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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans

des cellules spécialisées de la plante ( Boudjouref ,2011).

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
Qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre olea europeae L., ce dernier est
largement distribué surtout dans le centre de I’ Algérie.

Cette plante adaptogene qualifiée « d’alicament » a fait 1’objet de plusieurs recherches
(Loussert et al.,197 ; Altiok et al., 2008; Lee et al., 2009; Jemai et al., 2008; Pereira et al.,
2007; Bisignano et al., 1999, Sudjana et al., 2009), qui ont révélé sa richesse diversifiée en
plusieurs composés secondaires qui lui procurent des propriétés biologiques : antioxydante,

antimicrobienne, anti-inflammatoire et bien d’autres.

Les feuilles d’olivier sont engendrées en grande quantité par I’industrie oléicole. Durant la
Récolte, des feuilles pourront étre cueillies avec les olives. Ces sous produits sont écartés des
Olives dans les oliveraies mais aussi dans les huileries. Ils sont estimés a 10% de la masse
Globale des olives récoltés (Aouidi, .2012).

Les feuilles d’olivier, biomasse produite en grande quantité dans les pays méditerranées,
ne doivent pas €tre considérées comme un déchet encombrant, mais comme une richesse
qu’on doit utiliser. La valorisation de ces résidus est devenue une nécessité pour améliorer la
rentabilité du secteur oléicole (Aouidi, £.2012).

Les feuilles d’olivier sont connues par leurs vertus bénéfiques pour la santé humaine, due a
leur richesse en composés phénoliques, pouvoirs antioxydant, anticancéreux et antimicrobien

qui les rendent tres importants pour la santé et I’industrie agroalimentaire (Aouidi, £.2012).

Notre présent travail comporte deux parties

Extraction et dosage de deux classes de composés phénoliques (PTS, flavonoides)

Evaluer I’activité antimicrobienne vis-a-vis de certaines souches microbiennes tres fréquentes

dans les infections humaines (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus MU 50,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 14579 ). Par détermination

des valeurs des concentrations minimales inhibitrices.

]



Chapitre 1 Stress oxydant et contaminations bactériennes

1. Radicaux libres et stress oxydant
1. 1. Les radicaux libres
1. 1. 1. Définition

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André., 2004), cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

1. 1. 2. Production des radicaux libres

La production des especes oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de I’énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de 1’oxygene échappe a sa
réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors €tre a I’origine de la production
de radicaux libres oxygénés (Chu et al., 2010) .

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories les
sources endogenes ou les RL sont des produits des réactions de I’organisme, et les sources
exogenes tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactif chimiques, les
solvants industriels et la pollution (Pastre, 2005).

1. 2. Stress oxydant
1. 2.1.Définition

Stress oxydant provient de déséquilibre de I’homéostasie redox. Il se traduit par la
formation excessive ou la suppression insuffisante des radicaux libres (RL) résultant, soit
d‘un manque de capacité antioxydant, soit d‘une surabondance des RL. Ce déséquilibre
entraine des dommages oxydatifs des différents composants cellulaires, protéines, lipides et
acides nucléiques, provoquant la mort cellulaire via 1’apoptose ou la nécrose (Belaich et al.,

2015 ; Belaich et Boujraf, 2016).

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou l’environnement dans

lequel il vit. L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible moléculaire,
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de la sévérité de l'effort et du mécanisme par lequel 1'effort oxydant est imposé (Aruoma,

1999).

1. 2.2. Les maladies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1'age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant
certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
cedeme pulmonaire, vieillissement accéléré.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Favier, 2003).

2. Les contaminations bactériennes

Deés la naissance, 'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en
distinguer 3 groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou
innés) et 'immunité acquise (Kaufmann, 1997). La thérapeutique des infections bactériennes
se base principalement sur 1’'usage des antibiotiques. La prescription a grande échelle et
parfois inappropriée de ces agents peut entrainer la sélection de souches multi résistantes d’ou
I’importance d’orienter les recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent
une source d’inspiration de nouveaux médicaments a base des plantes (Billing et Sherman,
1998). Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut tre lié a l'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999).

