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Résumé

Les nanoparticules d’argent (AgNPs) font I’objet d’un intérét scientifique croissant
enraison de leurs nombreuses applications potentielles dans le domaine biomédical.
Lasynthese verte de ces nanoparticules, a partir de composes naturels tels que
lespolysaccharides, constitue une approche respectueuse de 1’environnement, efficace
etdurable.Cette étude vise a extraire des polysaccharides a partir des noyaux de dattes, a
synthétiser des AgNPs de manicre verte, et a évaluer leurs propriétés biologiques.L’extraction
a eté realisee par voie aqueuse apres une étape de délipidation, suivie d’une analyse des sucres
totaux et des protéines.Les polysaccharides extraits ont été utilisés comme agents réducteurs
et stabilisants pour la synthése des AgNPs. Les activités biologiques ont été évaluées a 1’aide
de tests antioxydants (DPPH), antibactériens (contre Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus) et anti-inflammatoires (stabilisation de la membrane
érythrocytaire).Les résultats ont révelé une activité antioxydante remarquable avec un taux
d’inhibition des radicaux libres atteignant 99 %, ainsi qu’un effet antibactérien significatif et
une activité anti-inflammatoire comparable a celle des médicaments de référence.Les
polysaccharides extraits des noyaux de dattes présentent un fort potentiel pour la synthese
verte des AgNPs, avec des applications prometteuses dans les domaines biomédical et

pharmaceutique.

Mots clés : Nanoparticules (NPs), AgNPs, Noyaux de dattes, Polysaccharides, Bio-activités



Abstract

Silver nanoparticles (AgNPs) are the subject of growing scientific interest because of
their many potential applications in the biomedical field. The green synthesis of these
nanoparticles from natural compounds such as polysaccharides is an environmentally friendly,
efficient and sustainable approach.This study aims to extract polysaccharides from date seeds
and evaluate their biological activities. Extraction was carried out using a hot water method
following a defatting step, with subsequent determination of total sugars and proteins.The
obtained polysaccharides were used for the green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs),
serving as both reducing and stabilizing agents. The biological activities of the synthesized
AgNPs were assessed through antioxidant (DPPH), antibacterial (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus), and anti-inflammatory (red blood cell
membrane stabilization) assays.Results revealed a strong antioxidant activity, with up to 99%
radical scavenging inhibition. Significant antibacterial effects were observed against all tested
strains, along with noteworthy anti-inflammatory properties comparable to standard
drugs.These findings highlight the promising multifunctional potential of date seed-derived
polysaccharides for biomedical and pharmaceutical applications.

Key words : Nanoparticules (NPs), AgNPs, Date pits, Polysaccharides, Bio-activities
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Introduction

Introduction

Les plantes contiennent une grande diversité de composés naturels qui, sont largement
reconnues pour leurs propriétés bénéfiques, et constituent une source précieuse de principes

actifs efficaces (Lorenzi et Matos, 2000).

Depuis des temps immémoriaux, la datte occupe une place centrale dans I’alimentation,
aussi bien pour ’homme notamment avec les variétés molles que pour les animaux, a travers
les dattes (Packer, 2001 ; Hurst, 2008). L’ Algérie se distingue par une production annuelle de
dattes estimée a 789 357 tonnes, ce qui la place au 4¢ rang mondial et au 1¢ rang parmi les
pays de I’Union du Maghreb arabe (FAO, 2010 ; FAO, 2012). Ce potentiel remarquable
repose sur une riche diversité pheenicicole, avec plus de 13 millions de palmiers dattiers
répartis sur le territoire national, représentant environ 940 cultivars différents recensés a ce
jour (Hannachi et al., 1998).

De nombreuses études ont été consacrées a 1’analyse de la composition chimique des
dattes. Par ailleurs, leurs noyaux représentent une ressource valorisable dans divers domaines,
notamment 1’alimentation animale, la fabrication du pain, 1’extraction de molécules
bioactives, la production de charbon actif, ainsi que dans les secteurs pharmaceutique,

cosmeétologique et de la médecine traditionnelle (EI gasim et al., 1995 ; Chaira et al., 2007).

Les polysaccharides représentent les macromolécules les plus abondantes sur Terre, y
compris dans les milieux marins. Ils constituent des composants structuraux essentiels des
parois cellulaires des végétaux et peuvent étre impliquées dans des mécanismes de
reconnaissance de type végétaux/environnement (Théo et al., 2008). Ils ne sont pas seulement
utilisés comme réserves énergétiques par les étres vivants, ils jouent également un réle
essentiel dans de nombreuses fonctions biologiques. On peut les extraire de divers
organismes, notamment les champignons, les algues, les animaux et les plantes supérieures
(Yang et al., 2009).

Les nanosciences et les nanotechnologies ont suscité un grand intérét au cours des
derniéres années en raison de leur impact potentiel sur de nombreux domaines scientifiques
tels que I'énergie, la médecine, I'industrie pharmaceutique, I'électronique, I'aérospatiale, et
bien d'autres encore (Iravani, 2014). Le terme "nano™ en science fait référence a une échelle
extrémement petite, les nanoparticules métalliques, en particulier, ont des tailles qui varient

généralement entre 1 et 100 nanometres (nm) (Khan et al., 2014).
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Parmi les diverses nanoparticules, les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont été I'un des objets
d'étude les plus populaires au cours des dernieres décennies (Yin et al., 2020) en raison de
leur potentiel exceptionnel dans de nombreux domaines,notamment la médecine, la santé et
I'industrie.Elles sont utilisées pour leur activité antimicrobienne, leur potentiel dans le
traitement du cancer, la réparation des plaies et la cicatrisation osseuse, ainsi que dans divers

autres domaines (Rostami et al., 2018 ; Partila et al., 2020).

L’objectif de notre travail est 1’extraction les polysaccharides hydrosolubles des noyaux
de dattes, et I’analyse quantitative des oses totaux et des protéines présents de 1’extrait.
Ensuite I’extrait polysaccharidique a été utilisé pour la syntheése des nanoparticules d’argent

AgNPs et I’évaluation de leurs activités biologiques.

Ce mémoire est structuré en deux parties complémentaires : La partie bibliographique
comprend trois chapitres présentant respectivement : les caractéristiques des dattes et de leurs
noyaux, les propriétés et roles des polysaccharides, ainsi qu’un apergu sur les nanoparticules

et leurs applications.

La partie expérimentale se divise en deux chapitres : Le premier chapitre décrit les matériaux,
les protocoles d’extraction des polysaccharides, de synthese des nanoparticules et les
méthodes d’analyse utilisées. Le second chapitre regroupe les résultats obtenus, leur
interprétation, ainsi que 1’évaluation des activités biologiques des extraits et des

nanoparticules synthétisées
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Chapitre 7

Dattes et noyaux de dattes



Chapitre 1 Dattes et noyaux de dattes

I-Datte
1-Définition et description générale de la datte

Les dattes (Phoenix dactylifera.L), fruit du palmier dattiers constituent 1’aliment de base pour
les populations du désert (Noui, 2016). Elle est une baie de forme allongée, oblongue ou
arrondie. Elle est composée d’une partie comestible dite chair ou pulpe et une partie non
comestible et dure de la datte est formée par la graine ou le noyau. (Chniti, 2015).
Dépendamment des types botaniques, les dimensions sont trés variables, de 2 a 8 cm de
longueur, pour un poids de 2 a 8 grammes. Sa couleur va du blanc jaunatre au noir en passant

parle des couleurs ambre, rouge, brune plus ou moins foncée (Noui, 2016).
2-Taxonomie

Selon Mallhi et al (2014), la classification du palmier dattier dans le regne végétal

estprésentée ci-dessous :
Régne : Planta
Sous-regne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Sous-classe: Arecidae
Ordre: Arecales

Famille: Arecacea

Genre: Phoenix

Espéce :Phoenix dactylifera L.



Chapitre 1 Datte et noyaux de datte

3- Répartition géographique du palmier dattier en Algérie

Le palmier dattier est cultivé dans les régions sahariennes du pays (Figure 1) : Ziban (Biskra),
Le Souf (EI-Oued), Oued-Righ (M’Ghair, Touggourt...), Ouargla, M’Zab (Ghardaia), Touat
(Adrar), Gourrara (Timimoun), Tidikelt (In-Salah), Saoura (Béchar), Hoggar-Tassili
(Tamanrasset, Djanet). On trouve également de petites palmeraies dans le sud des Wilayas
steppiques (Teébessa, Khenchella, Batna, Djelfa, Laghouat, M’Sila, Naama, EI-
Bayedh).(Belguedj, 2014)

| / S———

"

Figure 1: Carte de la répartition des zones d’observation et phoenicol en Algérie (El
Barnaoui, 2016)

4-Composition biochimique de dattes

4-1- Composition biochimique de la partie comestible

La majoritée des composants essentiels et nécessaires a I'organisme, constituent la chair des
datte (Munier, 1973) :

4-1-1- Eau : joue un role essentiel dans la composition des dattes. Mais plus le fruit marit,
plus il perd cette eau (Chahata, 2000).



