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Résumé

Les substances naturelles issues de la biomasse des végétaux ont des intéréts multiples mis a
profit dans la biotechnologie tant dans I’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Parmi
ces composés on retrouve une grande partie des métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés
en thérapie.

On a longtemps employé¢ des remédes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi
¢taient dues leurs actions, les études des métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses
recherches basées sur les cultures in vitro et in vivo de tissus végétaux. C’est le cas notamment des
composés phénoliques qui font I’objet de notre étude, composés largement utilisés en thérapeutique
comme anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydant et antibactérienne. Dans ce
contexte, le présent travail porte sur une étude phytochimique qualitative et quantitative et
I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne.

L’activité antioxydante a été déterminée par le test du DPPH ainsi que I’activité
antibactérienne a été testée par la méthode de diffusion en milieu gélosé contre quatre souches
bactériennes.

L’analyse qualitative et quantitative d’extrait de feuilles de datte a révélé¢ la présence des
polyphénols totaux, les flavonoides, les tannins, les saponosides et les sucres réducteurs. Le taux des
polyphénols est remarquablement trés élevé par rapport aux flavonoides qu’est 627.8mg EAG/100g
de MS contre 244mg EQ/100g MS pour les flavonoides.

Le test de DPPH a révélé une activité anti-radicalaire élevé avec une 1Cso égale a 89.35%. Par
ailleurs, le test de ’activité antibactérienne vis-a-vis des quatre souches E. coli, K.sp, S.aureus a
révélé ’activité de 1’extrait contre la souche la plus sensible qu’est B. subtilis avec un maximum

d’inhibition allant jusqu'a 9.624+0.28mm.

Mots clés: Feuilles de Palmier dattier, polyphénols, activité antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract

Natural substances derived from plant biomass have multiple interests that are exploited in
biotechnology in the food, cosmetic and pharmaceutical industries. Among these compounds we
find a large part of the secondary metabolites which have been particularly illustrated in therapy.
Traditional herbal remedies have long been used without knowing what their actions were due,
studies of secondary metabolites are the subject of much research based on in vitro and in vivo

cultures of plant tissues.

This is particularly the case with the phenolic compounds that are the subject of our
study, compounds widely used in therapy as vasculoprotectors, anti-inflammatories, enzyme
inhibitors, antioxidants and antibacterials. In this context, the present work concerns a qualitative
and quantitative phytochemical study and the evaluation of the antioxidant and antibacterial

activity.

The antioxidant activity was determined by the DPPH test as well as the antibacterial

activity was tested by the agar diffusion method against four bacterial strains.

Qualitative and quantitative analysis of date leaf extract revealed the presence of total
polyphenols, flavonoids, tannins, saponins and reducing sugars. The level of polyphenols is
remarkably very high in relation to the flavonoids which is 627.8mg EAG / 100g of DM against
244mg EQ / 100g of MS for flavonoids.

The DPPH test revealed a high anti-free radical activity with an IC50 equal to 89.35%.
In addition, the test of the antibacterial activity vis-a-vis the four strains E. coli, K.sp, S. aureus
revealed the activity of the extract against the most sensitive strain which is B. subtilis. With a

maximum inhibition of up to 9.62 + 0.28mm.

Key words: Date palm leaves, polyphenols, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Au travers des temps, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses
besoins de base tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les
plantes posseédent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement
de plusieurs maladies chez les étres vivants, en particulier I’homme, est trés ancienne et a
toujours était faites de fagon empirique.

Le dattier, Phoenix dactylifera L. (Arecaceae), est un palmier subtropical
anciennement domestiqué (Munier, 1973). Il est largement cultivé pour ses multiples
usages et ses services €cosystémiques, en particulier pour ses fruits comestibles dont des
milliers de variétés ont été sélectionnées (Bouguedoura, 1979) et pour sa capacité d’adaptation
aux conditions des climats arides les plus séveres (Ben Aissa, 2008). Sa présence crée
un microclimat permettant le développement de diverses formes de vie animale et
végétale indispensables pour le maintien et la survie des populations du désert (El-
Houmaizi, 2002). Le palmier dattier avec le cocotier est abondamment cultivé, mais non
naturalisé (PERRIER DE LA BATHIE, 1933).

La datte constitue 1’aliment de base des populations locales et nomades du Sahara.
Elle fait également 1’objet d’une activité commerciale importante et généralement destinée a
I’alimentation animale. Le fruit n'est pas le seul produit de la culture du dattier. Ainsi, en plus
des produits alimentaires a base de dattes, tous ses autres organes ou parties d'organes sont
utilisés (Bouna, 2002). Divers travaux ont ét¢ menés pour déterminer la composition chimique
du feuilles de datte en : Sucres, protéines, lipides, fibres et minéraux tandis que les études sur
ses polyphénols restent peu nombreuses.

Les composés phénoliques ou les polyphénoles sont 1'un des plus important groupe
de composés présents dans les plantes, ou sont largement distribués, comprenant au moins 8000
différentes structures connues (Biyiti et al., 2004). Les polyphénoles sont également des
produits du métabolisme secondaire des plantes. Ces composés sont signalés présentent une
activité antioxydant remarquable et jouent un rdle d'inhibiteur des radicaux libres efficaces
comme anion superoxyde, hydroxyle, oxyde de nitrique, peroxyde de nitrogéne et
activité antimicrobienne (Yangthong et al., 2009). Les polyphénoles possédent une
potentielle dans la prévention des maladies chroniques, cardiovasculaires, le cancer,
l'ostéoporose, le diabéte sucré, les maladies neurodégénératives, anti-cancérogéne, anti-

inflammatoire, anti-athérogénes et antithrombotique. Leur activité protectrice a été attribué
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initialement a leurs propriétés antioxydantes, anti-radicaux libres et les propriétés de chélateur
de métaux, puis a la capacité d'inhibiter ou de réduire différentes enzymes (Karmakar et al.,
2011).

L’objectif de ce projet de fin d’étude est 1’évaluation de 1’activité anti-oxydante et
antibactérienne des feuilles de Phoenix dactylifera 1L( palmier dattier), ainsi de chercher ses
propriétés organoleptiques et pharmacologique (activité antioxydante et antibactérienne).

La présentation de notre travail est structurée en une introduction générale, une partie
bibliographique suivie de la partie expérimentale puis une conclusion.

La synthése bibliographique concerne une généralité sur le palmier dattier via une
description botanique, classification systématique, composition en métabolites primaires et
secondaires, suivi de leurs activités biologiques et I’utilisation traditionnelle.

La deuxiéme partie décrit 1’étude expérimentale contenant le chapitre matériel et

méthodes suivi du chapitre décrivant les résultats obtenus accompagnés de la discussion.
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Chapitre 1 Généralités sur le Palmier dattier

1. Palmier dattier

1.1. Définition

Le palmier dattier, nommé «Phoenix dactylifera L.» par Linné en 1734, provient du
mot «phoenix» signifiant datte chez les phéniciens, et «dactylifera» dérivé du «dactulos»
signifiant doigt, en raison de la forme du fruit (Djerbi, 1994). C’est une espéece
dioique, monocotylédone arborescente, appartenant a la famille des palmacées (Gilles, 2000 ;
Mazoyer, 2002), son tronc (ou stipe) trés €lancé, vertical et cylindrique de couleur brune
et pouvant atteindre 30 a 40 m de hauteur (Arib, 1998).