3 .Maladies liées aux bactéries étudiées
a) S.aureus

Bien qu’étant Commensal, S. aureus est également responsable d'un grand nombre

d'infections chez I'homme, notamment des infections cutanées (impétigos, folliculites,
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furoncles, panaris) et dés infections des muqueuses (conjonctivites, otites, salpingites,
endométrites, pneumonies) (Pilly E ,2008). Ces infections peuvent mener a des
bactériémies et faire 1'objet de métastases septiques a l'origine de foyers infectieux
profonds. Dans 10 % des bactériémies, une endocardite survient comme complication
(Lowy FD ,1998) La porte d'entrée principale de S.aureus est cutanée, comme peuvent

1'étre une plaie ou le point de pénétration d'un cathéter.

b) P .aeruginosa

P. aeruginosa est un pathogene opportuniste capable d’infecter une grande variété
d’hotes : humain, souris, insectes, nématodes, plantes et amibes (D'Argenio et al., 2001;
Pukatzki et al., 2002; Rahme et al., 1995). Chez ’homme, elle n’adhére pas a
I’épithélium normal intact et ne provoque de maladie que lorsqu’il existe une défaillance
du systtme immunitaire ou une lésion préexistante. P. aeruginosa colonise
particulierement les personnes immunodéprimées (Bielecki et al., 2008; Branski et al.,
2009; Lyczak, 2000). Elle est capable de coloniser une grande diversité de tissus. Elle
provoque des bactériémies, des infections intestinales, urinaires, des dermatites, des otites

externes (Bielecki et al., 2008; Bodey et al., 1983; Branski et al., 2009).
¢) E .Coli

E. coli est la bactérie le plus souvent en cause dans les infections urinaires
communautaires quelles soit basses (cystite) ou hautes (pyélonéphrite) l'infection des
voies urinaires se fait en général par voie ascendante. Elle est plus fréquente chez la
femme en raison de la brieveté de l'uretre. La gravidité augmente le risque de

pyélonéphrite.

E. coli peut étre responsable de gastro-entérite ayant des traductions cliniques
variables : diarrhée d'allure banale, diarrhée sanglante, diarrhée cholériforme. Chez le
nourrisson la diarrhée peut entrainer assez rapidement un état de déshydratation. Dans
certains cas (surtout chez 1'enfant) la diarrhée peut étre suivie d'un syndrome hémolytique

et urémique.

Les nouveau-nés se contaminent la plus part du temps au moment de

I’accouchement par passage a travers les voies génitales ou a la suite d’une infection
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ascendante du liquide amniotique par rupture prématurée des membranes. (Nauciel C.,

Vildé J.L. 2007) et (Breche P et al .,1988).

d) Bacillus cereus
Bacillus cereus peut causer une variété d'infections de la peau et des tissus mous,
incluant la cellulite (Latsios et al ., 2003) et la cellulite nécrosante.(Hutchens et al
.,2010; Sada et al .,2009). Les infections des blessures, principalement chez des
personnes par ailleurs en bonne santé, on été signalé€es apres un traumatisme, une chirurgie
ou des briilures (Crane,2007;Moulder et al ., 2008.,Ribeiro et al .,2010;Shimoni et al
.,2008). L'utilisation de cathéters a souvent été associée aux infections a Bacillus cereus
(Crane, 2007 ; Flavelle et al ., 2007). Certains cas de méningo-encéphalite a Bacillus
cereus (Evreux et al.,2007;Lebessi et al .,2009; Manickam et al ., 2008 ) et de
bactériémie (John et al ., 2007 ) on été signalés chez des nouveau-nés . La méningo-
encéphalite néonatale causée par Bacillus cereus est rare, mais le taux de mortalité en est
élevé.
Certains cas de pneumonie a Bacillus cereus ont été rapportés. Les infections
pulmonaires dues a Bacillus cereus sont rares en comparaison de celles attribuées a
Bacillus anthracis , mais peuvent étre tout aussi dangereuses pour la vie des personnes

immunodéficientes .