Chapitre 1 Datte et noyaux de datte

4-1-2- Sucres : représentent une part importante de la datte : ils comptent pour environ 95 %
de son poids sec. Cette teneur peut varier selon plusieurs facteurs, comme le climat, le stade

de maturité, le type de datte (ou cultivar) et méme la consistance du fruit. (Chahata, 2000).

4-1-3- Lipides : La chair des dattes contient trés peu de matiéres grasses, avec un taux variant
entre 0,12 % et 0,72 % (Eman, 2015).

4-1-4- Les protéines et les acides aminés : Les dattes ne sont pas considérées comme une
source importante de protéines, leur teneur varie selon les variétés entre 1,72 % et 4,73 % du
poids de la pulpe (Eman, 2015).

4-1-5- Fibres : La chair de la datte contient de la lignine, de la cellulose et de I’hémicellulose.

(Sayah, 2018).

4-1-6- Eléments minéraux : Les dattes sont considérées comme des fruits particuliérement

riches en minéraux (Al Farsi et Lee, 2008).

4-1-7 Les vitamines : Selon Al-Shahib (2003), les dattes sont une bonne source de vitamines,

puisqu’elles en contiennent au moins six différentes (exemple la vitamine A et C).

4-1-8- Les enzymes : Les enzymes jouent un rble essentiel dans les processus de
transformation qui accompagnent la maturation des fruits comme [’invertase, cellulase,

pectinométhyléstérase. . .etc. , (Daas, 2009)
5- Caractéristiques physicochimiques des dattes

5-1-Teneur en eau : varie en fonction de la variété, du stade de maturation et des condition
climatique. Elle se situe généralement entre 8 et 30% du poids de la chair fraiche (Noui,
2007).

5-2 -pH: est legérement acide, genéralement compris entre 5 et 6. Cette acidité freine la

croissance des bactéries (Reynes et al ., 1994).

5-3-Acidité : L'acidité de la datte est faible et varie entre 2,02 et 6,3 g d'acide/Kg (Bessaset
al., 2008).

I1- Noyaux de dattes

Les noyaux de palmier dattier sont généralement considérés comme des déchets par de

nombreuses industries de transformation. Dans la plupart des pays producteurs de dattes, ils

5
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sont soit jetés, soit utilisés en petite quantité dans I’alimentation animale. Leur utilisation dans
I’alimentation humaine reste tres peu étudiée, en dehors de quelques usages traditionnels.
(Lecheb, 2010) ; (Boussena, Khali, et Boutakerbet, 2013).

1-Définition et description du noyau de datte

Le noyau de datte, aussi appelé graine, a une forme allongée et une taille qui peut varier selon
les variétés, Il présent 7 a 30 % du poids de la datte (Ben djaballah et al.,2010), Est entouré
d'un endocarpe parcheminé, lisse. Le noyau constitue d'un aloumen de consistance dure et

cornée(Figure 2). (Baazize, 2003).
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Figure 2 : Morphologie et anatomie du fruit et de la graine du palmier dattier (d'aprés
Lecheb, 2010)
2-Composition biochimique de la partie non comestible (Noyau)

Le noyau de datte est formé d’un albumen blanc, dur et corné, entouré d’une enveloppe riche
en cellulose (Munier, 1973). Sa composition chimique est présentée dans le tableau ci-

dessous(Tableau 1).
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Tableau 1 : La composition biochimique des noyaux des dattes (Chahata, 2000).

Parametres Teneur en %

Eau 6,5
Protéines 6,9
Glucides 45
Cendres 2,5
Fibres 13,9

Cellulose 16,20
Lipides 8,49

3-Transformation et utilisation des noyaux de dattes
* Aliment du bétail

Les noyaux de dattes constituent des sous-produits intéressants peuvent étre utilisées comme
aliment du bétail (Chehma et al., 2000)

* Composition cosmétique

La présente invention concerne 1’utilisation non thérapeutique d’un extrait de noyaux de
dattes, intégré dans une composition cosmétique, dans le but de traiter les signes visibles du
vieillissement cutané. Cet extrait permet notamment de réduire les rides et ridules, et de lisser

la peau (Jauve, 2006).
* Farine des noyaux de dattes

Les noyaux de dattes ont été valorisés par leur incorporation dans de la farine de blé tendre
commerciale. Aprés avoir été séchés puis finement broyés, ils ont été ajoutés a la farine a des
taux de 5 %, 10 %, 15 % et 20 %.(Khali et al, 2015).

4-Propriétés antioxydantes et therapeutiques de noyaux de dattes

Les noyaux de datte (Phoenix dactylifera L) présentent une richesse exceptionnelle en
composés bioactifs, notamment les polyphénols, les flavonoides et les acides phéenoligues,
leur conférant un pouvoir antioxydant élevé. Plusieurs études ont démontré que ces composés

permettent de piéger les radicaux libres et de réduire le stress oxydatif, un facteur clé dans le
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développement de nombreuses maladies chroniques, comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires et le diabéte de type 2 (El-Far et al., 2016 ; Saryono et al., 2019). En plus de
leur pouvoir antioxydant, les extraits de noyaux de datte ont démontré Sur le plan
thérapeutique des effets anti-inflammatoires, antimicrobiens et hépato protecteurs . Des études
in vivo ont montré que 1’administration d’extraits de noyaux de datte a des rats exposés a des
substances toxiques, comme le tétrachlorure de carbone (CCls), entrainait une réduction
significative des marqueurs de dommage hépatique (Saryono et al., 2018). Par ailleurs,
I’activité antidiabétique potentielle des noyaux de datte a €té mise en évidence par Hamad et
al., (2015), qui ont observé une amélioration de la tolérance au glucose et une réduction du

taux de glycémie chez des rats diabétiques traités avec des extraits de ces noyaux.
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1-Généralité

Les glucides, dont la formule générale est (CH20)n, regroupent une vaste famille de
composés incluant les sucres simples, les polysaccharides et leurs dérivés. Ils jouent un role
fondamental dans I’alimentation des €tres vivants, en particulier sous la forme du glucose, un
sucre simple essentiel. 1ls constituent une source majeure d’énergie et de carbone, nécessaire a
la synthése de biomolécules telles que les protéines, les acides nucléiques, les lipides et
d’autres glucides (Sanchez, 2006). Leur polyvalence des polysaccharides est exploitée dans
plusieurs domaines industriels, notamment dans 1’agroalimentaire ou ils servent d’agents
gélifiants, épaississants, émulsifiants, stabilisants et texturants. En raison de leur
biocompatibilité et de leurs propriétés thérapeutiques, ils sont également utilisés dans les
secteurs pharmaceutique et médical (Roger, 2002 ; Jeddou et al., 2016). Les polysaccharides
ont démontré diverses activités biologiques, telles qu’immunomodulatrice, antitumorale (Yu
et al.,, 2017), antidiabétique (Zhang et al.,, 2015), antioxydante, anti-inflammatoire,
anticoagulante (Jeddou et al., 2016) et antibactérienne (Zhu et al., 2017).

2-Définition des polysaccharides

Les polysaccharides, également connus sous les noms de polyosides ou glucanes, sont des
macromolécules formées par 1’enchainement de nombreux monosaccharides unis par des
liaisons glycosidiques. Les structures qu’ils forment peuvent étre soit lin€aires, soit ramifiées,
et peuvent contenir de plusieurs dizaines jusqu’a plusieurs milliers d’unités
monosaccharidiques ( Hames et al., 2006 ; Bruneton, 2009 ). Les sources de polysaccharides
sont multiples : algues, plantes, bactéries, champignons, insectes, crustacés et animaux. Leurs
structures peuvent étre modifiées grace aux techniques de génie génétique (Prajapati et al.,
2014). Il existe plusieurs criteres de classification des polysaccharides, tels que leur structure,
leur composition chimique, leur solubilité, leur origine ou encore leurs applications. Du point
de vue chimique, ils se répartissent en deux grandes catégories: les polysaccharides
homogenes, constitués d’un seul type de monosaccharide, et les polysaccharides hétérogenes,

formés de plusieurs types de sucres simples (Luisot, 1983 ; Merghem, 2009).
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3-Classification des polysaccharides
3-1- Selon la structure
3-1-1- Homo polysaccharides

Les homo polysaccharides, sont des macromolécules constituées exclusivement d’un seul type
de monosaccharide, généralement le glucose. Ces composeés, appelés également glucosanes,
jouent des réles essentiels en tant que substances de réserve énergétique (comme 1’amidon) ou
éléments structuraux (comme la cellulose) dans les organismes vivants. L’enchainement
régulier de résidus glucidiques identiques, conférant a ces polyméres une certaine

homogeénéité chimique et fonctionnelle (Luisot, 1983 ; VVoet, 2005).
3-1-2- Hétéro polysaccharides

Les hétéro polysaccharides, ou hétéro glycanes, sont des polymeres composés de plusieurs
types de monosaccharides. Ces macromolécules peuvent étre classées en deux grandes
catégories selon leur charge : les hétéro polysaccharides neutres, ces polysaccharides sont
couramment présents dans les organes de réserve des plantes supérieures, tels que les graines,
les racines et le bois (Lehninger, 1989) ; et les hétéropolysaccharides acides présentent des
structures plus complexes et ramifiées avec des chaines latérales contenant de 1’acide

uronique et parfois de I’arabinose (Voet, 2005).
3-2- Classification selon I'origine
3-2-1- Polysaccharides d’origine animale

Chez les animaux, les principaux polysaccharides sont le glycogéne, la chitine et les
glycosaminoglycanes (GAG), qui constituent la partie glucidique des protéoglycanes.
Certains, jouent un réle structural important dans la matrice extracellulaire des tissus
conjonctifs. D’autres, tels que I’héparine et I’héparane sulfate, sont impliqués dans les
processus de signalisation cellulaire, grace a leurs propriétés biologiques spécifiques
(Delattre, 2005).