Le palmier dattier est cultivé comme arbre fruitier dans les régions chaudes arides et semi-

arides (Gilles, 2000).
1.2. Taxonomie du palmier dattier

En 1994, Djerbi a donné la classification systématique du palmier dattier comme
suivante :

Groupe: Spadiciflores
Embranchement: Angiospermes
Classe: Monocotylédones
Ordre: Palmales

Famille: Palmacées

Sous Famille: Coryphoidées
Tribu: Phoenicées

Genre: Phoenix

Espece: Phoenix dactylifera L.

1.3. Biologie du palmier dattier

1.3.1. Morphologie du palmier dattier

» Le systéme racinaire

(Munier.,1973) note que le systéme racinaire est de type fasciculé. Les racines ne se ramifient
pas et n’ont relativement que des radicelles et le bulbe ou plateau racinaire est

volumineux et est émergé en partie au-dessus du niveau du sol [Figure 1].

]
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Couronne
cenftrale

Figure 1. Les différentes parties aériennes et souterrainesdu palmier dattier (Munier.,1973).
> Le stipe ou tronc

( Chelli., 1996) décrit que le stipe est d’une grosseur variable selon les variétés, il
peut varier selon les conditions du milieu pour une méme variété. Ainsi, il posséde une
structure trés particuliere, il est formé de vaisseaux disposés sans ordre et noyés dans
un parenchyme fibreux [Figure 2]. D’apres (Wertheimer., 1956), le stipe est recouvert par
les bases des palmes qu’on appelle « cornaf ».Un palmier peut donner environ 17 rejets

au cours de son existence.
> Les feuilles

Les feuilles du dattier sont appelées palmes ou djerids. Elles ont une forme pennée et sont
insérées en hélice, trés rapprochées sur le stipe par une gaine pétiolaire bien développée «
cornaf » enfouie dans le «life » (Belhabib., 1995) [Figure 2]. Les palmes sont en nombre
variable sur palmier. Le palmier le mieux tenu contient de 50 a 200 palmes
(Benchenouf., 1971). La couronne est donc ’ensemble des feuilles a I’extrémité du stipe.
Celles-ci peuvent étre disposées en spirales plus ou moins denses, remplir une sphére, ou étre

concentrées dans les trois-quarts ou la moiti¢ supérieure de la sphére.
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Figure 2. Schéma d’une palme (Munier.,1973).
> Les organes floraux

D’apres (Peyron., 2000), tous les Phoenix, et donc le palmier dattier, sont des arbres
dioiques. Les sexes étant séparés, il existe donc des pieds males donnant du pollen et
des pieds femelles produisant des fruits, les dattes. Les fleurs sont portées par des pédicelles, ou
des épillets qui sont a leur tour sont portés par un axe charnu, la hampe ou spadice. Selon le
méme auteur, I’ensemble est enveloppé dans une grande bractée membraneuse close, la

spathe.
v' La fleur femelle

Elle est globuleuse, d’un diametre de 3 a 4 mm et est formée de 3 sépales soudés. Une
corolle formée de 3 pétales ovales et arrondies et 6 étamines avortées. Le gynécée comprend 3
carpelles indépendants a un seul ovule (Munier., 1973) [Figure 3].Selon( Amorsi., 1975), la
sortie des fleurs «Talaa » a lieu de la fin Janvier jusqu’au début Mai selon les variétés et

I’année.
v’ La fleur méle

De forme allongée, constituée d’un calice composé de 3 spathes soudées par leurs
bases, de 3 pétales légerement allongées formant la corolle. La fleur possede 6
¢tamines a déhiscence interne et trois pseudo-carpelles (Belhabib., 1995) [Figure 3]. Apres
I’éclatement de la spathe male (fin Janvier), la fleur laisse échapper un pollen. Chaque

spathe porte 160 branchettes et donne 40 a 45 g de pollen (Belhabib., 1995).
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Figure 3. Inflorescences et fleurs du palmier dattier (Munier.,1973).

1.4. Répartition géographique du Phoenix Dactylifera L.

» Répartition Dans le monde

Le palmier dattier est localis¢ dans les régions, 1a ou les conditions climatiques le
permettent, entre les latitudes 35° Nord et 15° Nord. Sa culture est localisée sur la rive
méditerranéenne de I’ Afrique jusqu’au proche-orient, depuis le sud de I’'Iran jusqu’a la cote
atlantique de I’ Afrique du nord et en Asie. Dés le 18¢me siecle, il a été introduit en Amérique,
en particulier en Californie. Il ne vit que dans les déserts chauds et s’étale entre les paralléles
Nord 9°18° (Cameroun) a 39°44° (Elche en Espagne).

Les plantations les plus récentes et a faible échelle se situent en Argentine, Brésil, Pérou,

Australie et au Niger (Jahiel, 1996), Mali, et Sénégal.

> Répartition en Algérie

Le palmier dattier se rencontre dans plusieurs oasis réparties sur tout le sud dupays ou le
climat est chaud et sec. Sa culture s’étend depuis la frontiére marocaine (Ouest) jusqu’a la
frontiére Tuniso- libyenne (Est), et depuis I’Atlas saharien jusqu’a Reggane a 1’Ouest,

Tamanrasset au centre et Djanet a I’Est.
Les principales régions phoenicicoles [Figure 4] sont:

v' A I’Est : les Zibans (Biskra), ’Oued Rhir (entre Ouargla et Touggourt), I’Oued
Souf, la cuvette de Ouargla et le M’zab (Ghardaia). Ces palmeraies sont constituées

principalement de Deglet Nour, cultivar a trés haute valeurcommerciale.
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v" A I’Ouest : la Saoura (Beni Abbes), le Touat (Adrar), le Gourara (Timimoun), le

Tidikelt (Reggane) et E1 Goléa. Ces palmeraies comportent un verger trés diversifié. Ces

cultivars produisent des dattes, de qualité commerciale tres faible.
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Figure 4. Distribution du palmier dattier en Algérie (Hannachi et al., 1998).

1.5. Stades de développement du fruit du palmier dattier

La datte passe par cinq grands stades de maturation (Ahmed et al., 1995; Al-Shahib et
Marshall, 2003 ; Zaid, 1999).
*Hababouk: Ce stade commence juste apres la fécondation et dure environ cing semaines.
*Kimri: Durant ce stade la datte se caractérise par une couleur verte, un grossissement rapide
du fruit, une augmentation de la concentration en tanins et en amidon.
*Khalal: La couleur du fruit passe du vert au jaune clair, puis vire au jaune, au rose ou rouge
selon les variétés. Cette phase est marquée par une augmentation rapide de la teneur en sucres

totaux.

B
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*Routab: La couleur jaune ou rouge du stade khalal passe au foncée ou au noir. Ce stade se
caractérise par L’augmentation de la teneur des monosaccharides et I’insolubilisation des
tanins.

*Tamr: Le fruit perd beaucoup d’eau, ce qui donne un rapport sucre/eau €levé [figure 5].

Figure S. Les différents stades d’évolution de la datte de gauche a droite (Baliga et al., 2011).

1.6. Compositions biochimiques de la datte

Le palmier dattier se compose de :

1.6.1. Eau
D’une manicre générale, la teneur moyenne en eau varie de 10 a 40% du poids frais (Estanove.,
1990).

1.6.2. Sucres
Leurs teneurs sont tres variables et dépendent de la variété et du climat. Ils sont entre 60 et 80%
du poids de la pulpe fraiche (Siboukeur., 1997).

1.6.3. Protéines et acides gras
La datte renferme une faible quantité de protéines et de lipides. Il est en général de I’ordre de
1,75% (Abou-Zeid et al., 1991) et de 1,9% du poids frais.

