, appelées palmes
ou djerids, sont insérées en hélice via une gaine pétiolaire (cornaf). Espéce dioique, la
différenciation florale débute précocement et la floraison permettant 1’identification du sexe
intervient vers 6 a 8 ans (Daher, 2010 ; Aberlenc-Bertossi, 2012).

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie contenant un noyau unique entouré de pulpe. De
forme variable, elle possede une chair comestible composée de trois couches : péricarpe, mésocarpe
et endocarpe (figure 2) (Ait Hamouda, 2013).

Mésocarpe
Graine ou novau
Endocarpe
/f = -.__._.. Périanthe
Epicarpe (peau) \\
Coupe d une datte
Sillon Tégument
k% Albumen
o

Embrvon

Noyvau de profile et de dos Coupe du noyvau

Figure 2. Morphologie du fruit et de la graine du dattier (Munier,1973)

1.1.3 Ajwa

Les dattes Ajwa sont des fruits doux et secs, cultives exclusivement dans la région d'Al Madinah
Al Munawarah, a I'ouest de I’ Arabie Saoudite. Elles ont une forme ovale allongée, avec une taille
variante entre 2 et 3 cm. Leur couleur est rouge foncé au stade rutab et puis devient brun foncé et
ridée au stade tamar (figure 3) (Khalid et al., 2017)



Matériel et Méthodes

Figure 3. Photographie des dattes de la variété ajwa (original).

1.2 Souches bactériennes utilisées

Cinq souches bactériennes de référence ont été utilisées pour évaluer I’activité antimicrobienne de

I’extrait testé :

Escherichia coli : est une bactérie Gram-négative que 1’on trouve naturellement dans le tube
digestif de 1’étre humain, ou elle joue souvent un rdole bénéfique. Cependant, certaines souches
peuvent devenir pathogénes et étre a I’origine d’infections intestinales ou urinaires, selon leur profil

génétique (Tenaillon et al., 2010).

Bacillus cereus : Bacillus est un genre de bactéries en forme de batonnets, Gram-positives,
capables de former des endospores tres résistantes. Certaines especes, comme Bacillus cereus,

peuvent provoquer des infections alimentaires ou opportunistes chez I’humain (Bottone, 2010).

Staphylococcus aureus : Staphylococcus est un genre de bactéries en forme de cocci, Gram-
positives, souvent présentes sur la peau et les muqueuses. Certaines espéces, comme
Staphylococcus aureus, peuvent devenir pathogenes et causer des infections variées allant des
simples abcés cutanés a des pathologies plus graves comme des pneumonies ou des septicémies
(Tong et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa : Les bactéries du genre Pseudomonas sont Gram-négatives et

largement présentes dans 1’environnement. Parmi elles, Pseudomonas aeruginosa est bien connue
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pour ses capacités d’adaptation et sa résistance aux antibiotiques. Cette espéce opportuniste peut
provoquer des infections séveres, notamment chez les patients immunodéprimes ou hospitalisés
(Moradali et al., 2017).

Les souches ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de I’Univers, Universitét Mohammed El Bachir El
Ibrahimi de Bordj Bou Arrérid;. Elles ont été conservées a 4 °C sur gélose nutritive inclinée jusqu’a
leur utilisation. Avant chaque essai, une réactivation a été effectuée dans un bouillon nutritif, suivie

d’une incubation a 37 °C pendant 24 heures.
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2 Meéthodes
L’ensemble des expériences a été mené dans les laboratoires de biochimie et de microbiologie

de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre et de 1’Univers a
I’Université Mohammed Elbachir Elibrahimi-Bordj Bou Arreérid].

2.1 Préparation de la poudre végetale

Apres leur acquisition, les noyaux de dattes Ajwa ont été soigneusement débarrassés de la pulpe
résiduelle, puis soumis a un séchage a I'air libre pendant 15 jours, dans des conditions controlées
(a I’abri de la lumiére directe et de I’humidité) afin de prévenir toute altération physico-chimique.
Une fois totalement déshydratés, les noyaux ont été broyés a I’aide d’un broyeur électrique de type
PROMANN ELECTRO, jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene de granulométrie fine. La
poudre obtenue a été conservée dans des flacons en polyéthyléne hermétiquement scellés, a

température ambiante, dans un environnement sombre et sec, en vue de son utilisation ultérieure

pour les analyses physico-chimiques et biologiques (figure4, 5).

Figure 4. Séchage des noyaux des dattes ajwa Figure 5. Poudre des noyaux de dattes de la varité ajwa

2.2 Analyse physico-chimique
2.2.1 Détermination du taux d’humidité résiduelle

La détermination de la teneur en matiere séche d’un produit nécessite I’élimination complete de
I’eau qu’il contient, qu’ils soient naturellement présents ou résultant de la dégradation thermique

de substances sensibles (Fatianoff et Gouet,1969).