10
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3-2-1-1- Le Glycogene

Le glycogéne est un polysaccharide de réserve retrouvé chez les animaux et certains
microorganismes, servant de source principale de glucose pour les besoins énergétiques et
métaboliques. Appelé aussi "amidon animal™ (Jérdme et al., 2004), il se compose uniquement
d’unités de glucose liées principalement par des liaisons a-(1—4), avec des ramifications en

a-(1—6)(Figure 3) (Gerald, 1998).

Figure 3 : Structure du glycogene (Pal et al., 2015)

3-2-1-2-La Chitine

La chitine est un polysaccharide naturel retrouvé majoritairement dans 1’exosquelette des
crustacés tels que les crevettes et les crabes, ainsi que dans la paroi cellulaire des
champignons et de certaines algues. Elle est formée de résidus de N-acétyle-D-glucosamine
unis par des liaisons B-(1—4), (Crini et al., 2009). Sa présence massive dans la biomasse

naturelle en fait un polysaccharide d’importance comparable a celle de la cellulose (Figure 4).

OH =
5i\O/&o\\/ k
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Sidia NH OHO%N\H- % ;
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Figure 4 : Structure moléculaire du motif monomérique de la chitine (Yves.,2008)
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3-2-2- Polysaccharides d’origine végétale
3-2-2-1-Polysaccharides des végétaux inférieurs

Polysaccharides issus des algues marines, ces composes présentent une grande variété

structurale et sont utilisés dans divers domaines (Bruneton, 2009).
L’acide alginique (alginate) :

Est un polysaccharide constitué d’un enchainement d’acides polyuroniques formés de résidus
d’acide D-mannuronique et d’acide L-glucoronique. Il est abondamment retrouvé dans les
algues brunes (Phaeophyceae), notamment chez les genres Laminaria, Macrocystis, Fucus et
Ascophyllum (Pérez, 1997 ; Bardoulat, 2007 ). Cet acide possede des propriétés gélifiantes

trés recherchées dans 1’industrie agroalimentaire et pharmaceutique(Figure 5).

CoC-

M G

B - D — manmironate d — L — guluronate

Figure 5 : Structure chimique de I’alginate (Garon-Lardiere .,2004)
Les carraghénanes :

Sont des polysaccharides sulfatés extraits de certaines espeéces d’algues rouges appartenant
principalement aux familles Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaceae et Furcellariaceae. Ces
algues se distinguent par la présence d’un type particulier d’amidon situé hors des plastes,

connu sous le nom ‘d’amidon floridé (Bardoulat, 2007 ; Bruneton, 2009).
L’agar-agar :

Est un mélange de polysaccharides issus principalement des algues rouges du genre Gelidium.
Ce polysaccharide est largement utilisé pour ses propriétés gélifiantes(Figure 6) (Bruneton,
2009).

12
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Figure 6 : Motif osidique de base des agarcolloides (1) et des carragenanes (2) (Garon-
Lardiere., 2004)

3-2-2-2-Polysaccharides produits par les micro-organismes et les champignons
La gomme xanthane :

Est un polysaccharide extracellulaire, produit par la fermentation aérobie de sucres par la
bactérie Xanthomonas campestris. Cette bactérie se développe naturellement sur certaines
plantes de la famille des Brassicaceae et transforme les substrats végétaux en une substance
gélatineuse (De Reynal, 2009 ; Bruneton, 2009).

Le lentinane :

Est un polysaccharide homogéne extrait du champignon Lentinus edodes. Ce champignon, au
méme titre que Agaricus bisporus (champignon de Paris) (Bruneton, 2009 ; Chollet, 2013).

3-2-2-3-Les polysaccharides des végétaux supérieurs
3-2-2-3-1-Polysaccharides de réserve
L’amidon :

Est le principal polysaccharide de réserve chez les plantes. Il est abondant dans les graines de
céréales (blé, riz, mais, orge...), les fruits comme la banane plantain, et dans les organes
souterrains tels que les racines tubérisées (pomme de terre, manioc, igname) et les rhizomes
(taro) (Bruneton, 2009 ; Sindic, 2010).

13
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Les fructanes :

Sont des polymeres de fructose liés principalement par des liaisons f(2—1) a une molécule de
glucose terminale. Ils sont particulierement présents dans les racines, bulbes, tubercules et

rhizomes (Agarwal, 2006).
3-2-2-3-2-Polysaccharides structuraux
La cellulose :

Est le polysaccharide structural le plus répandu dans le regne vegétal. Elle forme des
microfibrilles déposées dans la paroi cellulaire des plantes supérieures, assurant rigidité et
soutien(Figure 7) (Bruneton, 2009 ; Roux et al., 2007).

o /“" <
"o OH o HO /“" { O 0 0 =
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Figure 7: Structure de la cellulose (Yves., 2008)

Les hémicelluloses :

Sont des polysaccharides complexes formés principalement d'acides uroniques et de sucres
neutres tels que la xylose, le mannose, I'arabinose, le glucose et le galactose. Elles peuvent
étre des homopolymeéres (comme les mannanes, glucanes, xylanes) ou des hétéropolymeres
(tels que les xyloglucanes, arabinoxylanes, glucuronoxylanes) (Delattre, 2005).

Les pectines :

Sont des macromolécules glucidiques exclusivement végeétales, présentes principalement dans
la lamelle moyenne des parois cellulaires. Elles sont composées principalement d'acides
galacturonique et servent de "ciment biologique”, reliant les cellules entre elles.
Industriellement, elles sont utilisées comme agents stabilisants, épaississants et gélifiants dans

des produits comme les confitures, ainsi que dans l'industrie textile (Bruneton, 2009).
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4-Les polysaccharides présents dans les noyaux de dattes

La poudre issue des noyaux de dattes est particulierement riche en composés chimiques et en
polysaccharides, notamment en hémicelluloses et en cellulose et comporte peu de pectines du
fait que la quantit¢ des acides uroniques est trés faible. L’analyse des extraits
hémicellulosiques, réalisée par chromatographie en phase gazeuse selon deux méthodes,
réduction/acétylation et méthylglycosides-O-triméthyles (TMS), révele que le mannose est le
sucre dominant, suivi par le galactose et le glucose. Cela montre que le noyau de datte
constitue une source non négligeable de mannose. Les glucomannanes et les mannanes sont

les hémicelluloses présentes dans le noyau de dattes (Daddi et al.,2018)
5 - Les activités biologiques des polysaccharides
5-1-L’activité antioxydante :

Les antioxydants jouent un réle clé dans la protection contre le stress oxydatif, un phénoméne
qui peut endommager les cellules (Ouibrahim, 2015). Certains polysaccharides extraits de
Chenopodium quinoa ont montré des capacités antioxydantes notables, en neutralisant les
radicaux libres comme les polysaccharides extraits de Chenopodium quinoa (Hua et al.,
2017), les polysaccharides hydrosolubles extraits des fleurs de thé (Camellia sinensis) (Quan
et al., 2011). Egalement, Un polysaccharide extrait du fruit du gombo, composé de mannose,
galactose, arabinose, xylose, fructose et rhamnose, a présenté une activité antioxydante contre
les radicaux DPPH, hydroxyles et superoxydes dans des tests en laboratoire (Wang et al.,
2018).