4. Les contaminations alimentaires

En plus de la dégradation chimique des ingrédients alimentaires, la contamination
microbienne et une perte par les rongeurs et les insectes. La croissance des microorganismes
est le probleme majeur de la détérioration de la matiere premiere, ce qui a pour effet de
dégrader la qualité du produit, de raccourcir la durée de conservation, de modifier la

microflore naturelle et de provoquer des problemes pathogenes.

La qualité microbiologique des aliments constitue la base essentielle de leur aptitude a
satisfaire aussi bien la sécurité des consommateurs que la conservation des aliments. Un
aliment, exposé a la détérioration par les bactéries, moisissures... peut voir diminuer ses
caractéristiques sensorielles, nutritives et sanitaires (Han, 2005). Les bactéries peuvent

provoquer une inflammation des parois intestinales. Certaines d’entre elles peuvent méme
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traverser ces parois et infecter d’autres organes en provoquant des dommages graves et
parfois mortels. Elles sont la cause de 90 % des intoxications alimentaires (Jamshidian,
2011).

Dans les denrées alimentaires d’origine animale, les entérobactéries sont d’origine intestinale
ou environnementale. Bactéries indicatrices, elles peuvent signifier un défaut d’hygiene lors
des processus de fabrication : une contamination fécale, environnementale, une insuffisance
des procédés de traitements, un défaut d’hygiene du matériel et de I’équipement utilisés, et

parfois une contamination croisée d’une autre origine (végétale par exemple).

Actuellement, de nouvelles technologies non thermiques sont étudiées pour en évaluer
L’efficacité et les mécanismes. Ces nouveaux procédés comprennent l'irradiation, les champs
Electromagnétiques 2 impulsions, les procédés a haute pression et l'utilisation de nouveaux
Agents antimicrobiens. Cependant, ces nouvelles technologies ne peuvent pas completement
Empécher la contamination et / ou la croissance des agents pathogenes. Certaines de ces
Méthodes nécessitent encore une autorisation réglementaire pour leur utilisation commerciale.

Il est également tres difficile de contrdler les agents pathogenes en raison de la grande
Variété de la physiologie microbienne, de leur sensibilité aux agents antimicrobiens, de la
Complexité de la composition alimentaire, et des difficultés dans la détection précoce malgré
la différente prévention utilisée dans 1’industrie agroalimentaire comme HACCP, et les

bonnes pratiques de fabrication (Han, 2005).




Chapitre II L’olivier

1. Historique

L’olivier, arbre de la famille des oléacées, cultivé surtout dans le bassin méditerranéen
depuis au moins 3500 ans avant notre ere. Il était dans 1’antiquité grecque et romaine, un
embleme de fécondité et un symbole de paix et de gloire. Le nom scientifique de 1’arbre
"Olea" vient d’un mot qui signifiait "huile" chez les grecques de I’antiquité. Selon Loussert

et Brousse (1978) la culture de I’olivier prend son origine de la frontiere Irano-Syrienne.

En Algérie, I’oléastre véritable aurait existé depuis des millénaires avant notre ere, mais
aucune indication ne permet d’en comprendre 1’évolution (Mendil et Sebai, 2006). Son
importance dans I’alimentation des anciens habitants de Djerba, en Tunisie, qui, en pressant
ses fruits, obtenaient de [I’huile, a ¢ét¢ déja citée (Bouderibila, 2004).
Le type sauvage, un complexe de formes non cultivées et chétif, classé conventionnellement
comme Olea europaea var. oleaster ou sylvestris, est un composant de la végétation

méditerranéenne (Bronzini ef al., 2002 ; Breton et al., 2006).
2. Systématique

L’espece Olea europaea L. a été nommée par Linné en raison de son aire géographique.
c'est I'unique espece du bassin méditerranéen représentative du genre Olea. On distingue deux
Sous-especes, l'olivier cultivé ou olivier commun ( Olea europaea sativa.) et I'olivier sauvage
ou oléastre (Olea europaea sylvestris.). (Guignard et Dupont, 2004 ; Tourte et Bordonean,

M.., 2005).