1.6.4. Minéraux et vitamines
Selon (Acourene ef al., 2001), la datte est I’un des fruits les plus riches en ¢léments minéraux et

de vitamines du groupe B [Tableau 1].
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Tableau 1. Compositions minérales et vitaminiques des dattes (Al Farsi et Lee., 2008)

Minéraux Teneur en mg/100 Vitamines teneur en ng/100 g
Mg 31,0- 150 A (Rétinol) 3,0-44,7
Na 1,00- 261 B1 (Thiamine) 50-120
Ca 5,00- 206 B2 (Riboflavine) 60-160

P 35,0- 74 B3 (Niacine) 1274-1610
K 345,0- 1287 B6 (Pyridoxale) 165-249
Mn 0,01-0,4 B9 (Folate) 39-65
Fe 0,10- 1,5 (Acide ascorbique) 400-16000
Zn 0,02- 0,6

Cu 0,01-0,8

Se 0,24-0,4

1.6.4. Enzymes

Les enzymes contenues dans les dattes jouent un role important dans les processus de la
conversion des dattes pendant leur formation et leur maturation. Parmi ces enzymes on trouve :
v' Invertase
Responsable de I’inversion du saccharose et par conséquent la formation d’une texture
sirupeuse ou une cristallisation intense des sucres en surface (Akidi., 1985).
v" Polygalacturonases et pectinesterases
Leur activité pectinolytique ne leur permet pas d'étre pressentes dans les derniers stades de
maturation.

v" Polyphénoloxydases et peroxydases

Les composés phénoliques s'oxydent facilement en quinones en présence d’oxygéne sous
l'action d'enzymes dont les principales sont les polyphénoloxydases (PPO) et les peroxydases
(POD) [figure 6]. Les quinones formées se polymérisent pour donner des composés bruns

qui sont responsables du brunissement des dattes (Yahiaoui.,1998).
oH
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Figure 6. Réaction générale de I’oxydation des polyphénols (Frenot et Vierling.,2001).
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1.6.5. Composés Phénoliques

La datte renferme une valeur moyenne de composés phénoliques d’un ordre de 6,73 mg/100 g
du poids frais (Al Farsi et Lee, 2008; Mansouri et al., 2005). Parmi ces composé€s, on trouve :
v Acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent I’une des classes principales des métabolites
secondaires et dans les derniéres années ont €ét€¢ un sujet des €tudes intenses. Ils contiennent un
cycle de benzeéne hydroxylé avec un ou plusieurs groupes carboxyliques attachés directement
ou indirectement a lui.

(Mansouri et al., 2005) a analysé le profil phénolique de sept variétés algériennes de
dattes et il a observé qu'elles contiennent les acides p-coumariques, féruliques et sinapiques,
quelques dérivés d’acide cinnamique. Des études, sur trois variétés de dattes d’Oman, ont
montré la présence dans les trois cultivars a la fois d’acide proto-catéchique, d’acide vanillique,
d’acide syringique et d’acide férulique. Par contre la présence d’acide gallique, d’acide proto-
catechique, d’acide p-hydroxybenzoique, d’acide wvanillique, d’acide cafféique, d’acide
syringique, d’acide p-coumarique, d’acide férulique, et d’acide o-coumarique est inégalement
distribuée dans ces variétés (Al Farsi et al., 2005) [figure 7].

Les études comparatives entre des dattes fraiches et seches de Fard ont prouvé qu'une
augmentation significative dans le contenu phénolique s'ensuit apreés séchage,probablement d
a la dégradation des tanins et a 1’activation des enzymes de dégradation a température élevée

(Al Farsi et al., 2005).
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Figure 7. Structures des acides phénoliques présentes dans les dattes (Baliga et al., 2011).

v" Flavonoides
Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des

fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui méme un dérivé
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du noyau flavane de base. Ils sont donc des polyphénols complexes dont la structure est
constituée de deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d'un hétérocycle oxygéné
(cycle C) (Benguerba., 2008).

Les flavonoides présents dans les plantes, possédent des utilités sanitaires diverses,
qui inclut des activités anti-oxydantes, la réduction de certaines maladies chroniques, la
prévention de quelques désordres cardio-vasculaires et certains genres de processus cancéreux
(Meddleton et Kardasnami, 1993 ; Tapas et al., 2008).

Hong et al. (2006) a évalué le contenu en flavonoides dans la datte pendant I'étape de
Khalal de la maturité et il a identifi¢ 13 flavonoides glycosides de lutéoline, quercétine et
apigénine [figure 8]. Il a également observé que les formes méthylées et sulfatées de lutéoline
et de quercétines ont présentes comme mono-, di- et triglycosylé tandis que I'apigénine
est présente seulement comme diglycoside. La quercétine et la lutéoline ont formé
principalement les tringleries O-glycosidiques tandis que l'apigénine était présent comme
C-glycoside. Aujourd’hui, les dattes ont également une distinction unique d'étre la seule

nourriture contenant les sulfates flavonoides (Hong et al., 2006).

oH © .
(1) B, R™ = OH | luteoling
(2) R =H, R"=0H ; apegining

Cruercitine

Figure 8. Structures des flavonoides présentes dans les dattes (Baliga et al., 2011).

v Anthocyanines

Les anthocyanines sont des pigments qui se trouvent au niveau des vacuoles, ayant
un caractére hydrophile et peuvent apparaitre en rouge, violet ou bleu (Brouillard, 1986 ;
Harborne, 1967) [figure 9]. Ils sont largement distribués dans beaucoup de fruits,
légumes, grains de céréale et fleurs et ils ont des vertus potentielles (Wang et al., 1997).

Les études effectuées par (Al Farsi er al, 2005) ont montré que parmi les
variétés fraiches analysées de dattes, les taux les plus €levés en anthocyanine sont été détectés
dans les variétés de Khasab (1,5 mg/100 g), suivi du Fard (0,9 mg/100 g) et de Khalas (0,87

mg/100 g) et qu'une corrélation directe existe entre les taux de l'anthocyanine et la couleur du
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fruit. Des anthocyanines ont été détectées seulement dans les dattes fraiches, indiquant qu'elles

peuvent étre détruites par desséchement au soleil (Al Farsi ef al., 2005).
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Figure 9. Structures des anthocyanines présentes dans les dattes (Baliga et al., 2011).
1.7. Activités biologiques et pharmacologiques des dattes

1.7.1. Utilisations des dattes en médecine traditionnelle

Les dattes sont traditionnellement employées pour traiter 1'hypertension et le
diabete (Tahraoui et al., 2007). Le pollen de palmier dattier et des fleurs masculines sont
consommés régulicrement pour traiter la débilité sexuelle (Khare, 2007; Selvam, 2008 ;
Zaid, 1999). La consommation des dattes renforce le corps, empéche la formation des rides,
donne a la peau un regard sain brillant. Les noyaux de dattes présentent des propriétés anti-
vieillissement (Bauza, 2002). Le fruit est recommandé¢ aux femmes enceintes et allaitantes (Puri
et al., 2000).

La datte bouillie avec le poivre noir est utilisée pour alléger les maux de téte, les toux
seches, la 1éthargie, la fievre modérée et la perte d'appétit. Les dattes séches augmentent
I'immunité contre le rhume et soulagent I'asthme (Zaid, 1999).