5-2 L’activité anti-inflammatoire

L'inflammation est une réaction biologique du corps qui intervient en réponse a des agressions
de nature physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse. Actuellement,
le traitement de l'inflammation repose sur [l'utilisation d'anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens, tels que I'aspirine. Ces traitements, bien que efficaces,
sont souvent associés a des effets indésirables qui limitent leur usage prolongé (Ndiaye et al.,
2006). Une étude a mis en évidence les effets et les propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes des polysaccharides issus de Cyclocarya paliurus. De plus, un polysaccharide
extracellulaire produit par des cyanobactéries a montré une activité anti-inflammatoire notable
apres une application locale sur l'oreille de souris ayant un cedéme induit par 1'huile de croton.
(Gloaguen et al., 2008).
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5-3 L’activité antibactérienne

Certains polysaccharides, notamment ceux extraits d'algues ou de champignons, montrent une
activité antibactérienne. Ils peuvent inhiber la croissance des bactéries ou renforcer le systeme

immunitaire, ce qui les rend utiles en médecine et en pharmacie (Zhou et al., 2022)
5-4- L’activité anticancéreuse

Le cancer est une maladie complexe et multifactorielle, généralement caractérisée une
croissance incontrélée de cellules transformées (Wang et al ; 2014). De nombreuses études
ont montré que les polysaccharides peuventinhiber la croissance tumorale par des mécanismes
communs comme la prévention de l'oncogenese par la consommation orale de préparations
actives, une action anticancéreuse directe comme 1’induction de [’apoptose (mort
programmée) des cellules tumorales, I'activitté immunopotentiation associée a une

chimiothérapie et I'inhibition de la métastase tumorale (Zong et al ; 2012).
5-5-L’activité immunomodulatrice

Les polysaccharides immunomodulateurs sont des composés capables de stimuler
simultanément plusieurs composantes du systeme immunitaire. Cette action leur confére
diverses propriétés thérapeutiques, notamment des effets antitumoraux et anti-inflammatoires
(Sanchez ; 2006)
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1- Généralités sur les nanoparticules

Les nanoparticules (NPs) sont, en général, des particules dont le diamétre varie entre 1 et 100
nanometres (< 0,1 pum), et leurs propriétés particulieéres dépendent essentiellement de leur
taille (Blanco et al., 2015). Composées de dizaines voire de centaines d’atomes ou de
molécules, les nanoparticules peuvent présenter différentes tailles et formes (Lee et al., 2014).
Les nanoparticules métalliqgues — comme celles a base d’or, d’argent, de zinc, de titane, de
fer ou de cuivre — suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétés uniques,
notamment catalytiques, électroniques, magnétiques, chimiques, photoélectrochimiques et
optiques (Hulkoti et al., 2014). Ces caractéristiques leur permettent d’étre utilisées dans de
nombreux domaines, tels que la biomédecine, la pharmacie, la catalyse, la délivrance ciblée

de médicaments ou encore comme agents antimicrobiens (Ahmed et al., 2016).
2- Définition des nanoparticules
Les NPs ne sont pas de simples molécules, elles sont structurées en trois couches distinctes :

— La couche superficielle, qui peut étre modifiée avec divers composés comme de petites

molécules, des ions métalliques, des tensioactifs ou encore des polymeres.

— La couche de coque, composée d’un matériau différent de celui du noyau, avec des

caractéristiques chimiques spécifiques.

— Le noyau, qui constitue la partie centrale de la nanoparticule et représente généralement son

cceur fonctionnel (Khan et al., 2017).
3- Les nanoparticules d’argent

Les nanoparticules d'argent (AgNPs), ou nano-argent, sont de trés petites particules mesurant
entre 20 et 40 nanometres. Elles sont composées d’environ 80 % d’atomes d’argent et de 20
% d’ions argent. Aujourd’hui, elles figurent parmi les nanoparticules les plus produites et les
plus libéreées dans I’environnement. Trés appréciées dans les secteurs pharmaceutique et
agroalimentaire, les nanoparticules d’argent sont principalement utilisées pour leurs propriétés
antimicrobiennes puissantes. Cependant, leur usage reste sujet a controverse en raison des
incertitudes liées a leurs effets potentiels sur la santé humaine et I’environnement
(Hemmerlin,2014)
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e Présentation générale de ’argent

L'argent est un élément chimique avec le symbole Ag de couleur gris blanc
(Chauvel,2018).C’est un métal malléable, ductile et précieux qui a été connu depuis des temps
anciens et est situé dans le groupe 11 (Ib) et la période 5 du tableau périodique. L'argent est
largement distribué dans la nature. Mais son abondance dans la cro(te terrestre est trés faible

(0.05 ppm) par rapport aux autres métaux(Figure 8) (Sivaguru,2018).

Figure 8 : Pépite d'argent (Britannica,2021)
e Propriétés optiques

Les AgNPs sont particulierement efficaces pour absorber et diffuser la lumiéere. Contrairement
a la plupart des colorants et pigments classiques, leur couleur varie en fonction de leur taille et
de leur forme(Figure 9)(Yusuf, 2019).

Electron Density

AgNP Sphere

Figure 9: a) Résonance plasmonique de surface (SPR) pour les AgNPs a une longueur d'onde

spécifique ; b) Image de microscopie en champ noir des AgNPs

(Yusuf, 2019).
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e Propriétés thermiques

L'une des propriétés remarquables des nanoparticules métalliques est leur faible température
de fusion, un phénomeéne lié¢ a leur trés petite taille, connu sous le nom d’effet de taille

thermodynamique. (Syafiuddin et al., 2017)
e Propriétés catalytiques

Les AgNPs ont montré une grande efficacité en tant qu’agents catalytiques, notamment pour
la réduction de plusieurs colorants tels que le bleu de méthyléne, le jaune-12, le 4-nitrophénol,

le rose Bengale, 1’éosine (Syafiuddin et al., 2017)
5- La synthese biologique des Nanoparticules d’argent

La synthése verte des nanoparticules s’impose progressivement comme un domaine clé de la
nanotechnologie. Elle repose sur I’utilisation d’entités biologiques pour produire des
nanoparticules de maniére respectueuse de I’environnement (Prateek et al., 2017). Dans ce
processus, la paroi cellulaire, chargée négativement, interagit de facon électrostatique avec les
ions métalliques positifs, permettant leur réduction biologique en nanoparticules (Tran et al.,
2013). Cette méthode peut étre vue comme une approche respectueuse de 1’environnement,
mais aussi comme une technique a faible co(t et a haut rendement, non toxique (Soliman et
al., 2018). Elle est simple, fiable (Rajeshkumar et Bharath, 2017), et permet d'obtenir des
nanoparticules avec une densité élevée, une grande stabilité et une solubilité immédiate dans
I'eau (Zhang et al., 2016). En comparaison avec les méthodes de synthése chimique et
physique, qui présentent une faible biocompatibilité et des risques biologiques potentiels, la
méthode verte consomme moins d'énergie, ne nécessite pas de pression élevée, est moins

colteuse et offre un meilleur rendement (Tableau 2)(Mohamed et al., 2019).
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Tableau 2: Comparaison entre la synthése biologique et la synthése chimique (Muhammad et
al., 2016).

Synthéses des nanoparticules

Méthodes vertes Méthodes chimiques Méthodes physiques
-Utiliser des pants et leurs | -Photochimique -Evaporation-condensation
extraits -Electrochimique -Ablation laser pulse
-Utiliser des bactéries -Reduction chimique -phase vapeur et gaz
-utiliser de la levure -Four micro-onde -Lithographie
-Utiliser des champignons | -Pyrolyse -Fraisage a billes

-Utiliser des micro-

organisme

Non toxique Toxique

Parmi les agents réducteurs et/ou stabilisants utilisés dans la production de nanoparticules

d’argent par synthése verte, on retrouve :

e Les plantes

Les plantes représentent une méthode particulierement prometteuse pour la synthése rapide
des nanoparticules d’argent, grace a la richesse en métabolites bioactifs. Ces composés tels
que les polyphénols, les flavonoides, les terpénoides, les acides aminés, les protéines et les
enzymes jouent un réle clé dans le processus, en agissant comme agents réducteurs ou
stabilisants (Chauvel, 2018). Diverses parties de la plante, notamment les racines, les tiges, les
graines et les feuilles sont principalement utilisées pour la synthese des NPs. Le point
intéressant est c’est la présence d’agents bioactifs spécifiques dans chacune de ces parties

(Muhammad et al., 2016).

e Les bactéries

L’utilisation des bactéries dans la synthése des nanoparticules connait un intérét croissant, en
raison de leur facilité de manipulation, de leur succes grandissant, et de la possibilité de les
modifier génétiquement. Les nanoparticules d’argent (AgNPs) ont ainsi €té produites a I’aide
de bactéries a Gram positif comme a Gram négatif. Il est important de noter que certaines

bactéries sont capables de générer ces nanoparticules a I'intérieur méme de leurs cellules
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(synthese intracellulaire), tandis que d’autres les produisent a I’extérieur, dans leur

environnement (synthese extracellulaire). (Chauvel, 2018).
e Les polysaccharides

Dans cette méthode, les AgNPs sont synthétisées en utilisant de 1’eau comme solvant
écologique, ainsi que des polysaccharides jouant a la fois le role d’agents réducteurs et de
stabilisants. En présence de nitrate d’argent (AgNOs), ce procédé permet d’obtenir des
nanoparticules d’une taille allant de 10 a 34 nm. Ces AgNPs se montrent stables dans une

solution aqueuse a 25 °C pendant environ trois mois (Chauvel, 2018).
6- Activités biologiques des nanoparticules d’argent

Les AgNPs ont suscité un vif intérét parmi les chercheurs en raison de leur capacité
exceptionnelle a lutter contre un large éventail de micro-organismes pathogenes
(Rajeshkumar et Bharath, 2017).