L’humidité résiduelle de la poudre a été évaluée selon la méthode de séchage a 1’étuve, décrite

par O’Kelly (2004). Environ un gramme de poudre a été placé dans un creuset préalablement pesé,
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puis introduit dans une étuve Memmert a 105 °C pendant 24 heures. Aprés refroidissement dans
un dessiccateur contenant un agent déshydratant, le creuset a été de nouveau pesé. Le taux

d’humidité a été calculé selon la formule suivante:

Humidité (%) = (M-MY M) x100

M : masse de 1’échantillon avant séchage
M" : masse de 1’échantillon apres séchage, calculée en
faisant la différence entre la masse du creuset avec

I’échantillon et celle du creuset vide

2.2.2 Détermination du taux de cendres

La teneur en cendres de la poudre des noyaux a été déterminée par minéralisation a sec, selon
la méthode décrite par Ekissi et al. (2020). Pour cela, un gramme de poudre a été placé dans un
creuset en porcelaine préalablement pese, puis introduit dans un four a moufle de type Memmert,
chauffé & 550 °C pendant 6 heures. A la fin de ’incinération, le creuset contenant les cendres
blanches représentant exclusivement la fraction minérale de 1’échantillon a été retiré du four,

refroidi dans un dessiccateur, puis pese.

Le taux de cendres a ensuite été calculé selon 1’équation suivante :

Taux de cendres (%) = (M-M’/E) x100

M : masse finale (creuset + cendres)
M’ : masse du creuset vide

E : masse de I’échantillon utilisé
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2.3 Analyse phytochimique quantitative
2.3.1 Préparation de I’extrait brut

La maceération consiste a immerger la matiére végétale broyée dans un melange hydro-
alcoolique afin d’en extraire les composés bioactifs, notamment les composés phénoliques (Hamia
etal., 2014).

L’extrait hydrométhanolique des noyaux de phoenix dactylifera a été préparé par macération
selon la méthode décrite par Sultana et al. (2009), avec quelques adaptations. Cing grammes de
poudre ont été macérés dans 75 ml d’un mélange méthanol/eau distillée (70/30 %, v/v) pendant 1
heure 30 minutes, a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Aprés filtration, 1’extrait obtenu
a été concentré par évaporation a 40 °C dans une étuve (figure 6).

Le rendement d’extraction a été calculé en pourcentage a partir du rapport entre la masse
d’extrait sec obtenue aprés évaporation et la masse initiale de matiere végetale seche, selon la

formule suivante :

R (%) = (Mext / Méch) x 100

Ou:

R : rendement d’extraction en pourcentage (%)
Mext : masse de 1’extrait obtenu apres évaporation
du solvant (en grammes)

Méch : masse séche de 1I’échantillon végétal (en

10
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5g de matériel végétal (noyau) + 75ml de solvant hydrométhanolique (70%)

|

Agitation a I’obscurité

(1h 30 min)

Filtration

Filtrat Gateau
 —— L
by L ]

4

2 éme macération dans les
mémes conditions

!

Filtration

Mélange des deux filtrats |~ Filtrat }A Débris

Séchage dans 1'é¢tuve a une

température de 40°C.

Figure 6. Schéma du protocole d’extraction
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2.3.2 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont des composes issus du métabolisme secondaire des plantes et représentent
le groupe de métabolites le plus vaste et le plus répandu dans le régne végétal. Plus de 8000
structures phénoliques ont éte identifiées (Martin et Andriantsitohaina, 2002). Ces composés se
caractérisent par la présence d’au moins un noyau phénolique (cycle aromatique a six carbones)
portant un ou plusieurs groupes hydroxyles (—-OH), libres ou engagés dans des liaisons de type

éther, ester ou hétéroside (Balasundram et al., 2006).

Principe

La teneur en composés phénoliques des noyaux de phoenix dactylifera. "Ajwa” a été évaluée
selon la méthode de Folin-Ciocalteu, décrite par Singleton et Rossi (1965), avec quelques
modifications. Le réactif utilisé est un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW;,040) et d’acide
phosphomolybdique (HzPMo4,0,40), de couleur initialement jaune. Le principe repose sur
I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif, ce qui provoque la formation d’un complexe
coloré bleu, constitué d’oxydes de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de cette coloration est

directement liée a la concentration en polyphénols présents dans I’extrait végétal.

Mode opératoire

Un volume de 200 pl de I’extrait ont ét¢ mélangé a 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu
préalablement dilué au dixieme. Ensuite, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (Na,CO3)
a7,5 % ont été ajoutés au mélange. Apres une incubation de 30 minutes a 1’obscurité, 1’absorbance
a été mesurée a une longueur d’onde de 765 nm.