La consommation réguliére de la datte améliore aussi la toux, le rhumatisme, la
sensation de briillure, la néphropathie, la gastropathie, les bronchites (Selvam, 2008). D’autre
part, les dattes luttent contre ’anémie et la déminéralisation. Les dattes pilées dans
I’eau soignent les hémorroides, les constipations et aussi l’ictére (jaunisse). Quant aux
diarrhées, elles sont traitées par les dattes vertes tonifiantes. Calmantes sous forme de sirop tres
concentré, (le robb), elles apaisent et endorment les enfants. Elles sont utilisées contre
les maladies nerveuses. En gargarisme, elles soignent les maux de gorge (Benchelah et Maka,
2006).

1.7.2. Activités biologiques et mécanismes d’action

Les études sur les activités biologiques et les mécanismes d’action des dattes sont

résumés dans le tableau 2.
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Tableau 2. Propriétés biologiques et pharmacologiques des composés phénoliques (Baliga et

al.,2011)
Propriétés pharmacologiques | Observation Références
Etudes in vitro
1. Activité antioxydante Piéger le radical libre, inhiber la | (Vayalil, 2002 ; Al-Farsi

2. Activité Anti-hémolytique

3. Activité antivirale

4. Activité antifongique

peroxydation lipidique induite par le fer et
l'oxydation des protéines.

Inhiber l'activité hémolytique du streptolysine
0.

Empécher l'activité lytique de pseudomonas
bactériophage ATCC14209-B1 sur
Pseudomonas aeruginosa.

Activité antifongique contre Candida albicans
et C. krusei.

et al., 2005 ; Mansouri et

al., 2005 ; Abdul et
Allaith,2008 ; Chaira et
al., 2009)

(Abuharfeil et al., 1999)

(Jassim et Naji, 2008)

(Shraideh et al., 1998)

Etudes in vivo

1. Activité anti-inflammatoire

2. Action surtractus gastro-

intestinal

3.Activité antihyperlipidémique

4. Activité néphroprotecteur

5. Activité anticancéreuse
6. Activité immunostimulante

7. Activité gonadotropique

Augmenter les taux d’antioxydants du plasma
(vitamine C, E, A, B-caroténe) et diminuer
les peroxydes de lipide. Réduire I'enflure,
ESR et le fibrinogéne plasmatique.

de transit
I'ulcération

Augmenter le temps
intestinal,  réduit
induite par 1’éthanol.

gastro-
gastrique

Réduire  les  taux  plasmatiques de

triglycérides, cholestérol total et LDL.

Empécher des 1ésions rénales induites par la
gentamicine et de réduire les taux de
créatinine et d'urée.

Régression de la tumeur Sarcoma-180 chez les
souris.

Améliorer la  médiation
I'immunité humorale.

cellulaire et

Augmenter la FSH, LH, testostérone,
cestrogénes —  augmentation de la
spermatogeneése, le nombre de

spermatozoides, la croissance.

(Doha et Al-Okbi, 2004)

(Al Qarawi et al., 2003 ;
2005).

(Salah et Al-Maiman, 2005
; EI-Mougy et al., 1991)
(Al Qarawi et al., 2008)

(Ishurda et John, 2005)
(Puri et al., 2000)
(El-Mougy et al., 1991

; Elgasim et al., 1995 ; Ali
et al., 1999)
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1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé¢ dans cette étude est les feuilles de palmier dattier. Elles sont
trés grandes (5 metre ou plus de long pour le dattier), pennées et trés finement découpées.
Chaque année, une nouvelle rosette de feuilles est formée au niveau du bourgeon terminal. Ces
feuilles subsistent quelque année puis tombent en laissant leurs cicatrices et leurs faisceaux
conducteur qui participent a la construction du stipe.

Notre matériel végétal a été récolté de la wilaya de Khenchela au cours du mois de mai
2021.

Les feuilles ont été séchées dans un endroit sec et bien aéré, a une température ambiante
et a I’abri de la lumicre et de I’humidité afin d’éviter toute modification ou dégradation des
principes actifs et le développement des moisissures.

Apres séchage, les feuilles ont été broyées dans un mixeur pour les transformer en
poudre. Le broyat obtenu par la suite constitue la matiére seche qui va servir a la préparation de

I’extrait méthanolique.

1.1.2. Produits chimiques et appareillages
» Produits chimiques :

Acide chlorhydrique (HCl), alcool, carbonate de sodium, diméthyle sulfoxyde (DMSO),
méthanol, perchlorure de fer (FeCls), réactif de Folin Ciocalteu, réactif de stiasny, solution de

Fehling, soude (NaOH), 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), NaNO,.

> Les appareils utilisés sont : agitateur, autoclave, bain marie, balance de précision,
boites de Pétri, disque de papier Whatman stérile, étuve, évaporateur réfrigérateur, gélose,

pasteur stérile, pied a coulisse, rotatif (rotavapor), spectrophotométre UV-visible, Vortex.

> Les souches utilisées : Escherichia coli, Kelbsiella sp, Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis.

1.1.3. Préparation de I’extrait

Nous avons préparé 1’extrait méthanolique par plusieurs étapes: macération, filtration et

évaporation a I’aide d’un évaporateur rotatif (rotavapor) par le méthanol.
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Les feuilles de Palmier dattier ont été nettoyées et séchées a température ambiante,
ensuite broyées a 1’aide d’un mixeur. Pour I’extraction, nous avons utilis¢ le méthanol et
I’eau distillée. 25g de la poudre de la plante sont introduits dans une Erlenmeyer, puis on ajoute
200 ml de méthanol et 50 ml de ’eau distillée. On met sur un agitateur et on laisse la
macération se faire pendant 24h (Tadeg et al., 2005). La solution est ensuite filtr¢ a 1’aide de
papiers filtre (Wattman N°1) n répéte cette opération 3 fois successivement ensuite jusqu’a

obtenir d’extrait métanolique sec [figure 10].

Poudre des feuilles de Palmier dattier

Extraction successives (3 fois),
Filtre < extraction avec méthanol/eau
80% (v/v)
A
Filtrat
. \ 0
Phase liquide (méthanol) |¢ ‘ Evaporation a 40°C pendant

RE

Résidu= extraits bruts méthanolique

Figure 10 : protocole de préparation de 1’extrait méthanolique des feuilles de palmier dattier

(Tadeg et al., 2005).
1.1.4. Rendement de ’extrait

Apres ’extraction, la mesure d’un rendement de 1’extrait est I’étape la plus importante
pour savoir la quantité et le pourcentage d’extrait obtenus par cette méthode, ce rendement est
calculé en comparant le poids de I’extrait apres I’évaporation avec son poids initial, par la

formule suivante :

R (% MS) = (Mex / Mmv)*100
Ou: R:lerendementen®; Mex :lamasse de I’extrait sec; Mmv : la masse de la

maticre végétale seche.
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1.2. Méthodologie

1.2.1. Screening phytochimique qualitative

1.2.1.1. Mise en évidence des flavonoides

On met 3 g de la poudre avec 75 ml d’eau distillée dans une fiole de 100 ml. Le mélange
est porté a ébullition pendant 15 minutes. On filtre et on laisse refroidir (Mbodj, 2003).

e Coloration en milieu alcalin

En milieu alcalin, les flavonoides se dissolvent facilement en donnant des
colorations allant du jaune au brun. A 2 ml de I’extrait, on ajoute quelques millilitres de soude au
1/10 dans un tube a essai. On a eu une coloration jaune orangg¢, donc le test est positif (Mbodj,
2003).

e Coloration par le perchlorure de fer (FeCl3)

Les flavonoides donnent des colorations variées avec des diluées de FeCl3. A 2 ml de
solution extractive on ajoute 2 a 3 gouttes d’une solution de FeClI3 dilu¢e a 2%. L’apparition
d’une coloration verdatre, indique que le test est positif (Mbodj, 2003).

e Réaction de cyanidine

En solution alcoolique, en présence d’hydrogéne naissant, produit in situ par action
de chlorhydrique sur des magnésiums. Les flavonoides donnent des colorations variées
allons du rouge-oranger au violet. On introduit dans un tube 2ml de I’extrait. On ajoute 2ml
d’alcool chlorhydrique (alcool a 96°:2 volume ; eau:2 volume; HCI: 1 volume).