La classification de l'olivier est représentée comme suit selon Conquist (1981):
Regne : Plantae.
Sous-reégne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophulariales.
Famille : Oleaceae.
Genre : Olea.

Espéce : Olea europea

a
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Sous-especes: Olea europaea var Europeae olivier domestique

Olea europaea var sylvestris oléastre, ou olivier sauvage

3. L’olivier domestique ''Olea europaea sativa ''et L’olivier sauvage ''Olea europaea

sylvestris''

Olea europaea sativa est constitué par un grand nombre de variétés améliorées, ayant une
diversité phénotypique importante et qui donnent une teneur en huile assez variables selon la
variété considérée. Estimé actuellement a plus de 2000 variétés d’oliviers recensées dans le
monde. Selon la destination des fruits de cet arbre, elles ont €té€ classifiées en variétés a olives
de table ou variétés a olives a huile ou variétés dites a deux fins (Loussert et Brousse G.,
1978).

Daoudi (1994) signale que 1’oléastre est une espece tres rustique ayant une longévité plus
grande que I’espece cultivée. Les oliviers sauvages se reproduisent sexuellement, ils sont

pollinisés par le vent et les oiseaux (Alcantara et Rey, 2003).

La présence de I’olivier sauvage est considéré comme le meilleur bioindicateur de la flore

de la région de la méditerranée (Rubio et al, 2002).

D’un point de vue écologique, les populations d’olivier sauvage jouent un rdle dans la
protection des sols contre la désertification a cause de leur grande résistance au vent et a la
sécheresse, leur habilité de repousser aprés un feu ou un gel et particulierement leur tres
grande longévité qui leur permet de vivre jusqu’a plusieurs milliers d’années (Mulas, 1998).
Jusqu’ici, peu de travaux de sélection sur I’olivier sauvage ont été effectué sur leur potentiel
en sylviculture ou comme une source de trait de valeur a introduire dans les cultivars

(Concepcion et al., 2011).
3.1. Répartition géographique
3.1.1. Dans le monde

La culture d'olivier a une grande importance économique et sociale dans le secteur
méditerranéen. En fait, elle est 1'une des plupart activités agricoles importantes dans les pays
méditerranéens, elle couvre 8 millions d’héctare, presque 98% de la récolte mondiale.

(Boudhrioua et al. 2008 ; Pereira et al. 2007).
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En Afrique, ’olivier est cultivé par ordre d’importance en Tunisie (56 millions), Maroc
(50 millions), Algérie, Libye, Egypte, Afrique du Sud et Angola. Les pays d’Europe qui
cultivent I’olivier sont par ordre d’importance : L’Espagne (309 millions d’oliviers), I'Italie
(238 millions), la Grece (170 millions), le Portugal (72 millions) et la France (7 millions). Au
Moyen Orient et en Asie, les pays cultivateurs d’olivier sont par ordre d’importance Turquie,
Syrie, Palestine, Liban, Israél, Jordanie, Irak, Iran et Chine. En Amérique, 1’olivier est cultivé
par ordre d’importance en Argentine, Mexique, Chili, Pérou, Uruguay, Brésil et Etats Unis
(Californie). L’ Australie fait partie des nouveaux producteurs. Le bassin méditerranéen reste
une zone privilégiée par rapport au reste du monde pour la culture de I’olivier grace a son
climat adéquat tant au niveau de la température mais aussi au niveau de 1’hydrométrie.
(Aouidi, 2012 ; Bardoulat, 2004 ; Tsagaraki et al., 2004 ; Tsioulpas et al., 2002 ; Lazzeri,
2009).