La concentration en polyphénols totaux a été determinée a partir d’une droite de régression
¢tablie avec une gamme étalon d’acide gallique (annexe 1). Les résultats sont exprimes en

milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

12
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2.3.3 Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent une sous-classe majeure des composes phénoliques naturels. Ces
composés sont présents dans presque tous les organes végétaux, ou ils jouent notamment un réle
pigmentaire. (Di Carlo et al., 1999).

Sur le plan chimique, les flavonoides possedent une structure de base appelée benzo-y-pyrone,
composée de deux cycles benzéniques (A et B) reliés par une chaine de trois atomes de carbone

formant un troisiéme cycle oxygéne, appelé cycle C (figure7) (Karabin et al., 2015).
O
C

Figure 7. Structure chimique de base des flavonoides (Thomas, 2016).

Principe
La quantification des flavonoides totaux a été réalisee selon la méthode au trichlorure
d’aluminium (AICl3), décrite par Jain et al. (2011). Elle repose sur la capacité des flavonoides a

former des complexes stables avec les ions Al3*, conférant une coloration jaunatre a la solution.

Mode opératoire

Un volume de 1 ml d’extrait ou de standard (préparée dans le méthanol) est mélangé avec 1 ml
de solution de trichlorure d’aluminium (AICl; a 2 %, également dans le méthanol). Apres
incubation pendant une heure a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 430 nm.
La concentration en flavonoides est déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec la
quercétine (annexe 2) et les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par

milligramme d’extrait sec (mg EQ/g ES).

13
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2.4 Evaluation de I’activité antioxydante in-vitro

Dans cette étude, 1’activité antioxydante in vitro de 1’extrait hydrométhanolique des noyaux de
Phoenix dactylifera a été évaluée a ’aide de différentes méthodes chimiques, incluant la mesure
de la capacité antioxydante totale (CAT), le test de piégeage du radical libre DPPHe- et le test du

pouvoir réducteur.

2.4.1 Capacité antioxydante totale (CAT)

Principe

La méthode utilisée est celle du phosphomolybdéne, décrite par Prieto et al. (1999). Elle repose
sur la réduction des ions molybdate Mo(VI) en Mo(V) par les antioxydants présents dans 1’extrait.
Cette réaction conduit a la formation d’un complexe vert avec le phosphate, dont 1’intensité

colorimétrique est proportionnelle a la capacité antioxydante de I’échantillon.
Mode opératoire

Un volume de 0,3 ml d’extrait dilué a été mélangé a 3 ml d’une solution réactive composée
d’acide sulfurique (0,6 M), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4
mM). Le mélange a été incubé dans des tubes hermétiques au bain-marie a 95 °C pendant 90
minutes. Apres refroidissement a température ambiante, 1’absorbance a été mesurée & 695 nm. Un

témoin blanc a été préparé avec 0,3 ml de méthanol a la place de I’extrait.

Une courbe d’étalonnage a été établie avec 1’acide ascorbique comme standard (annexe 3).
Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide ascorbique par gramme d’extrait
sec (mg EAA/g ES).

14
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2.4.2 Piégeage du radical DPPH

Principe

La capacité antiradicalaire a été évaluée selon la méthode de Blois (1958), utilisant le radical
libre stable DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Les antioxydants présents dans 1’extrait
réduisent le DPPHe, entrainant une décoloration progressive de la solution (du violet au jaune),

mesurable par spectrophotomeétrie (figure 8) (Habibou et al., 2019).

O:N O:N
|i|
N—N-: NO, | + AOX — (—N NO, + AOX
()ZN ()3\J
DPPH radical (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) DPPH

intense purple color

Figure 8. Réaction de réduction du radical DPPHe (Becker et a/., 2019).

Mode opératoire

Une solution de DPPHe a été préparée dans 20 ml de méthanol absolu et ajustée a une
absorbance initiale de 0,98 + 0,02 a 517 nm. Ensuite, 400 pl d’extrait, a différentes concentrations,
ont été mélangés a 1,6 ml de la solution de DPPHe. Le mélange a été incubé dans 1’obscurité a
température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance a été mesurée & 517 nm. La vitamine C a

été utilisée comme standard de référence.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe a été calculé a I’aide de la formule suivante :

Ac — Ae
% de lUactivité scavenger du radical DPPH e = TR X 100

Ac : Absorbance du contrdle.