6-1 Activité anti-inflammatoire

Des études ont montré que I’exposition aux NPs stimule la sécrétion de diverses cytokines et
chimiokines par les cellules épithéliales, entrainant ainsi I’infiltration de macrophages dans
les zones touchées. Les médiateurs de I'inflammation sont donc activés, et la production de
cytokines inflammatoires augmente, favorisant leur afflux depuis le systéme circulatoire vers

le site de I’inflammation (Keywan et al., 2019).

6-2 Activités antioxydantes

Les antioxydants sont des substances, naturelles ou synthétiques, capables de prévenir ou de
ralentir les dommages cellulaires causés par les oxydants, comme les radicaux libres
(Bedlovicova et al., 2020). D’aprés une étude menée par (Keshari et al., 2020), les AgNPs
présentent une activité antioxydante notable, attribuée a la présence de groupes fonctionnels a

leur surface ainsi qu’a leur tres petite taille.
6-3 Activité antibactérienne

Les AgNPs se sont révelées étre un agent biocide trés efficace, capable d’agir contre un large
éventail de bactéries, aussi bien Gram néegatif que Gram positif. Parmi les bactéries ciblées, on
retrouve notamment Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Streptococcus mutans et Bacillus subtilis (Zhang et al., 2016). Le fort rapport surface/volume

22



Chapitre 111 Les nanoparticules

des AgNPs améliore leur interaction avec les micro-organismes, ce qui favorise la libération
des ions argent et renforce leur efficacité biocide (Keywan et al., 2019). Par ailleurs, les
AgNPs de plus petite taille ont une capacité accrue a traverser les membranes cellulaires et a
pénétrer a I’intérieur des cellules. Il est important de noter que la concentration d’AgNPs
nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne varie selon le type de bactérie (Carolina et
al., 2014).

7- Applications des nanoparticules d’argent

Les prévisions indiquent que D’industrie des nanotechnologies continuera de croitre
rapidement, avec une attention particuliere portée a la production d’AgNPs. De nombreuses
études montrent que ces nanoparticules possédent une valeur commerciale plus élevée que
d’autres types de nanoparticules, et qu’elles sont plus fréquemment mises en avant dans les

produits de consommation(Tableau 3), (Calderén-Jiménez et al., 2017).

Tableau 3: Applications des nanoparticules d‘argent dans des différents secteurs(Verma et
al., 2019)

Domaine Application des AgNPs
e Les cellules solaires
e L'imagerie médicale
Applications optiques e Les limiteurs optiques
e Les dispositifs plasmoniques (Nuranietet al.,
2015)

e Activité antimicrobienne

Applications L o
oharmacologiques e Activite larvicide

e Propriété de cicatrisation des plaie

e Réalisation antibactérienne

e Réalisation antifongique
Applications e Réalisation antivirale
biomédicales e Reéalisation anti-inflammatoire

e Activité anti-angiogénique

e Exploit anticancéreux

Applications textiles e Textile bloguant les rayons UV
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Industries alimentaires

Traitement

environnemental

Textiles et dispositifs médicinaux
Nanotechnologie et emballage alimentaire
Transformation alimentaire

Désinfection de l'air

Désinfection de I'eau

Désinfection de I'eau potable

Désinfection des eaux souterraines et des eaux

usées biologiques
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Matériel et méthodes

1- Objectif

Cette etude vise en premier lieu a extraire les polysaccharides hydrosolubles des noyaux de
dattes, et I’analyse quantitative des oses totaux et des protéines présents de 1’extrait. Ensuite
I’extrait polysaccharidique a été utilis¢ pour la synthése des nanoparticules d’argent AgNPs et

I’évaluation de leurs activités biologiques.

Le travail a été réalisé au niveau des laboratoire d’Immunologie, de Microbiologie et de
I’animalerie du département de Biologie, Faculté Sciences de la Nature et la Vie et Sciences

de la Terre et I’Univers a I’Université de 8 Mai 1945 Guelma.
2- Matériel végétal :

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est les noyaux des dattes du palmier dattier
issus du cultivar Ghars qui ont été lavés, puis séchés a 1’air libre a 1’abri du soleil et encore
séchés a 1’étuve a 37°C pour €liminer toute trace d’humidité et enfin broyer pour obtenir une

poudre (Figure 10).

Figure 10 : la poudre des noyaux de dattes( photo original)

3- Matériels et produits chimiques :

Le tableau suivant (Tableau 4) représente les produits chimiques, le matériel et les appareils

utiliser :
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Tableau 4 : Les produits chimiques, matériel et les appareils de laboratoire

e Spatule L eau distillée Balance électrique
e Entonnoir L hexane Agitateur

e Becher L acetone L étuve

e Papier filtre L "éthanol Centrifugeuse

e Pipette Phénol Spectrophotometre
e Boites de pétrie L acide sulfurique Soxhlet

o Erlenmeyers stériles Sulfate de cuivre Bain marie

e Pince Sodium Vortex

e Lestubes Potassium Bec bunsen

e Papiers whatman Nitrate d argent Four pasteur

e Perforeuse a papier e DPPH

e Les disques des antibiotiques e Méthanol

e Pipette graduée stérile e Eau physiologique

4- Extraction des polysaccharides hydrosolubles des noyaux des dattes :
4-1- Délipidation :

L’extraction des lipides présents dans les noyaux a été réalisé par 1’appareil soxhlet. 100g de
poudre ont été extrais avec 800 ml d’hexane, chauffé a 60°C (Dharhri et al., 2023). Le solvant
s’évapore, se condense et puis se déverse dans la chambre d’extraction pour solubiliser les
lipides contenus dans la poudre avant de revenir au ballon. Ce cycle est répété plusieurs fois
pendant 6h jusqu’a I’extraction compléte des lipides. La poudre dégraissée a ensuite été rincée

03 fois a I’acétone pour éliminer les traces d’hexane, puis laissée sécher a I’air libre.
4-2-Extraction des polysaccharides :

L’extraction a été réalisée selon la méthode de Dhahri et al., (2023). La poudre dégraissée a
été macérée avec 500ml d'eau distillée a 70°C pendant 2h, sous agitation douce et constante.
La macération est répétée 02 fois. Apres filtration a 1’aide de papier whatman, les deux filtrats
ont eté mélangés et centrifugés a 5000 rpm pendant 15 minutes pour éliminer les impuretes.
Pour la précipitation des polysaccharides, trois volumes d’éthanol glacé 95% a été ajouté a un
volume de surnageant. Les tubes ont été agités délicatement puis ont été laissés au repos
pendant 12-24h a 4°C. Les tubes sont ensuite centrifugés a 5000 rpm pendant 10 min pour
bien precipiter les polysaccharides. Le culot (contenant des polysaccharides) a été lavé 3 fois

avec | cétone, puis recentrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Le culot a ensuite été
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récupéré et séche a I'étuve a tempeérature inférieure a 30°C pendant 12h. La poudre obtenue
représente I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles issus des noyaux de dattes (Figure
11).

Figure 11 : les différentes étapes d’extraction des polysaccharides ( photo original )

4-3-Rendement d extraction : il est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait
brut obtenu et la masse du matériel végétal traité (noyaux de dattes). Ce rendement est calculé

par la formule suivante

. Poids de I'extrait de polysaccharides (g)

100

°~ Poids de la poudre seche de noyaux de datte (g) i
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5-Dosage des sucres totaux :

La teneur en oses totaux a été déterminée selon la méthode de Dubois et al. (1956). Pour cela,
1 ml de la solution de I’extrait de polysaccharides (a une concentration de 1 mg/ml) a été
mélangé avec 1 ml de solution de phénol & 5 %. Ensuite, 5 ml d’acide sulfurique concentré
ont été ajoutés au mélange réactionnel. Apres agitation au vortex, les tubes ont été incubés
pendant 5 minutes dans un bain-marie a 90 °C, puis laissés a reposer a tempeérature ambiante,
a l’obscurité, pendant 30 minutes. L’absorbance a ¢été mesurée a 490 nm a I’aide d’un

spectrophotometre.

Une solution meére de glucose a une concentration de 0,1 mg/ml a été utilisée pour préparer
une gamme d’étalonnage a différentes concentrations (Tableau 5). Cette gamme a servi a
¢établir la courbe d’étalonnage permettant de déterminer la teneur en oses totaux, exprimée en

mg équivalent glucose par mg d’extrait (Voir annexes).