B subsp. cerasiformis
subsp. cuspidaia
. SuUbSp. europacd

subsp. guanchica
W subsp. aperrinet
[ W subsp. marrocana

T

Figure 1: Distribution naturel du complexe Olea europea dans le monde (Rubio de

casas et al., 2006).
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3.1.2. En Algérie

L’ Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus propice
a la culture de I’olivier. Le patrimoine oléicole Algérien est estimé a 32 millions d’oliviers, ce
qui représente 4,26% du patrimoine mondial. Cette filiere se concentre dans certaines wilayas
comme Bejaia, Tizi-Ouzou et Bouira qui ont produit a elle seules en 2008 ,179180 hectolitres
d’huile sur une superficie de 108893 ha, soi 51% de la production nationale et environ 44%
du verger national oléicole. Ces trois wilayas sont spécialisées beaucoup plus sur la

production d’huile (Lazzeri, 2009) (Saad, 2009).

r L'oliveraie en 1990

;;;;;
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Figure 2: Carte oléicole d’Algérie (ITAFV, 2008).

3.2. Description botanique

> L’olivier cultivé
Le tronc

Selon Beck et Danks (1983) le tronc est jaunatre puis passe a la brune tres claire. Il
est tres dur, compacte, court, trapu (jusqu’a 2m de diametre), et port des branches

assez grosses, tortueuses, et lisse.

Les feuilles

Persistantes, opposées, coriaces, ovales oblongues, a entieres et un peu enroulés,

portées par un court pétiole ; elles sont vert grisatres, a vert sombre dessous

blanchatres et a une seule nervure dessous. Tres souvent, elles contiennent des
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matieres grasses, des cires, des chlorophylles, des acides (gallique et malique), des
gommes et des fibres végétales (Amouretti, 1985).

Les fleurs

Les fleurs d’olivier sont groupées en inflorescence comportant un nombre de fleurs,
variables d’un cultivar a un autre de 10 a plus de 40 par grappe en moyenne. Les fleurs
individuelles peuvent étre hermaphrodites ou staminées (Looussert et Brousse ,1978).

» L’olivier sauvage

C’est un arbre trés rameux et épineux a branches quadrangulaires et a feuilles tres petites.
ses fruits sont petits et produisent peu d’huile. Cette espece est bien adaptée aux conditions de
stress hydrique, par conséquent elle est utilisée comme porte greffe et dans le reboisement des
zones arides et semi arides. Plus rustique, résiste mieux aux exces de température. Sa
longévité et les qualités de son bois surpassent celles de I’olivier cultivé. sa racine pivotante
va chercher la nourriture a de grandes profondeurs (Maillard, 1975).

L’olivier est sempervirents, c'est-a-dire qu’il est toujours verts, ses feuilles sont
lancéolées, vert grisatres. Ses fleurs s’épanouissent en petites grappes blanches, chaque
grappe donnera un seul fruit. Son fruit ovoide (drupe), il a un noyau fusiforme. Son bois tres
dur est imputrescible et est utilisé en ébénisterie (Artaud., 2008).

Cette espece est bien adaptée aux conditions de stress hydrique, par conséquent elle est
utilisée comme porte greffe et dans le reboisement des zones arides et semi arides. Plus
rustique, résiste mieux aux exces de température. Sa longévité et les qualités de son bois
surpassent celles de I’olivier cultivé. Sa racine pivotante va chercher la nourriture a de

grandes profondeurs (Maillard, 1975).

3.3. Criteres de différenciation

Les oliviers cultivés et sauvages sont des arbres a longue durée de vie, ils montrent
également des exigences climatiques similaires et de grandes zones de distribution
(Lumaret et al., 2004). Cependant, les oléastres different par leurs fruits plus petits, leur
faible teneur en huile et, souvent par leurs feuilles plus courtes (Green, 2002). Par ailleurs, les
branches sont nombreuses, et elles ont des épines dans le cas des jeunes plantes ( Muzzalupo,

2012 ; Lumaret et al., 2004).
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Tableau I: Criteres morphologiques de classement des oliviers en olivier cultivé,

sauvage.(Hannachi et al.,2009).

Critere Olivier cultivé Oléastre

Architecture de ’arbre Arbre allant jusqu’a 15| Arbuste souvent dense,
metres de haut avec un a | ramifié et épineux ou arbre
plusieurs troncs jusqu’alS m de haut.