Ae : Absorbance d’échantillon.
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2.4.3 Pouvoir réducteur

Principe

Le test pouvoir réducteur évalue la capacité des antioxydants a réduire les ions ferriques Fe3*
du complexe ferricyanure (Ks;Fe(CN)g) en ions ferreux Fe2* (Oyaizu, 1986). Cette réduction
conduit a la formation d’un complexe coloré dont I’intensité, mesurée a 700 nm, est proportionnelle

au pouvoir réducteur de 1’échantillon.
Mode opératoire

Un volume de 200 pl d’extrait a différentes concentrations a ét¢ mélangé a 500 ul de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de solution de ferricyanure de potassium (1 %).
Le mélange a été incubé a 50 °C pendant 20 minutes, puis 2,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA
a 10 %) ont été ajoutés.
Apres centrifugation, 500 pl de la phase surnageante ont été prélevés, dilués avec 2,5 ml d’eau
distillée et mélangés a 05 ml de chlorure ferrigue (FeClz; a 0,1 %).
L absorbance a été mesurée a 700 nm. Un blanc a été préparé en remplagant 1’extrait par le solvant.
L’acide ascorbique a été utilisé comme standard de référence (annexe 4). L’activité antioxydante,

exprimée a travers le pouvoir réducteur.

2.5 Evaluation de Pactivité antibactérienne

Principe

La méthode de diffusion en puits sur gélose est une technique classique couramment utilisée
pour évaluer I’activité antimicrobienne de substances naturelles. Elle consiste a déposer I’extrait a
tester dans un petit puits creusé dans une gélose préalablement ensemencée avec la souche
microbienne cible. Si I’extrait posseéde une activité antimicrobienne, il diffuse dans le milieu et
inhibe la croissance des micro-organismes autour du puits, formant ainsi une zone d’inhibition
claire dont la taille refléte 1’efficacité de 1’extrait (Valgas et al., 2007 ; Balouiri et al., 2016).
Mode opératoire

L’activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique des noyaux de Phoenix dactylifera. "Ajwa"
a été évaluée selon la méthode des puits par diffusion sur gelose nutritive (GN). Quatre souches
bactériennes de référence ont été utilisées : Bacillus cereus ATCC 6633, Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La
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viabilité des souches a d’abord été vérifiée par incubation sur GN a 37 °C pendant 18 a 24 heures.
Une colonie isolée de chagque souche a été prélevée et suspendue dans de 1I’cau physiologique
stérile, jusqu’a obtention d’une suspension ajustée a une absorbance comprise entre 0,08 et 0,1 a
625 nm, équivalente a environ 108 UFC/ml, selon la norme de 0,5 McFarland.

L’ensemencement des boites de GN a été réalisé par écouvillonnage stérile, répartissant
uniformément la suspension bactérienne sur toute la surface du milieu. Des puits de 6 mm de
diameétre ont été effectués a 1’aide d’une pipette de Pasteur stérile, chaque puit a été rempli avec 50
pl de I’extrait méthanolique, a des concentrations décroissantes : 128, 64, 32, 16 et 8 mg/ml, en
utilisant le diméthylformamide (DMF) comme solvant. Les boites ont été placées 4 °C pendant 2
heures afin de favoriser la diffusion de I’extrait dans la gélose, puis incubées a 37 °C pendant 24
heures. Les diamétres des zones d’inhibition ont été mesurées en millimétres a 1’aide d’une regle
graduée pour estimer 1’efficacité antimicrobienne de I’extrait. Cette méthode est reconnue comme
un outil fiable pour le criblage initial d’agents antimicrobiens d’origine naturelle.

Analyse statistique des resultats

Les résultats sont présentés en moyenne + erreur standard (SE). Les analyses statistiques ont été
réalisées a 1’aide du logiciel SPSS (version 19). Les comparaisons statistiques ont été effectuées a
I’aide du test T de Student. Les graphiques ont été réalisés a 1’aide du logiciel Excel (version 2017).
Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives pour des valeurs de p <
0.05
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1  Analyse physico-chimique
1.1 Taux d’humidité

L’humidité est un facteur critique dans I’évaluation de la qualité et de la stabilité des produits
végétaux secs. Dans cette étude, la teneur en humidité, mesurée a 2 % est particulierement faible
(figure 9), ce qui réduit le risque de developpement microbien. Cette valeur est conforme aux
résultats rapportes par Habib et Ibrahim (2009) pour des noyaux de dattes bien séchés, dont
I’humidité varie entre 1,5% et 2,2 %, et s’inscrit dans la norme internationale fixant un seuil
maximal de 12 % pour ce type de produits, ce qui garantit une bonne stabilité et une conservation
prolongée (FAO, 1995). Cette faible teneur en eau s’explique également par la nature du matériel

analysé, a savoir des noyaux durs, peu susceptibles de retenir I’humidité.