Tableau 5 : Les dilutions de la gamme d’étalonnage de glucose

Concentration de glucose

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
mg/ml
Volume prélevé de la solution
200 400 600 800 1000
meére de glucose (ul)
Eau distillée
800 600 400 200 0
(k)

6-Dosage des protéines :
6-1- Préparation de la solution Biuret :

La solution a été préparée en dissolvant 1,5 g de sulfate de cuivre (CuSOs4) ainsi que 6 g de
tartrate double de sodium et de potassium (NaKCsH4Os*4H-0) dans 500 ml d’eau distillée.
Ensuite, 1 g d’iodure de potassium (KI) a été ajouté, suivi de 300 ml de soude (NaOH) a 10

%. Le volume final a été ajusté a 1 litre avec de 1’eau distillée.
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6-2- Dosage :

Un volume de 1 ml de I’extrait de polysaccharides des noyaux de dattes a été prélevé, auquel
2 ml de la solution de Biuret ont été ajoutés. Le mélange a été incubé pendant 30 minutes a
I’obscurité a température ambiante. L’absorbance a ensuite été mesurée a 550 nm a ’aide
d’un spectrophotométre (Baudet et Giddey, 1948). Le méme protocole a été appliqué a des
solutions de BSA (albumine sérique bovine) de concentrations connues, préparées a partir

d’une solution mére de 10 mg/ml (Tableau 6) :
Tableau 6 : Les dilutions de la gamme d’étalonnage du BSA

Concentration BSA (mg/ml) 0 2 4 6 8 10

Volume prélevé de la solution
mere BSA (pl)

0 200 400 600 800 1000

Volume d eau distillée ajoute

(ul)

1 800 600 400 200 0

Ces dilutions ont servi a établir une courbe d’étalonnage permettant de déterminer la teneur en
protéines totales des échantillons, exprimée en mg équivalent BSA par mg d’extrait (Voir

annexes).
7-Synthése des nanoparticules d argent AgNPs :

Les solutions ont été préparées dans un premier temps. Une solution de nitrate d'argent
(AgNOs) a 10 mM a été obtenue par dissolution de 0,17 g dans 100 ml d’eau distillée.
Parallélement, 50 mg de 1’extrait polysaccharidique des noyaux de dattes ont été dissous dans
100 ml d’eau distillée. La synthese des AgNPs a été réalisée en mélangeant les deux solutions
sous agitation a 70 °C, avec un ajustement du pH a 9. Apres 2 heures d’agitation, la solution a

été incubée a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 24 heures (El-Sheekh et
al., 2022).
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7-1- Caractérisation de la formation des AgNPs

La formation des AgNPs a été indiquée visuellement par un changement de couleur du
mélange, passant du transparent a un brun rougeatre(Figure 12). Cette formation a ensuite été
confirmée par spectrophotométrie UV-Visible, en mesurant 1’absorbance dans la plage de 300
a 500 nm.

e

Figure 12 : La solution d’AgNPs ( photo original )
8-Les activités biologiques
8-1-L activité antioxydante

La méthode DPPH repose sur la réduction du radical libre stable 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPHe*) par les antioxydants. En présence de composés antioxydants (les
AgNPs dans notre étude), la couleur violette du DPPH diminue en absorbance a 517 nm,
indiquant sa réduction par I’antioxydant utilisé (Brand-Williams et al., 1995). Dans le cadre
de I’évaluation de I’activité antioxydant, des dilutions ont été préparées a partir de la solution
mere des AgNPs afin d’obtenir différentes concentrations filles (dilution : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16
et 1/32). Pour chaque dilution, 200 pl ont été preleves, puis 800 pl de la solution de DPPH
ont été ajoutés. Le mélange a été agité, puis incubé a 1’obscurité pendant 30 minutes. Un
changement de couleur du violet au jaune a été observé, traduisant une activité antioxydant
liée a la réduction du radical DPPHe par les AgNPs (Figure 13). L’absorbance a ensuite été

mesurée a 570 nm a I’aide d’un spectrophotométre (Dhahri et al., 2023).
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Figure 13 : L activité antioxydante ( photo original )

Le méme protocole a été appliqué au standard, I’acide ascorbique, a différentes concentrations
(7,81 ; 15,62 ; 31,25 ; 62,5 ; 125 ; 250 pg/ml), afin de servir de reférence positive et de
permettre la comparaison de I’activité antioxydant des AgNPs avec celle d’un antioxydant

reconnu.

Le pourcentage d’inhibition % a été calculé comme suit :

(DO de control-DO de echantillon) N
DO de controle

100

Ou le contrdle : solution de DPPH
8-2-Lactivité antibactérienne :

La méthode de diffusion sur disque est une technique couramment utilisée pour évaluer
I’efficacité antimicrobienne d’un extrait. Elle consiste a déposer un extrait ou un antibiotique
sur un disque de papier placé sur une gélose ensemencée par une bactérie. Apres incubation,
la formation d’un halo d’inhibition autour du disque indique 1’activité antibactérienne(Figure

14) (Bauer et al.,1966)
8-2-1-Préparation des concentrations d’extrait :

Des dilutions ont été préparées a partir de la solution mere des AgNPs pour obtenir des
solutions filles de concentration : 100 %, 75 %, 50 % et 25 %.

8-2-2-Préparation des suspensions bactériennes :

A partir des boites ensemencées de chaque souche testée (Escherichia coli (ATCC25922),

Pseudomonas aeruginosa (ATCC25959) et Staphylococcus aureus (ATCC25923)), 3

colonies de chaque boite ont été prélevé a 1’aide d’une anse de platine stérile et au pres du bec
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bunsen. Les colonies prélevées ont été introduites dans des tubes contenant 5 ml d’cau
physiologique. Apres homogénéisation, les suspensions bactériennes sont prétes a utiliser

dans 15min.
8-2-3- Ensemencement et antibiogramme (milieu de culture Mueller-Hinton, MH) :

L’ensemencement des 3 souches a été réaliser sur un milieu gélosé MH par des stries
uniformes sur toute la boite de pétri a 1’aide d’un écouvillon trompé dans la suspension

bactérienne. Pour chaque souche, nous avons réalisé deux essais.
8-2-4-Dépot des disques :

Apres imprégnation des disques avec 40 pl de chaque dilution de 1’extrait AgNPs, 04 disque
(25%, 50%, 75% et 100%) ont été déposer sur la boite de pétri de chaque souche bactérienne
a l’aide de pince stérile (30mm d’espace entre les disques). Des disques de controle
(antibiotiques) ont été utilisé et déposer dans des boites de pétri ensemencés par les 03 souche
bactérienne : la gentamicine et la rifampicine ont été utilisé comme contréle pour Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa ; la céfoxitine et la rifampicine ont été utilisés pour

Staphylococcus aureus.Les boites de pétri ont été incubés a 37°C pendant 24h.
8-2-5- Lecture des résultats :

L’activité antibactérienne est évaluée en mesurant le diamétre des zones claires (zones

d’inhibition) formées autour des puits, en incluant le diamétre du puits lui-méme apres 24h.

Figure 14 : L’activité antibactérienne (photo original)
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8-3-L’activité anti-inflammatoire :

L’activité anti-inflammatoire peut étre évaluée par la méthode de stabilisation des membranes
des globules rouges (GR), une methode simple et fiable qui repose sur la capacité d’un extrait

a prévenir la lyse des GR en condition de stress osmotique (Shinde et al., 1999).

Pour cela, Quatre solutions ont été préparées :

PBS (phosphate-buffered saline), pH 7,4

Solution d’hyposulfite de sodium & 0,5 %
. Les solution filles (1/2, ¥4, 1/8, 1/16, et 1/32) a partir de la solution des AgNPs.
. Diclofénac sodique a 1 mg/ml (utilisé comme contrdle positif)

Préparation de la suspension des GR : 5 ml de sang hépariné ont été laveés trois fois avec 10
ml de PBS et centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Le culot des GR final a été dilué a
10 % par la solution de PBS.

Dosage : Dans chaque tube de test, 0,5 ml de suspension de globules rouges, 0,5 ml de
solution d’hyposulfite et 0,5 ml de I’extrait des AgNPs de différentes concentrations ont eté
ajoutés (ou du contrdle positif le diclofénac de sodium)(Figure 15).

Figure 15 : L’activité anti-inflammatoire (photo original)
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Les tubes ont été incubés a 37°C pendant 30 minutes, puis centrifugés a 2500 rpm pendant 5
minutes. L[’absorbance des surnageants a ¢été mesurée a 540 nm a 1'aide d’un
spectrophotometre. La stabilisation de la membrane cellulaire est considérée comme un
indicateur de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait, car elle refléte sa capacité a inhiber la
lyse des GR. Le pourcentage d’inhibition de I’inflammation est calculé par la formule

suivante :

. iy ey DO de controle—DO echantillon
% d'inhibition = * 100

DO de controle

Ou : contr6le : contient t la solution des Globules rouge + I’hyposulfite de sodium

33



Chapitre 'V

Résullars et discussion



Chapitre V Résultats et discussion

Résultat et Discussion
1-Rendements de I’extraction :

Le rendement de I'extraits des polysaccharides par rapport a la matiere séche des noyaux de
dattes est de 0,57% dans la fraction hydrosoluble(Tableau 7). Cette valeur est plus faible que
les polysaccharides hydrosolubles de Mesh-degla 2,26%, Deglet-nour 0,7%, Ghars 0,87%
(Belabel et al., 2021 ; Berretima et al., 2021) et de Ajwa 1,5% et 1,03% extraits par la
méthode d'extraction a l'eau chaude et I'extraction assistée par ultrasons respectivement
(Dhahri et al.,2023).