Si la coloration orange, puis violette, donc la réaction est positive (Mbodj, 2003).

1.2.1.2. Mise en évidence des tannins

Dans un Erlenmeyer, disperser 5g de poudre dans 100 ml d’eau bouillante. Apres
infusion pendant 15mn, filtrer et compléter le filtrat al100ml avec 1’eau distillée. On prend 5 ml
de l'infusé, au quelle on ajoute goutte a goutte, 1 ml d'une solution de Chlorure ferrique (FeCl3)
a 1%. L'apparition d'une coloration verdatre ou bleu noir indique la présence des tanins

(Edeogal et al., 2005).

e Tanins cathéchiques
A 5 ml de solution a 5%, on ajoute 5 ml d’HCI concentré. L’ensemble est porté a ébullition
pendant 15 min puis on filtre sur papier filtre. En présence de tanins catéchiques, il se

forme un précipité rouge (Edeogal et al., 2005).
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e Tanins galliques : réaction de stiasny
A 30 ml d’une solution extractive a 5% de la solution préparé en précédant, on ajoute 15
ml de réactif de stiasny (10 ml de formol a 40% et 5 ml de ’acide chlorhydrique HCI concentré),
puis on chauffe au bain-marie a 90°c pendant 15mn environ. Apres filtration, le filtrat est saturé
par 5g d’acétate de sodium. On ajoute alors 1ml goutte a goutte d’une solution de FeCl3 (a 1%)
I’observation d’une teinte bleu noire montre la présence de tanins galliques non précipité par

réactif de stiasny (Edeogal et al., 2005).

1.2.1.3. Mise en évidence des saponosides
On porte a ¢ébullition 100 ml d’eau distillée dans un Erlenmeyer de 250 ml puis on
ajoute 1 g de la poudre des feuilles de palmier dattier. Ensuite, il faut maintenir le mélange

a ¢bullition pendant 15 mn. Apres filtration, ajuster le filtrat a 100 ml.

On remplit Iml du filtrat (& 1%) préparé¢ dans un tube a essai et ajuster le volume
al0 ml avec de l’eau distillée. Ensuite, agiter les tubes a essai verticalement, laisser
reposer pendant 15 mn. L’apparition d’une mousse qui dure quelque instant indique la

présence des saponosides (karumi et al., 2004).
1.2.1.4. Mise en évidence des mucilages

On introduit 1 ml du décocté (utilisé dans caractérisation des tannins) a 10% dans un
tube a essais et on ajoute 5 ml d’éthanol absolu. Aprés une dizaine de minutes, 1’obtention
d’un précipité floconneux dans le mélange indique la présence de mucilages (Karumi et al.,
2004).

1.2.1.5. Test du sucre réducteur

A 1ml d’extrait, on ajoute 2 ml de solution de Fehling. Les tubes sont ensuite incubés au
bain marie pendant 5 & 8 min. Un test positif est obtenu par la présence d’un précipité rouge

brique (Cai et al., 2011).
1.2.2. Etude quantitative
1.2.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux
» Principe

Le dosage des polyphénols totaux (PPT) dans les extraits de feuilles de Palmier dattier est
réalisé par une méthode basée sur le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) décrite par (Velioglu et

al.,1998). Ce réactif est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide phospho
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tungstique (H3PW12040) et d'acide phospho molybdique (H3PMo012040). I est réduit lors de
I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-
Gayon, 1968).
La coloration bleue produite posséde une absorption maximale a 765 nm. Elle est
proportionnelle au taux de composés phénoliques.
» Mode opératoire
Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniere suivante. On mélange 200 pl
de chaque concentration de 1’extrait avec Iml de FCR (dilué¢ 10 fois), aprés une agitation et
incubation pendant 4 min a I’obscurité et a température ambiante, on ajoute 800 pl d’une
solution de carbonate de sodium (NaCO3) a 7.5%. L’ensemble est agité et incubé pendant 30min.
La lecture est effectuée contre un blanc (préparé dans les mémes conditions de

I’échantillon) a 1’aide d’un spectrophotometre a 765 nm.

A partir d’une solution méthanolique mére de C1=10mg/ml de I’extrait, les dilutions

suivantes ont été préparées : C2= 6mg/ml, C3=4mg/ml, C4=2mg/ml, C5= 1mg/ml.

Les concentrations de PPT contenus dans les extraits des feuilles de dattes sont calculées en
se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide gallique comme standard (4-40
png/ml) dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés
en milligramme d’équivalent d’acide gallique par 100 gramme de matiére séche du fruit (mg

EAG/100 g MS).
1.2.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides

» Principe

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de dattes est
réalisée par la méthode de (Bahorun et al.,1996). Les flavonoides possédent un groupement
hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible de donner avec le groupement CO, un
complexe coloré avec le chlorure d’aluminium (Boulekbache, 2005). Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le
fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygéne de la
molécule phénolique agissant comme donneur d’¢électrons (Ribéreau-Gayon, 1968).

» Mode opératoire

Mettre 500 ul de chaque concentration d’extrait des feuilles de Palmier dattier dans un

tube a essai; Ajouter 1500 pl de I’eau distillé. Ensuite on ajoute 150 pl de NaNO,. Apres
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Smin, 150 pl de chlorure d’aluminium (AICI3) est ajouté puis, on ajoute 150ul d’hydroxyde de
sodium (NaOH). L’ensemble est agité dans un vortex pendant toute 1’opération.

Lire les absorbances a partir du spectrophotomeétre UV-visible a 510 nm.

Le blanc est représenté par le méthanol additionné aux mémes conditions.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de feuilles de dattes sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme

standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ 100g de MS.

1.2.3. Activités biologiques

1.2.3.1. Evaluaion de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant la méthode du piégeage radical DPPH.

o Test de activité antiradicalaire (Test au DPPH)

L’activité antiradicalaire a été évaluée par la méthode décrite par (Masuda et al., 1999).

» Principe
Le Diphényle picryl-hydrazyl (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque
le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire,
entrainant ainsi une décoloration, I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la

capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

DPPH + AH — DPPH-H+ A
Ou AH est un composé capable de céder un H au radical DPPH (violet) pour le transformer

en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration a 517

nm [figure 11].
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e = = T St T EPHHE
2,2-diphényl 1- picrylhydrazyl 2,2-diphényl 1- picrylhydrazyne
(Violet) (Jaune)

Figure 11 : Forme libre et réduite du DPPH (Mohammedi, 2006).
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» Mode opératoire

A partir d’une solution méthanolique mére de Cl= 10mg/ml de I’extrait, les dilutions
suivantes ont ¢&te préparées : C2= 5Smg/ml, C3= 4mg/ml, C4= 3mg/ml, C5= 2mg/ml,
C6= 1mg/ml.