TAUX D’HUMIDITE

humidite
2%

matiére
seche
98%

Figure 9. Taux d’humidité résiduelle des noyaux de phonenix dactylifera

Par ailleurs, le taux d’humidité d’une poudre végétale dépend de divers facteurs, notamment de
la nature, la partie de la plante, des conditions de récolte et de conservation, ainsi que de

I’environnement de stockage (Brossa et al., 2015).
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1.2 Détermination du taux de cendre

Dans la présente étude, la teneur en cendres, représentant la fraction minérale totale résiduelle

apres incinération de la matiére organique, a été de 1 % (figure 10).

TAUX DE CENDRE

cendre
1%

matiére seche
99%

Figure 10. Taux de cendre des noyaux de phonenix dactylifera

Cette valeur s’inscrit dans I’intervalle des teneurs en cendres rapportées dans la littérature

scientifique pour les noyaux de diverses variétés de dattes.

La teneur en cendre peut étre attribuée a des différences dans les conditions de culture, de récolte
et ainsi que de traitement post-récolte. La valeur obtenue dans cette étude suggére une composition

minérale équilibrée, caractéristique des noyaux de dattes bien séchés et correctement conservés.

2  Etude phytochimique

2.1 Rendement d’extraction

L’extraction par macération des noyaux broyés de Phoenix dactylifera dans du méthanol a 70 %

a permis d’obtenir un résidu brut de couleur brun brillant, a 1’aspect cristallin (figure 11, tableau

).
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Figure 11. Extraits bruts des noyaux de phoenix dactylifera

Le rendement d’extraction obtenu a partir des noyaux de dattes Ajwa s’¢leve a 10,8 %, une
valeur jugée satisfaisante au regard des résultats publiés. En effet, ce rendement dépasse ceux
rapportés par Mathew et al. (2014), estimés entre 6 et 9 %. Cette performance peut étre attribuée
a la richesse des noyaux d’Ajwa en composés solubles, ainsi qu’a I’optimisation des conditions
d’extraction. Malgré sa simplicité, la macération s’avere étre une méthode d’extraction efficace,

en particulier pour préserver les composés thermosensibles, comme 1’ont montré Sultana et al.
(2009).

Tableau | : Rendement, aspect et couleur d’extrait des noyaux de phoenix dactylifera

Résidu Quantité  Rendement Aspect Couleur
Extrait brut de noyau 50 10,8 % Brillant avec un Brun
Phoenix dactylifera aspect cristallin.

II convient de souligner que le rendement d’extraction peut varier en fonction de plusieurs
facteurs, notamment la méthode employeée, les caractéristiques génétiques de la plante, son origine
géographique, ainsi que les conditions de récolte, de sechage et de stockage de la matiere végétale
(Falleh et al., 2008 ; Tamert et al., 2017).
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2.2 Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides

La teneur totale en polyphénols et en flavonoides de I’extrait de Phoenix dactylifera. "Ajwa" a
été quantifiée selon des méthodes colorimétriques standards, Les résultats obtenus sont présentés

dans le tableau suivant.

Tableau Il : Teneur en polyphénols et en flavonoides de I’extrait Phoenix dactylifera " Ajwa"

Molécule bioactive Méthode Teneur

Polyphénols Singleton et Rossi (1965) 762+ 9.8

(mg EAG/g ES)
Flavonoides Jain et al. (2011) 32+ 11.3

(mg EQ/g ES)

L’analyse phytochimique de 1’extrait des noyaux de Phoenix dactylifera "Ajwa" a révélé une
teneur totale en polyphénols de 762+ 9.8 mg EAG/g d’extrait sec. Cette concentration relativement
élevée témoigne d’une richesse notable en composés phénoliques. Les résultats obtenus sont
nettement supérieurs a ceux rapportés par Khalid et al., (2017), qui ont mesuré une teneur en
polyphénols totaux de 245 a 455mg /1009 chez la variété Ajwa, ce qui confirme que la variété

Ajwa se distingue par une richesse exceptionnelle en composés phénoliques.

La teneur en flavonoides de I’extrait des noyaux Ajwa a été quantifiée a 32+ 11.3 mg EQ/g
d’extrait sec, Cette valeur dépasse la plage de concentrations rapportées par Biglari et al. (2008),

qui variaient entre 6,1 £ 0,5 et 24,8 + 1,2 mg EQ/g en fonction des variétés et des solvants utilisés.
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3 Activité antioxydante in-vitro

3.1 Capacité antioxydante totale (CAT)

A partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, la capacité antioxydante
totale de 1’extrait méthanolique des noyaux de Phoenix dactylifera a été de 1’ordre de 295 + 1,58

mg équivalent acide gallique (EAG) par gramme d’extrait sec (figure 12).

CAT
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BHT EXT
B TAC mg EAA/g 214,16 295

Figure 12. Capacité antioxydante totale d'extrait des noyaux de phoenix dactylifera

(*) Différence significative par rapport au BHT (p < 0.05).