Cela peut s’expliquer par la variété génétique entre les variétés de dattes, chaque cultivar a
une composition chimique différente qui peut naturellement contenir moins ou plus de

polysaccharides dans les noyaux.

En effet, Al-Farsi et Lee (2008) ont montré que les différences variétales impactent
significativement la teneur en fibres, polyphénols et glucides complexes. Certains cultivars
contiennent une plus grande proportion de polysaccharides insolubles ou fortement liés a la

matrice lignocellulosique, ce qui réduit leur extraction en phase aqueuse.

Tableau 7 : Rendement d’extraction

Rendement Protéines totales
Sucres totaux
d’extraction % %
Extrait olysaccharidique
- < 0,57 19 8,2
de noyaux de dattes

2-Dosage des sucres :

La teneur en oses totaux mesurée dans 1’extrait polysaccharidique obtenu a partir des noyaux
de dattes est de 0,19 mg équivalent glucose/mg d’extrait, ce qui représente 19 % de I’extrait
polysaccharidique. Cette valeur est modéree et reste toutefois suffisante pour suggérer une
présence significative de polysaccharides dans 1’extrait. 58% des sucres ont été représenté

dans le travail de Marzouk et al, (2017) ce qui est plus élevé par rapport a notre étude.

De méme, une étude a montré la présence de 32 a 34 % de sucres de I’extrait de
polysaccharides des noyaux, contenant principalement 1’arabinose (5,05%), le xylose

(5,01%), le glucose (2,57%), le mannose (1,13%) et le galactose (0,95M), (Dhahri et al.,
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2023). Noorbakhsh et Khorasgani, (2022) ont révélé un taux de 4,81% des sucres totaux dans
les noyaux de dattes qui est en harmonie avec notre étude. Cela confirme la variation des

parameétres selon la richesse de chaque variété et cultivar.
3-Dosage des protéines

Les résultats obtenus montrent que la teneur en protéines des dattes est de 0,082 mg
équivalent BSA/mg d'extrait qui correspond a 8,2% de I’extrait des polysaccharides. Cette
teneur en protéines est cohérente avec ce que 1’on observe généralement dans des extraits

bruts de polysaccharides végétaux.

Des études similaires ont indiqué que I’extrait de polysaccharides des noyaux de dattes
représentent un taux de protéines de 6,2% par rapport a 1’extrait (Noorbakhsh et Khorasgani,
2022). Al-Farsi et al., (2005) ont montré que ces noyaux contiennent des protéines brutes en
proportion faible de 5 a 7 % de la matiere seche, ce qui peut expliquer la présence modérée de

protéines résiduelles dans les extraits polysaccharidiques.
4-La caractérisation de la synthese des AgNPs par spectrophotometre

Dans le cadre de la caractérisation des nanoparticules d’argent (AgNPs), la spectroscopie UV-

Vis a été utilisée pour confirmer leur formation.

DO des AgNPs
1,3
1,2
1,1

0,9
0,8

Absorbance

0,7
0,6
0,5

0,4
300 400 500 600

Longueurs d'onde (nm)
Figure 16 : Absorbance de la solution des AgNPs par spectrophotomeétre

Le spectre d’absorbance des AgNPs biosynthétisées révele un pic d’absorbance

caractéristique situé entre 360 nm et 410 nm, avec un maximum aux alentours de 390
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nm(Figure 16). Ce pic est typique de la résonance plasmon de surface (SPR) des AgNPs,
phénomene optique résultant de 1’oscillation collective des électrons libres a la surface des

nanoparticules lorsqu’ils sont excités par la lumiere (Elbagory et al., 2022).

Ce résultat confirme la formation effective des AgNPs dans le milieu réactionnel grace au
pouvoir de réduction de la solution des polysaccharides. L’intensité €levée de 1’absorbance
(atteignant environ 1,15) refléte une concentration notable de nanoparticules biosynthétisées,
qui est indiqué également par I’intensité de couleur de la solution. De plus, la forme

relativement symétrique du pic suggére une distribution de taille assez homogeéne.

Ce résultat est en accord avec plusieurs études antérieures. Par exemple, dans 1’étude de
Elbagory et al., (2022), un pic SPR net a 419 nm a été observé lors de la synthése verte des
AgNPs avec I’extrait de Moringa oleifera, De méme, Ahmed et al., (2016) ont obtenu un pic
d’absorption a 420 nm lors de la synthése de nanoparticules d’argent a I’aide de I’extrait
d’Azadirachta indica, confirmant la validité de la méthode utilisée. Sharma et al. (2021) ont
rapporté un pic a 422 nm apres I’utilisation d’un extrait de Ocimum sanctum, notant que ce
pic net et symétrique était indicateur de la formation efficace de nanoparticules et de leur

dispersion homogeéne dans le milieu réactionnel.

Ces trois études démontrent que la plage de 400 a 450 nm est typique pour les AgNPs de
forme sphérique et de petite taille, ce qui renforce la validité de notre observation. Ainsi, nos
résultats suggerent que la synthése réalisée a permis d’obtenir des nanoparticules
nanométriques, stables, bien formées et bien dispersées, conformément aux données de la

littérature scientifique.
5-L’activité antioxydante :

L’oxydation est une réaction chimique qui génére des radicaux libres (pro-oxydants).A leur
tour, ils commencent une chaine de réaction dans la cellule qui peuvent I’endommager ou
perturber sa physiologie. Les antioxydants sont les molécules responsables de la défense de
I’organisme et qui mettent fin a ces réactions oxydatives en éliminant les radicaux libre ou les
pro-oxydants (Moharram et Youssef, 2014). Le DPPH a été largement utilisé comme radical
libre pour évaluer la reduction des substances dans divers aliments et estimer les activités de

piégeage des radicaux libres des antioxydants (Marzouk et al., 2017).
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La figure 17 représente 1’évaluation de I’activité antioxydante des AgNPs par le radical
DPPH. Les valeurs de I’activité sont exprimées en pourcentage % qui représente le taux de

I’inhibition des radicaux libres.
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Figure 17 : Activité antioxydante des AgNPs

Les résultats de notre étude montrent que cette activité antiradicalaire augmente globalement
avec la concentration indiquée par I’augmentation de I’inhibition, ot nous avons observé une
inhibition de 22% a la dilution 1/32éme, 28% a la dilution 1/16, 58% a la dilution 1/8, 71% a
la dilution 1/4, atteignant un maximum de 99% a la dilution %. Cette tendance concorde avec
I’étude de BarathMani Kanth et al., (2011), qui ont observé une efficacité antioxydante

maximale a une concentration intermédiaire.

Azzez et al., (2017) approuvent que 1’augmentation de I’inhibition du DPPH est dépendante
de la concentration des AgNPs, ce qui concorde avec nos résultats. Cette puissante activité
antioxydante contre le DPPH est da a 1’activité des polysaccharides de noyaux de dattes qui
participent comme agent réducteur des ions de 1’argent et ainsi comme agent stabilisant des

nanoparticules qui leur offre cette activité antioxydante.

Dhahri et al., (2023) Confirment que les polysaccharides ont une activité antioxydante
puissante contre les radicaux libres conférant une activité antioxydante marquante aux
AgNPs. Marzouk et al., (2017) prouvent que 1’activité antioxydante des polysaccharides
augmente avec l’augmentation de la concentration ce qui explique 1’augmentation de

I’inhibition de DPPH avec 1’augmentation de la concentration des AgNPs dans notre étude.
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De ce fait, nos résultats renforcent 1’idée que la marquante activité antioxydante des AgNPs
biosynthétisées dépend fortement des composeés bioactifs présents a leur surface (les
polysaccharides de noyaux de dattes dans notre cas) pour les stabiliser et ainsi pour leur offrir

une certaine bio-activité antioxydante.
6-L’activité antibactérienne

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont démontré une certaine activité antibactérienne,
comme en témoignent les résultats observés sur les boites de Pétri lors du test des disques
(Figure 18) en comparant avec 1’essai contrdle en présence de 1’antibiotique (Gentamicine,
Rifampicine, Céfoxitine). La taille moyenne de la zone d'inhibition mesurée pour toutes les
souches est présentée dans le tableau 8. Le diameétre de la zone d'inhibition refléte la
sensibilité du micro-organisme testé. Une zone plus large indique une sensibilité accrue,

tandis qu'une zone plus petite suggére une résistance, comme l'ont observé (Gajbhiye et al.,

2009).