A chaque volume de 1,5ml de la solution méthanolique de DPPH , un volume de 15ul de
chaque concentration préparé de [’extrait est ajouté. Aprés agitation et incubation a la
température ambiante pendant 15min, les densités optiques des mélanges réactionnels ont été
mesurées par le spectrophotométre & 517nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions
par le méthanol.

L’activité anti-radicalaire est estimée en pourcentage d’inhibition (ICso) grace a la

formule suivante :

Pourcentage d’inhibition% = [(Abs controle- Abs éch)/ Abs contréle] x100

Avec Abs contréle : L’absorbance de DPPH seul ;
Abs échantillon : L’absorbance de DPPH+ 1’extrait.

La concentration effective ICso est déterminée. Elle correspond a la réduction de 50% de
I’activit¢ du DPPH dans le milieu réactionnel. La capacité antioxydant est d’autant plus élevée

que la ICso est petite.

1.2.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne
» Principe

La technique la plus utilisée est de diffusion en milieux gélosés sur les boites de pétri en
adaptant la méthode de disques décrite par( Bendif, 2017).

Cette technique repose sur la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une boite de
pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certains temps de contact entre le
produit et le micro-organisme cible (Heni, 2016).

L’activité antibactérienne est déterminée en termes de diametre de la zone d’inhibition
produite autour des disques apres 24h d’incubation a la température adéquate (Bouhdid et al.,

2006).
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» Préparation des milieux de culture

v Souches utilisées : Les espéces bactériennes employées sont : (Escherichia
coli, Kelbsiella sp, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) repiquées par la
méthode des stries sur gélose Muller-Hinton.

La gélose de Muller-Hinton préparer dans le méme jour (annexe 2) préte a 1’usage est
coulée dans les boites de pétri stériles. Puis incubées a 37°C pendant 24h afin d’obtenir des
colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

A Tlaide d’un inoculateur prends quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques. Elle est mise dans 10 ml d’eau physiologique stérile de sel a 0.9% (NaCl).

v' Préparation des dilutions d’extrait de feuilles de datte
Notre extrait méthanolique (feuille de palmier dattier) a été dissous dans le diméthyle

sulfoxyde (DMSO) pour préparer les différentes concentrations : 7.5mg/ml, Smg/ml, 2.5mg/ml.

v" Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement doit se faire en moins de 15 min apres la préparation de 1’inoculum.
Cette opération se fait sur des boites contenant le milieu gélosé Muller-Hinton bien séché.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, 1’essorer en le pressant
fermement et en tournant sur la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum. Il faut
faire un étalement uniforme, et frotter 1’écouvillon sur lui-méme.

L’ensemencement est finit, en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose. Déposer
a I’aide d’une pince stérile les disques, imprégné de ’extrait végétal, sur la surface de la Muller-
Hinton. Placer les boites de pétri a basse température (4°C) pendant 15 a 30 min afin de
permettre au extrait de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencent a se
multiplier (Braz et Mohamed, 2018).

Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a I’étuve, a la température optimale de
croissance du germe a étudier (37°C) pendent 24H. Aprés 24H d’incubation, mesurer a 1’aide
d’un pied a coulisse. Cette mesure est réalisée au verso des boites de pétri. Le diamétre (mm) de
la zone entourant le disque est proportionnel a la sensibilité du germe étudié (Braz et Mohamed,

2018).
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1. Résultats et discussion
1.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule situé dans le matériel et méthode :

R (% MS) = (Mex / Mmv)*100
R (% MS) = (6.78/ 25)*100
R (% MS)=27.12

Le rendement d’extraction méthanolique trouvé dans notre recherche est supérieur a celle
trouvé de pollen du palmier dattier déterminé par (Benzahia H., et al.,2018) qu’est de 19.13%,

D’aprés (Lee et al., 2003) et (Mohammedi.,2013) le rendement de 1’extraction varie en
fonction de I’espece végétale, ’organe utilis¢ dans 1’extraction, les conditions de séchage, le

contenu de chaque espece en métabolites (de son métabolisme).

1.2. Analyse phytochimique qualitative
1.2.1. Screening phytochimique
La phytochimie qualitative de la plante étudié¢e est basée sur des réactions colorées ou de
précipitation par des réactifs chimiques spécifiques réalisée sur I’extraits reconstitués a partir de la
poudre de I’échantillon végétal a chaque concentration génére pour une premicre estimation des
données préliminaires sur les constituants des extraits. Le résultat de ce criblage
phytochimique est résumé dans le tableau 3. Il révele la présence ou 1’absence d’un

groupe de métabolite secondaire.

Tableau 3. Screening phytochimique de la plante.

Composés Feuilles de Phoenix dactylifera L.
Flavonoides +
Tannins +
Saponosides +
Mucilages +
Sucre réducteur +

+ : Présence du composés testé.
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Figure 12 : Mise en évidence des flavonoides.  Figure 13 : Mise en évidence des tannins.

Figure 14 : Mise en évidence des saponosides.  Figure 15 : Mise en évidence des mucilages.

L’observation des colorations jaune orangé, verdatre et la coloration orange (selon les
réactif) montre la présence des flavonoides (figure 12).

L’apparition de coloration bleu noire ou de précipité rouge indique la présence des tannins
(figure 13).

La mousse observé dans la figure 14 révele la présence des saponosides.

L’obtention d’un précipité floconneux dans la figure 15, indique la présence de mucilages.

E
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Figure 16 : Mise en évidence des sucres réducteurs.
Test du sucre réducteur est obtenu par la présence d’un précipité rouge brique (figure 16).
Les travaux de (Laouni S., 2014) révelent la présence des groupes phytochimiques
(flavonoides, saponosides et les tannins) rencontrés au niveau des extraits de Phoenix dactylifera
L.
1.3. Analyse phytochimique quantitative
Les méthodes colorimétriques basées sur 1’utilisation du spectrophotomeétre UV-visible, ont

¢été utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques dans la matiere végétale.

1.3.1. Teneur en polyphénols totaux (PPT)

La spectrophotométrie a permis de quantifier le taux des polyphenols dans I’extrait
méthanolique des feuilles de datte. La courbe d’étalonnage est effectuée par I’acide gallique a
différentes concentrations, la courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des

concentrations (figure 17).

e o
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y =0,0554x + 0,3524
R?=0,9963
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Concentration d'acide gallique en mg/ml

Figure 17 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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L’analyse de la figure 17 indique que les teneurs en polyphénols totaux ont décrit une
évolution croissante pour toutes les concentrations, tandis que la concentration qui donne une
valeur plus supérieur que d’autre c’est le plus élevé (627.8mg EAG/100g de MS). La capacité
d’adsorption des feuilles des palmiers dattiers augmente avec I’augmentation de la concentration.

Nos résultats sont semblables au résultat trouvé par (Saffidine et al., 2015) sur la plante
Artemisia Herba Alba par I’extrait méthanolique.

Les résultats de cette recherche sont nettement plus supérieurs au résultat trouvé par
(Mansouri et al., 2005) qui est de 6.73 mg EAG/100g de MF pour un extrait
méthanolique du fruit de datte et inferieurs au résultat de (Wu .,2004) qui a trouvé une
teneur de 661 mg EAG/100g de MF.

Dans une autre étude réalisée par (Dhaouadi et al., 2011), la teneur en polyphenols est de
548 mg EAG/100g de sirop de datte pour I’extrait méthanolique de sirop de la variété
deglet nour tunisienne.

Les différentes teneurs en PPT résultent de I'effet d'un certain nombre de facteurs dont les
principaux sont :

-Les facteurs climatiques et environnementaux : la lumiére, les précipitations, la
topographie, la saison et le type de sols (Harris., 1977).