Cette mesure, réalisée selon la méthode décrite par Prieto et al. (1999), s’est avérée nettement
supérieure a celle obtenue pour le standard BHT, qui présente une activité antioxydante de 214,16
+ 0,77 mg EAG/g. Cette performance témoigne de la capacité de 1’extrait a réduire le complexe

phosphomolybdéne et souligne son fort pouvoir antioxydant.

En comparaison, Al-Farsi et al. (2005) ont rapporté une capacité antioxydante totale comprise
entre 73 + 5 et 164 + 10 mg AAE/100 g de matiére seche pour des extraits de dattes omanaises.
Ces valeurs demeurent nettement inférieures a celle obtenue dans la présente étude.

L’activité antioxydante totale observée dans cet extrait semble résulter a la fois de sa richesse
en composés phénoliques, en particulier les flavonoides, et des caractéristiques structurales des
molécules bioactives impliquées dans les mécanismes de neutralisation des especes réactives de

I’oxygene (Rice-Evans et al., 1996).
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3.2 Piégeage du radial libre DPPH

L’activité de piégeage de radical libre DPPH est évaluée a partir de la valeur de I’ICsq, qui
correspond a la concentration d’extrait nécessaire pour inhiber 50 % de radical DPPH dans le milieu
réactionnel. Une faible valeur d’ICs, traduit une forte capacité antioxydante de 1’extrait, reflétant

une grande efficacité dans la neutralisation des radicaux libres (Francois, 2010).

Les résultats présentés dans la figure 13 indiquent que I’extrait méthanolique des noyaux de

phoenix dactylifera exerce une activité antiradicalaire notable, avec une ICsq de 1,514+ 0,21 mg/ml

DPPH

0 |
vit C EXTRAIT

mC50 0,103 1,514

Figure 13. Activité scavenger de I’extrait hydrométhanolique de phoenix dactylifera
a I’égard du radical DPPH.

(*) Différence trés hautement significative par rapport a la vitamine C (p < 0.001).
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Bien que cette valeur soit inférieur a celle de la vitamine C, utilisée comme référence (ICso =
0,103 + 0,01 mg/ml). elle reste comparable a celles rapportées par Mansouri et al. (2005) qui ont
trouvé des ICs, comprises entre 1,2 £ 0,1 & 2,1 + 0,2 mg/ml pour les extraits de dattes provenant
de variétés algériennes.

Les variations observées dans la capacité de piégeage des radicaux libres peuvent s’expliquer
par la diversité des composes polyphénoliques présents dans les extraits. Ces substances,
caractérisées par des structures chimiques et des polarités hétérogenes, présentent des profils de

solubilité distincts selon le type de solvant employé, comme 1’ont soulignéYakoub et al. (2018).

3.3 Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur du fer a été évalué a travers la concentration efficace 50 (CEs), définie
comme la concentration d’une substance nécessaire pour induire un effet réducteur de 50 % dans
des conditions expérimentales spécifiques (Karl et al., 2010).

L’analyse cinétique de cette activité (Annexe 6) montre que le pouvoir réducteur de 1’extrait
augmente proportionnellement a sa concentration, traduisant une relation dose-dépendante

caractéristique d’un effet antioxydant croissant.

L’extrait méthanolique des noyaux de Phoenix dactylifera présente un pouvoir réducteur notable,
avec une CEs, de 1,316 + 0,09 mg/ml (figure 14).

FRAP
1,6
1,4 *
=12
=y 1
Eos
o
1D 0,6
O
I 0,4
0
vitC EXTRAIT
mECS0 0,28 1,316

Figure 14. Pouvoir réducteur du fer ferrique de I’extrait hydrométhanolique des noyaux de phoenix
aactylifera

(*) Différence trés hautement significative par rapport a la vitamine C (p < 0.001).
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Bien que cette valeur soit supérieure a celle de la vitamine C, antioxydant de référence (CEs o

= 0,28 mg/ml), elle témoigne néanmoins d’une activité antioxydante significative.

Ce pouvoir réducteur peut étre attribué a la présence de groupements hydroxyles dans les
composés phénoliques, qui agissent en tant que donneurs d’électrons, contribuant ainsi a la

neutralisation des especes oxydantes (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Cependant, I’activité antioxydante des extraits végétaux peut varier conSidérablement en
fonction de multiples facteurs : la teneur en composés bioactifs, les conditions agroclimatiques, le
stade de maturité des fruits, ainsi que les modalités de stockage (température, durée). D’autres
parametres, tels que la teneur en eau, le pH, la polarité du solvant d’extraction, les techniques de
séparation, le degré de pureté des extraits, la méthode analytique utilisée et le type de substrat
employé, influencent également les résultats obtenus (Prior et al., 1998 ; Amin et al., 2004 ; Zhao
et al., 2007).