Taille du fruit (cm) 1.2a4 <1.5

Mésocarpe Epais et charnu Charnu

Ecosystéme Agro Naturel

Teneur en huile (%) >10 <15

4. Les feuilles d’olivier

4.1. Biomasse

En plus de l'huile et des olives en tant que produits principaux, l'industrie oléicole
engendre des grandes quantités de sous-produits tels que les feuilles d’olivier (10% du poids
total des olives) et le grignon (Brahmi et al. 2012). Un olivier laisse en moyenne 25 Kg des
feuilles et des brindilles annuellement, soit 15 millions de tonnes dans le monde (Nefzaoui,
1991). La valorisation de ces résidus, engendrés en grande quantité, est devenue une nécessité

pour améliorer la rentabilité du secteur oléicole.
4.2. Composition des feuilles d’olivier
a) Feuilles d’olivier cultivé

Les feuilles fraiches d’olivier sont caractérisées par une matiere seche aux alentours de
50%. Le Tableau II montre sa composition chimique globale selon différents auteurs. La
Composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs : variété,
conditions climatiques, époque de prélevement, dge des plantations (Nefzaoui, 1995). Les
feuilles sont particulierement riches en carbohydrates. La matiere organique est constituée
par des protéines, des lipides, des monomeres et polymeres phénoliques (tel que les tannins)

et principalement par des polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses).

&
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Tableau II : Composition chimique global des feuilles d’olivier cultivé (exprimé en g par 100

g) Selon plusieurs auteurs (Aouidi, 2012).

Composition Boudhrioua | Erbay et | Martin- Garcia Fegeros
(en %) et al., 2009 | Icier, 2009 | Garcia et al., et

et al., 2003 al., 1995

2006
Eau 46,2-49,7a | 49,8 a 41,4 a Nd 44,0 a
Protéines 5,0-7,6 a 54a 70b Nd Nd
Lipides 1,0-1,3 a 6,5a 32b 6,2b Nd
Minéraux 2,8-44 a 36a 16,2b 26,6 b 9.2b
Carbohydrates 37,1-42,5a |27,5a Nd Nd Nd
Fibres brutes Nd 70a Nd Nd 18,0b
Cellulose Nd Nd Nd 193b 11,4b
Hémicellulose Nd Nd Nd 254b 13,3b
Lignin Nd Nd Nd 30,4 b 14,2 b
Polyphénolstotaux | 1,3-2,3 b Nd 25b Nd Nd
Tannins solubles Nd Nd Nd Nd 0,3b
Tannins condensés | Nd Nd 0,8b Nd 10b

a: correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.
b : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse seche des feuilles d’olivier.

Nd: valeur non déterminée
b) Feuilles d’olivier sauvage

La matiere seche des feuilles d’olivier est de 58 ,6%. (Tableau III). Sa composition en
matieres azotées totale est basse, elle est de 7,0 g/100M.S .Généralement elles contiennent
des quantités remarquable en arginine, leucine et de la valine, mais des teneurs faibles en
tyrosine et cystéine .la teneur en matieres grasses (MG) oscille autour de 5 a 7% ( Civantos

,1999 ;Garcia et al , 2010).
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Tableau III : Composition chimique des feuilles d’olivier sauvages ''Olea europaea var

sylvestris'' (Souad et Hassnaa, 2013).

L’'olivier

Composition chimique teneures %
Matiere seche 58,81
Matiere grasse 3,21
Protéine 7,00
Histidine 3,80
Arginine 11,10
Arginine 4,17
Valine 9,02
Méthionine 1,82
Isoleucine 1,00
Leucine 5,33
Phénylalanine 4,31
Lysine 4,74
Acide-glutamique 4,49
Serine 6,30
4,59
Glycine
Alanine 1,47
Les poly phénols totaux g 2,53
Flavonoides 58
Oleuropeine 2,27-13,4

&




Chapitre I1I Poly phénols des feuilles d’olivier et
leurs propriétés pharmacologiques