-Le patrimoine génétique : la concentration des polyphénols est trés variable d'une espece
a une autre et d'une variété a autre et diminue régulicrement durant la maturation ainsi que la
période de récolte et le stockage par différentes voies du brunissement (Macheix et al., 1990).

-La méthode d’extraction et la méthode de quantification (Lee et al., 2003).

En comparant les teneurs en polyphenols de notre échantillon a celles d’autres fruits qui
sont de 0.273, 0.2, 0.425 ,0.132 ,0.217 % du poids frais pour le kiwi, la prune, la pamplemousse ,
la pomme et I’orange respectivement, on conclut que les feuilles de palmier dattier sont une
bonne source de polyphénols naturels (Al Farsi ef al., 2005).

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

1.3.2. Teneur en flavonoides

Apres tracage de la courbe d’étalonnage par mesure d’absorbance de différentes

concentrations de la quercétine, on détermine les teneurs en flavonoides des différents
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concentration d’extrait (Figure 18).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

y = 0,001x + 0,064
R? = 0,988

Absorbance a 510nm

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentration de quercétine en mg/ml

Figure 18 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

L’estimation quantitative des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium et a
montré que notre échantillon est riche en flavonoides (augmente avec I’augmentation de la
concentration).

Les concentrations des flavonoides dans 1’extrait méthanolique est de 244mg EQ/100g
MS.

Nos valeurs sont plus supérieures a la valeur trouvée par (Mansouri et al., 2005) qui est de
0.136 mg EQ/100g de MF pour I’extrait méthanolique du fruit de datte. (Chaira et al., 2009)
ont trouvé une valeur plus inférieur de notre résultat avec une teneur en flavonoide de 54.46 mg
EQ/ 100g de MF pour I’extrait méthanolique de datte Deglet-Nour tuisienne.

La teneur en flavonoides des feuilles est supérieure a celles de quelques fruits, données par
(Haddadi ., 2005) : 1,98 ; 3,22 ; 7,12 ; 2,10 et 17,53%p du poids frais pour la tomate, la mandarine,
le pamplemousse, la pomme et la fraise respectivement.

L’extraction des composés phénoliques a partir des plantes est influencée par leur
nature chimique, la méthode d’extraction employée, la durée et les conditions de stockage
ainsi que la présence des substances interférentes, différents solvants peuvent étre utilisés tels que
le méthanol, 1’éthanol, 1’acétone, le propanol, 1’acétate d’éthyle, I’eau.....etc (Naczk et al., 2006).
L’utilisation de solvants a polarité croissante permet de séparer les composés des extraits
selon leur degré de solubilité et donc permet de séparer les flavonoides selon leurs degrés de

glycosylation (flavonoides aglycones, mono, di et triglycosylés) (Ciulei., 1982).
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La méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le maximum de
composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées
utilisées dans d’autres méthodes d’extraction (Lee et al., 2003).

Les composés contenus dans les différents extraits et qui peuvent étre dissouts dans les
solvants polaires sont : les flavonoides et coumarines glycsoylés, les flavonoides sulfatés, les
acides phénols et les tanins alors qu’avec les solvants apolaires on obtient les flavonoides
aglycone hautement méthoxylés, les terpenes, les lipides et les acides gars (Ciulei., 1982).

En revanche les teneurs en flavonoides sont faibles devant ceux des polyphenols

totaux.

1.4. Evaluation des activités biologiques
1.4.1. Evaluation de ’activité antioxydante

L'évaluation de ’activité antiradicalaire des feuilles de datte consiste a mesurer sa capacité a
piéger, ralentir ou inhiber la création des radicaux libres. Lorsqu’une solution de DPPH est
mélangée avec une substance qui peut donner un atome d’hydrogéne, cela donne lieu a la forme
réduite avec une perte de la couleur violette. La décoloration sera directement proportionnelle au
nombre de protons captés et peut étre suivie par la lecture de I’absorbance du milieu réactionnel a
517 nm. Elle permet d’évaluer le taux de réduction du DPPH et fournit donc un moyen

pratique pour mesurer le pouvoir antioxydant de I’extrait étudié.
L’activit¢ antiradicalaire de notre extrait est exprimée en pourcentage

d’inhibition% déterminée dans le tableau suivante.

Tableau 4 : Valeurs du pourcentage d’inhibition du DPPH pour I’extrait.

Concentration (mg/ml) pourcentage d’inhibition%
1 89.35
2 84.42
3 85.83
4 85.83
5 70.45

L’extrait méthanolique des feuilles de datte manifeste la grande capacité anti-
radicalaire avec un pourcentage d’inhibition de 89.35% a Img/ml due a sa teneur ¢élevée en

polyphénols.
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Les résultats de 1’analyse d’effet de pi¢geage du radical DPPH sont représentés dans

la figure 19.
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Figure 19 : Variation de 1’inhibition du DPPH en fonction de la concentration de
I’extrait méthanolique.

La capacité antioxydante d’extrait de différentes concentrations a été déterminée a partir des
ICso, c’est la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Plus la valeur d’ICso est
petite, plus ’activité antioxydante de 1’extrait testé est grande (Mansouri ef al., 2005).

Une ¢étude menée par (Liolios et al., 2009) sur une autre espéce de dattes Phoenix
theophrasti a montré un pourcentage d’inhibition de 17 pg/ml lorsque 1’extraction a été menée par
le méthanol, cette valeur est nettement inferieure a celle trouvée dans notre étude.

( Mansouri et al.,2005) trouvent des ICso de 243.6 ug/ml dans la variété Phoenix theophrasti
qui sont plus supérieur a notre résultat.

(Trichine., 2016) trouve des ICso des fruits de datte de 16.92 et 8.29ug/ml. Ces valeurs sont
inférieures a la valeur trouvée dans cette étude.

Cette différence peut étre expliquée par le fait qu’il s’agit non seulement de deux
especes différentes mais aussi de I’action combinée des différents composés a activité
antiradicalaire qu’elles peuvent contenir (les polyphénols glycosides, les peptides, les acides
organiques....).

Nottons que le pouvoir antioxydant d’un composé chimique n’est pas nécessairement
¢gal a sa capacité de réduire le DPPH. Cela peut étre expliqué par le fait qu’ils ne
contiennent pas  d’acides phénols, des acide hydroxycinamiques ou des flavonoides

monoglycosylés et diglycosylés qui sont les plus susceptibles du pouvoir antiradicalaire de la datte
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(Sundus., 2009).
1.4.2. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne c'est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se
manifeste aucune destruction bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance
bactérienne, croissance qui reprend deés que la substance disparait. Cette activité se manifeste
par une accélération de la mort des bactéries aux concentrations d'extraits.

Notre étude consiste a la recherche de 1’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des
feuilles de palmier dattier vis-a-vis des souches bactérienne, qui se différencient par des
enveloppes extérieures de natures différente.

Nous avons étudie in vitro le pouvoir antibactérien d’extrait de feuille de palmier dattier par
la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide (Muller-Hinton).

L’activité antibactérienne a été estimée en termes de diametre de la zone d’inhibition autour
des disques contenant 1’extrait avec des différentes concentrations vis-a-vis de quatre bactéries

apres 24h d’incubation (Tableau 5).

Tableau 5: Transcription des valeurs des diametres d’inhibition (D).