4  Activité antibactérienne

L’extrait méthanolique des noyaux de Phoenix dactylifera "Ajwa” a démontré une activité
antibactérienne variable en fonction des souches testées et des concentrations administrées. L'effet
inhibiteur maximal a été observé a la concentration de 128 mg/ml, et tend & diminuer graduellement
avec les dilutions successives. Ces résultats traduisent une relation dose-dépendante marquée,
caractérisée par une réduction progressive des diametres des zones d’inhibition a mesure que la

concentration de 1’extrait décroit (Tableau I11)
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Tableau I11 : Diametres des zones d'inhibition
Les Escherichia coli | Pseudomonas Bacillus cereus | Staphylococcus
concentrations aeruginosa aureus
mg/ml
128 20mm 15mm 13mm 12mm
64 18mm 12mm 9mm 12mm
32 13mm 10mm 8mm 9mm
16 10mm 10mm 6mm 9mm
8 9mm 9mm / 7mm

Ces résultats suggerent que 1’efficacité antimicrobienne de I’extrait est liée a sa richesse en
composés bioactifs tels que les polyphénols, flavonoides et tanins, connus pour perturber I’intégrité
des membranes cellulaires bactériennes en augmentant leur perméabilité et en induisant des fuites

cytoplasmiques (Cowan, 1999).

4.1 Activité contre les bactéries Gram négatives

Les bactéries a Gram négatif testées, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, se sont
révélées sensibles a I’extrait méthanolique des noyaux de Phoenix dactylifera"Ajwa". A la
concentration de 128 mg/ml, des zones d’inhibition respectives de 20 mm pour E. coli et 15 mm
pour P. aeruginosa ont été enregistrées, témoignant d’une activité antibactérienne significative

(figure 15).

Figure 15. Activité antibactérienne de 1’extrait de phoenix dactylifera sur les souches bactériennes a Gram
négative.
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La sensibilité observée chez Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa peut étre liée a la
structure de leur membrane externe, composée de lipopolysaccharides (LPS). Bien que cette
membrane agisse comme une barriere protectrice, elle demeure perméable a certains composés
hydrophobes présents dans les extraits végétaux (Nikaido, 2003). Ces observations rejoignent
celles de Mohamed et al. (2016), qui ont attribué 1’activité antimicrobienne des extraits de noyaux
de dattes a la capacité de leurs composés hydrophobes a traverser la membrane externe des

bactéries a Gram négatif.

Cette vulnerabilité est plus marquée chez E. coli, dont la membrane externe est généralement
moins résistante. En revanche, P. aeruginosa, bien que dotée d’une multirésistance naturelle, a tout
de méme montré une inhibition modérée, cohérente avec les résultats de Hamad et al. (2019), qui
ont rapporté des zones d’inhibition de 10 a 14 mm avec des extraits similaires. De plus, Al-Zahrani
et al. (2020) ont rapporté des zones d’inhibition de 18 a 21 mm chez E. coli traitée par des extraits

méthanoliques de noyaux d’Ajwa, ce qui corrobore les résultats obtenus dans la présente étude.

4.2  Activité contre les bactéries Gram positives

En ce qui concerne les bactéries a Gram positif, Staphylococcus aureus a présenté une sensibilité

modérée, avec une zone d’inhibition de 12 mm a 128 mg/ml, tandis que Bacillus cereus s’est

montré moins sensible, voire résistant aux faibles concentrations (0 mm a 8 mg/ml) (figure 16).

Figure 16. Activité antibactérienne de I’extrait de phoenix dactylifera sur les souches bactériennes a
Gram positive.
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Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Al-Zahrani et al. (2020), qui ont observe des

zones d’inhibition comprises entre 11 et 13 mm pour S. aureus exposée a un extrait similaire.

Les bactéries a Gram positif possedent une paroi épaisse en peptidoglycane, dépourvue de
membrane externe, ce qui peut, dans certains cas, faciliter 1’action de composés antimicrobiens,

comme en témoigne la sensibilité de S. aureus (Todar, 2020).

La résistance relative de B. cereus pourrait s’expliquer par sa capacité a sporuler, un mécanisme
conférant une protection accrue contre divers stress environnementaux, y compris les extraits

végétaux (Friedman et al., 2002).
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Conclusion et perspectives

Aujourd’hui, I’intérét croissant pour les produits naturels issus des plantes médicinales refléte
une quéte renouvelée de solutions thérapeutiques alternatives. Ce recours s’appuie sur la richesse
chimique des vegétaux, capables de synthétiser une grande diversité de molécules bioactives dotées
d’un potentiel biologique significatif.