Figure 18 : Influence des antibiotiques et des AgNPs sur la croissance bactérienne.
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(A) Effet de la gentamicine et la rifampicine sur la croissance de E. coli. (B) : Effet de la
céfoxitinee et la rifampicine sur la croissance de S.aureus(C) : Effet de la gentamicine et la
rifampicine sur la croissance de Pseudomonas aaeruginosa. (Al) : Effet des AgNPs sur la
croissance de E.coli. (B1) : Effet des AgNPs sur la croissance de S.aureus(C1l) : Effet des

AgNPs sur la croissance de Pseudomonas aaeruginosa.

Nous avons observé que, chez Escherichia coli, I'activité antibactérienne est plus élevée a la
concentration 25 % (8,2 mm) par rapport a celles de 50, 75 et 100 % (7mm) qui signifie une
sensibilité faible & modérée de la souche. Chez Staphylococcus aureus, nous avons constaté
une sensibilité de la souche avec une valeur minimale d’inhibition (8 mm) a 25% et 50% et
une valeur maximale de 18 mm a la concentration 75% ce qui montre une activité inhibitrice
marquante des AgNPs contre cette souche. Tandis que, chez Pseudomonas aeruginosa, la
valeur maximale d'inhibition est 16 mm a une concentration de 75%, une inhibition modérée a
25% et 50% avec 10 mm de diamétre, ainsi qu’une valeur minimale de 9 mm a la

concentration 100% ce qui peut prouver une sensibilité significative de la souche aux AgNPs.

En comparaison avec les antibiotiques utilisés (Gentamicine, Rifampicine et la Céfotoxine),

les trois souches bactériennes ont montré une sensibilité trés significative a ces antibiotiques.

Tableau 8 : Zone d'inhibition des nanoparticules d‘argent contre diverses bactéries

pathogeénes.

Zone inhibition

La souche
25% 50% 75% 100%
E. coli 8,2 £1 mm 7 1 mm 7 1 mm 7 1 mm
S. aureus 8 1 mm 8 £1 mm 18 mm 10 £1 mm
P. aeruginosa 10 £1 mm 10 £1 mm 16 £1 mm 9+1 mm

Les resultats ont montré que Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus sont les
souches les plus sensibles alors que Escherichia coli la souche la moins sensible (résistante).
Les résultats présentés par Saleh H. Selman ont montré une activité antibactérienne des
AgNPs contre les trois bactéries utilisées. Les AgNPs ont présenté la plus grande efficacité
contre S. epidermidis et la plus faible contre E. coli (Saleh H. Selman, 2020).Une activité

antibactérienne similaire des AgNPs a été rapportée contre Bacills subtilis, Bacillus cereus,
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Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Salmonella typhi, Shigella sp, E coli,

Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii (Tarad et al., 2016).

Les nanoparticules d'argent biosynthétisées a partir de noyaux de dattes Ajwa (Aw—AgNPs)
ont montré une activité antibactérienne, elles induisent des zones d’inhibition de 18 mm, 17
mm et 20 mm, ce qui démontre leur efficacité comparable a celle de la pénicilline. L'activité
était plus marquée contre les bactéries a Gram négatif, telles que E. coli et P. aeruginosa, que
contre les bactéries a Gram positif comme S. aureus. Ces résultats confirment le potentiel des
Aw-AgNPs comme agents antibactériens puissants d’origine naturelle (khaled S. Allemailem
et al,. 2022). Cette efficacité des AgNPs synthétisées par les polysaccharides de noyaux de
dattes peut s’expliquer par I’efficacité de ces composés qui agissent comme agents réducteurs
et stabilisants lors de la synthése des AgNPs, influencant leur taille, leur forme et leur

stabilité.

L’étude de Aldayel et al., (2021) a révelé que les AgNPs synthétisées a partir d'extraits de
noyaux de dattes présentaient des zones d'inhibition allant de 10 a 18 mm contre diverses

souches bactériennes, indiquant une activité antibactérienne significative.

Par ailleurs, les AgNPs exercent leur effet antibactérien par plusieurs mécanismes notamment
la libération d'ions argent (Ag") qui interagissent avec les protéines et les enzymes
bactériennes, altérant leurs fonctions vitales. Ainsi, leur taille leur permettre de pénétrer
efficacement les parois cellulaires bactériennes, perturbant la perméabilité de la membrane
bactérienne, provoquant des fuites de contenu cellulaire entrainant la mort cellulaire
(Rodrigues et al., 2024). Ces mécanismes combinés avec le potentiel des réducteurs naturels
(cas des polysaccharides de noyaux de dattes) conférent aux AgNPs une efficacité contre des

bactéries.
7-L’activité anti-inflammatoire

Ce travail a permis de mettre en évidence 1’activité anti-inflammatoire et stabilisation des
membranes des globules rouges par AgNPs synthétisées par les polysaccharides de noyaux de
dattes. L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a revelé que les AgNPs a une dilution 1/8
ont induit une inhibition de 59,21 % de I’hémolyse des globules rouges, indiquant un effet

stabilisateur des membranes cellulaires.
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En comparaison, le diclofénac, utilisé comme référence, a présenté une ICso de 817,65 pg/ml,
correspondant a une inhibition de 50 %. Cet effet stabilisateur significatif de la membrane des

GR est une indication indirecte d’un potentiel anti-inflammatoire.

L’activité anti-inflammatoire des nanoparticules AgNPs synthétisées par la méthode du
polyol a été évaluée dans I’étude de Ahmad et al., (2023). Les AgNPs ont montré un taux
d’inhibition de I’hémolyse allant de 36,6 % a 61,2 % pour des concentrations de 20 a 80
pg/ml. En comparaison, le diclofénac sodique a présenté une inhibition supérieure, allant de
47,4 % a 72,1 % aux mémes concentrations. Ces résultats indiquent que les AgNPs possedent
une activité notable, bien qu’inférieure a celle du diclofénac a dose égale. Toutefois, dans
notre étude, une dilution 1/8 a permis d’atteindre un taux d’inhibition de 59,21 %, ce qui

montre un potentiel prometteur.

Veerasamy et al., (2011) ont confirmé que les AgNPs synthétisées a partir d'extraits végétaux
démontrent une capacité a inhiber la dénaturation des protéines, un autre indicateur du

potentiel anti-inflammatoire.

L’efficacité¢ des AgNPs peut étre attribuée a leurs propriétés antioxydantes, a leur surface
réactive et a leur capacité a interagir efficacement avec les membranes cellulaires
(Govindappa et al., 2018). De plus, leur petite taille favorise leur pénétration et leur activité
biologique. Ces résultats confirment que les AgNPs pourraient constituer une alternative
naturelle et efficace aux AINS conventionnels, avec potentiellement moins d’effets

secondaires.
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Conclusion

Les nanoparticules d’argent d’origine naturelle sont de plus en plus recherchées pour leur
bonne compatibilité biologique, leur faible toxicité et leurs effets antimicrobiens, antioxydants
et anticancéreux, ce qui les rend utiles en médecine et pharmacie. L’objectif principal de notre
¢tude était d’extraire des polysaccharides a partir des noyaux de dattes et d’évaluer leur

potentiel dans la synthese verte AgNPs.

Au terme de ce travail, nous avons réussi a extraire des polysaccharides a partir des
noyaux de dattes. Ces polysaccharides ont ensuite contribué a la synthése verte des AgNPs

avec leur puissant role réducteur et stabilisant.

Les analyses biologiques ont révélé une activité antioxydante significative des AgNPs,
avec un taux d’inhibition des radicaux libres atteignant 99 %. Par ailleurs, une efficacité
antibactérienne notable a été observée contre des souches pathogenes telles que Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. L’effet anti-inflammatoire, évalué
par la stabilisation des membranes érythrocytaires, a également montré des résultats
prometteurs comparés au témoin, suggérant une synergie entre les nanoparticules et les

polysaccharides de noyaux de dattes.

Les résultats obtenus suggérent que les polysaccharides extraits des noyaux de dattes
peuvent servir de précurseurs naturels pour la fabrication de nanomatériaux bioactifs, ouvrant
ainsi la voie a des applications potentielles dans les domaines biomédical et pharmaceutique.
Ils mettent également en évidence la possibilité de valoriser des sous-produits agro-
industriels, contribuant a une approche plus durable et éco-responsable.

Pour approfondir ces travaux, il serait pertinent de :

e Faire une optimisation de la biosynthese des AgNPs pour obtenir un meilleur
rendement, taille des NPs contrdlée et des bio-activités plus efficaces.

e Mener des études complémentaires visant a élucider les mécanismes d’action des
AgNPs au niveau cellulaire et moléculaire.

o Reéaliser des essais in vivo pourraient étre envisagés pour évaluer ’efficacité et la
sécurité de ces nanoparticules.

e Explorer d’autres sources végétales pour 1’extraction de polysaccharides pourrait

diversifier les applications et renforcer la viabilité économique de cette approche.
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