Inhibition Transcription Sensibilité
D<8mm - Résistante
9mm<D<14mm + Sensible
I15mm<D<19mm ++ Assez sensible
D>20mm +++ Tres sensible

Les résultats du test de sensibilité microbienne a 1’extrait sont regroupés dans le tableau

suivant :
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Tableau 6 : Diameétre des zones d’inhibition (mm) d’extrait méthanolique

Concentration (mg/ml)
Solution mere | Méthanol 2.5 5 7.5
Les souches
Escherichia coli 6.58+0.32 6.97+0.47 [6.76+0.13]6.14+0.27 | 6.47+£0.37
Kelbsiella sp 7.8+£0.55 8.23+0.24 |8.69+0.05|/7.9+0.37 |7.76+0.23
Staphylococcus aureus 8.84+1.09 8.89+0.46 |7.01+£0.12|7.36+0.61 |8.31+1.35
Bacillus subtilis 9.56+0.72 7.96£1.14 |8.05+£0.69|8.57+0.6 |9.62+0.28

L’effet inhibiteur de la croissance du germe E.coli est donné par I’extrait méthanolique du
feuilles de datte pour les concentrations 2.5mg/ml, Smg/ml , 7.5mg/ml avec respectivement des
diametres de zone d’inhibition de 6.76, 6.14, 6.47m. (Garba et al., 2012) ont trouvés des zones
d’inhibition allantde 9a 15mm pour Escherichia coli.

La souche Staphylococcus aureus est sensible a 1’extrait des feuilles de datte avec des
diametres de la zone d’inhibition de 7.01, 7.36 et8.31mm respectivement pour les concentrations
de I’extrait de 2.5, 5, 7.5mg/ml. (Shafi Bhat et Aldaihan.,2012) signalent des diamétres de
I’inhibition de la croissance de Staphylococcus aureus de 12mm et de 11mm d’Escherichia coli.

D’apres le tableau 8, la souche Bacillus subtilises la plus sensible a I’extrait des feuilles de
Phoenix dactylefira L. avec diamétre de la zone d’inhibition de 9.62mm pour la concentration
7.5mg/ml.

(Bouhlali et al.,2016), sur sept cultivars marocaines, rapportent que les diametres
d’inhibition de la croissance des souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus varient de 7.66 £0.44 a 14.66 £0.44mm.

(Ayachi et al.,2009) ont démonté que les extraits méthanoliques de Deglet-Nour possedent
un effet antibactérien modéré contre Salmonilla typhimirium et Escherichia coli, avec des
diametres des zones d’inhibition de 8.5 et 9.5mm respectivement.

La méthode d’évaluation de I’activité antibactérienne, I’effet de la matrice biologique, le
type et la structure moléculaire des composants actifs, la dose ajoutée, le type des micro-
organismes ciblés sont des facteurs pouvant largement influencer I’activité¢ antibactérienne
(Cowan., 1999).

En 1999, Cowan rapporte que les différentes classes de polyphénols, essentiellement les

tannins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les micro-organismes
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en fonction du site, la conformation spatiale et le nombre de groupement hydroxyles, les
flavonoides bloquent la synthése des acides nucléiques et inhibent les différentes fonctions de la
membrane cytoplasmique en réduisant la fluidité de la couche interne et externe.

L’action inhibitrice des flavonoides sur la croissance bactérienne était étudié¢e par (Ketrzyn
et al., 2007), qui ont démontré que de nombreux compos€s flavoniques sont doués d’un effet
important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et a gram positif
(Staphylococcus aureus).

En effet, I’activité d’extrait méthanolique des feuilles de datte sur Escherichia coli et
Staphylococcus aureus peut €tre due aux flavonoides qui posseédent une activité antibactérienne

selon (Bruneton.,1999).
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Conclusion

L’industrie pharmaceutique utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et les chercheurs trouvent chez les plantes des nouvelles molécules actives, ou des maticres
premicres pour la semi-synthése. Parmi ces molécules, les polyphénols sont probablement les
composés naturels les plus répandus dans la nature. Ils sont présents dans toutes les parties
végétales supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). Les
polyphénols végétaux, en particulier les flavonoides et les anthocyanes, sont largement utilisés en
thérapeutique comme anti-inflammatoire, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-
radicalaires. ..

Parmi les plantes les plus utiles & I’homme, le palmier dattier, qu’est I’un des arbres fruitiers
le plus anciennement cultivé reconnu par la taxonomie végétale comme étant porteurs du nom
Phoenix dactylifera L.

Deux aspects principaux sont visés par ce travail, le premier était d’évaluer les teneurs par
spectrophotométrie de certaines molécules bioactives telles que les polyphenols totaux, les
flavonoides, flavones et flavonols.

Le second de nature biologique qui a ¢ét¢ mis en évidence par deux test biologiques
différents; un test antioxydant et test antibactérien.

Globalement, la plante sélectionnée dans ce travail (feuilles de Palmier dattier) contient des
molécules trés intéressantes qui peuvent étre considérées comme des agents antioxydants de
premicre classe et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les
antioxydants contribuent de maniére trés efficace a la prévention des maladies telles que le cancer,
et les maladies cardiovasculaires.

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation des de ces
principes actifs. Elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs propriétés
biologiques.

Les résultats obtenus dans les dosages des composés phénoliques montrent que la plus part
des classes de ces composés (les flavonoides, les tannins et les saponosides) existent en
concentration considérable dans les feuilles de Palmier dattier, ce qui confirme leurs pouvoir
antioxydante.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro de 1’extrait a été réalisée par la méthode de

DPPH. L’activité antibactérienne a été effectué par la méthode de Muller-Hinton.




Conclusion

Les résultats obtenus des activités antioxydants sont trés intéressantes de 1’extrait des feuilles
de palmier dattier. Ces effets sont proportionnels a la concentration de 1’extrait, plus en augment la
concentration plus le pourcentage d’activité est importante.

La mise en évidence des activités biologiques dans les extraits de dattes a révélé une
résistance de certaines souches bactériennes et paradoxalement une forte sensibilit¢ d’autres
souches en occurrence Bacillus subtilises qui, généralement, manifeste une résistance aux extraits
de plantes. Ce résultat explique la présence de substances douces d’activité antibiotique.

Solon les résultats de I’analyse phytochimique de I’extrait testé, ces activités (antioxydante et
antibactérienne) sont probablement liées a la richesse de cette plante en polyphénols et en

flavonoides.
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Annexe



Annexe 1. Préparation de milieu de culture (Zerrouak et Hadji, 2019)

G¢élose de Muller Hinton est une gélose standardisée pour les tests de sensibilité des
souches bactériennes a différentes concentrations d’extrait, pour la préparation de la gélose

de Muller Hinton, on a besoin :

-23g de la poudre de Muller Hinton ;

-25g de ’agar agar.

Le milieu de culture préparé comme suite :

Dissoudre 23g de la gélose déshydratée dans 1 litre d’eau distillé, puis on mesure le PH a
I’aide d’un PH métre, et ajuster le PH a 1’aide d’une base NaOH ou d’un acide HCL
jusqu’au PH=7. Faire bouillir avec agitation jusqu’a dissolution compléte, homogénéiser la
suspension obtenue avant de répartir, puis répartir le volume dans des flacons de verre bien
fermé pour stériliser, puis auto-claver pendant 15minutes a 121°C. Laisser le refroidir, puis
couler en boite de pétri (25ml par boite) dans un milieu stérile et laisser reposer. Ils sont

préte a I’utilisation immédiatement ou stocker a2°C a 8°C pendant une semaine ou plus.
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