Dans cette perspective, ce travail a porté sur 1’évaluation des propriétés physico-chimiques,
phytochimiques, antioxydantes et antimicrobiennes de I’extrait hydrométhanolique des noyaux de

Phoenix dactylifera L. "Ajwa".

L’analyse physicochimique a révélé une faible humidité et une teneur modérée en cendres dans
la poudre de noyaux, conférant a cette matrice une bonne stabilité et une résistance accrue aux

altérations microbiologiques.

L’extraction par macération a permis d’obtenir un résidu brut a I’aspect cristallin et a la teinte

brunatre brillante.

L’étude phytochimique a mis en évidence la richesse de I’extrait en métabolites secondaires,
notamment en composés antioxydants. En parall¢le, I’évaluation de I’activité antimicrobienne a
révélé un effet inhibiteur significatif vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes, en particulier a

Gram négatif, soulignant ainsi le potentiel thérapeutique de cette ressource végétale.

Ces résultats viennent appuyer 1’usage traditionnel des noyaux des dattes Ajwa et suggérent de
potentielles applications dans les domaines pharmaceutique, alimentaire et cosmétique. Des
investigations complémentaires, notamment in vivo, seront toutefois nécessaires pour élucider les

mécanismes d’action des composés bioactifs identifiés et confirmer leur efficacité thérapeutique.
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage de 1’acide galligue.
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe 3. Capacité antioxydante total
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Résume

Le palmier dattier Phoenix dactylifera "Ajwa", largement cultivé en Arabie saoudite, est réputé pour ses propriétés
nutritionnelles et médicinales. Ce travail vise a quantifier la teneur en composés bioactifs (polyphénols et flavonoides)
et & évaluer les activités antioxydante et antibactérienne de I’extrait hydrométhanolique de noyaux de dette Ajwa.
L’activité antioxydante a été mesurée a I’aide des tests CAT, DPPH et pouvoire réducteur. L’analyse physicochimique
de la poudre de noyaux a révélé une faible teneur en eau (2 %) et en cendres (1 %), tandis que 1’extraction au méthanol
a permis d’obtenir un résidu brut avec un rendement de 10,8 %. L’analyse phytochimique a mis en évidence une
richesse en polyphénols (762 + 9.8 mg EAG/g ES) et en flavonoides (32 + 11.3 mg EQ/g ES). L’extrait a montré une
activité antioxydante notable, avec une capacité antioxydante totale de 295 + 1,58 mg EAG/g, une activité réductrice
de fer (EC50) de 1,316 + 0,09 mg/ml, et une capacité de piégeage du DPPH (1C50) de 1,514 £ 0,21mg/ml. Par ailleurs,
I’activité antibactérienne, évaluée par la méthode de diffusion en puits, a révélé un effet inhibiteur dose-dépendant,
plus marqué contre les bactéries a Gram négatif, notamment Escherichia coli (zone d’inhibition maximale de 20 mm
a 128 mg/ml). Ces résultats mettent en lumiére le potentiel thérapeutique des noyaux de dattes Ajwa et encouragent
des recherches complémentaires en vue d’une meilleure caractérisation des composés actifs et de I’exploration d’autres
propriétés biologiques.

Mots clés : Phoenix dactylifera. "Ajwa", noyaux de dattes, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH,
activité antibactérienne.

Abstract

A date palm Phoenix dactylifera "Ajwa", widely cultivated in Saudi Arabia, is renowned for its nutritional and
medicinal properties. This study aims to quantify the content of bioactive compounds (polyphenols and flavonoids)
and to evaluate the antioxidant and antibacterial activities of the hydromethanolic extract of Ajwa date seeds.
Antioxidant activity was assessed using CAT, DPPH, and reducing power assays. The physicochemical analysis of the
seed powder revealed low moisture (2%) and ash content (1%), while methanolic extraction yielded a crude residue
with a yield of 10.8%. Phytochemical analysis highlighted a high content of polyphenols (762 + 9.8 mg GAE/g extract)
and flavonoids (32 + 11.3 mg QE/g extract). The extract exhibited significant antioxidant activity, with a total
antioxidant capacity of 295 + 1.58 mg GAE/qg, a ferric reducing activity (EC50) of 1.316 = 0.09 mg/mL, and a DPPH
radical scavenging activity (IC50) of 1.514 + 0.21 mg/mL. Furthermore, antibacterial activity assessed by the well
diffusion method showed a dose-dependent inhibitory effect, more pronounced against Gram-negative bacteria,
particularly Escherichia coli (maximum inhibition zone of 20 mm at 128 mg/mL). These findings highlight the
therapeutic potential of Ajwa date seeds and support further research to better characterize the active compounds and
explore additional biological properties.

Keywords: Phoenix dactylifera. "Ajwa", date seeds, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH, antibacterial
activity.
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