1. Généralité sur les composés phénoliques

1.1. Définition et localisation des composés phénoliques

Les composés phénoliques (CP) forment un trés vaste ensemble de substances dont
plus de 8000 sont connues (Williamson et Manach, 2005). Ils sont les produits du
métabolisme secondaire (molécules nécessaires a la défense de la plante contre les agressions
extérieures) des végétaux et sont distribués dans tous les organes de la plante (Apak et al.,
2007). Ils sont caractérisés par la présence dans leur structure d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement li€é au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans

une fonction éther, ester, ou hétéroside (Handique et Baruah, 2002).

OH OH

ou

Figure 3: Structure du noyau phénolique (Albuquerque et al., 2013).

Les composés phénoliques different dans leur structure selon le nombre et la position

des groupement hydroxyles méthyles du cycle aromatique (Bourgou et al., 2008).

Ils sont synthétis€és par I’ensemble des végétaux et ils participent aux réactions de
défense face a différents stress biotiques (agents pathogenes, blessures, symbiose) ou
abiotiques (lumiere, rayonnements UV, changement de température et carences). Les
polyphénols selon Visioli et al ., (2002). Contribuent a la qualité organoleptique des aliments

issus des végétaux (couleur, astringence, ardme, amertume) .

Dans la cellule, les composés phénoliques sont essentiellement localisés sous forme
soluble dans les vacuoles. Ils peuvent €galement s’accumuler dans les parois végétales : c’est
le cas de la lignine (hétéropolymere d’alcools coniférylique, p-coumarylique et sinapylique)

ou de certains flavonoides (Robards ef al., 1999; Macheix et al., 2003).

&
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leurs propriétés pharmacologiques

1.2. Classification des polyphénols

D’apres Motilva et al.,(2013), il n’existe pas de classification universelle de
polyphénols. de nombreux auteurs ont donc proposé leur propre segmentation. Par exemple,
Crozier et al. (2010) ont séparé ces composés en deux catégories : les non flavonoides et les
flavonoides. MANACH et al. (2004) distinguent six sous classes de flavonoides.

Cette classification des CP est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyau

aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (tableau 1V).

Tableau IV: Les principales classes des composés phénoliques (Bruneton , 2009).

1.3. Les composes phénoliques des feuilles Olea europaea var. Europeae

Nombre Squelette Classe Exemples Structure de base
d’atome de de base
carbone
6 Co6 Phénols simples Catéchol,hydroquinone
HO @—{JH
7 Co6-Cl1 Acides Phénols Acide gallique,Acide \ o
benzoiques salysalique, Vanilline HO 4{ i‘-/—é:
— OH
8 Co6-C2 Acétophénones 3-acétyl6-
Méthpxybenzaldehyde /
Gallacetophénone
8 Co6-C2 Acide Acide p- /
phénylacétique hydroxyphenylacétique
9 Co6-C3 Acide coumarique,Acide HO {::f' N o
caféique b 4
oH
9 C6-C3 Coumarines Esculétine m
HO Q Q
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine e ‘:f i
o B
13 C6-C1-C6 | Xanthones Bellidifoline,Mangoctine
14 C6-C2-C6 | Stilbénes Hydrangénol,pinosylvine
15 C6-C3-C6 | Flavonoides Quercétine
Isoflavonoides Roténoide
18 (C6-C3)2 | Lignanes Matairésinol
30 (C6-C3- Bi flavonoides Amentoflavone
C6)2 Hinokiflavone
N (C6-C3- Tanins condensés Aesculitanins
C6)n Proanthocyanidols
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Durant ces dernieres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés aux composés
phénoliques a cause de leur pouvoir a piéger les radicaux libres et les bienfaits potentiels de
leur consommation sur la santé humaine.

Plusieurs études suggerent que les feuilles d’olivier sont une source significative des
composés phénoliques bioactifs comparable a I’huile et aux fruit d’olivier (Brahmi et al .,
2012). La teneur en ces composés bioactifs change selon 1’dge des feuilles, I’origine, les
conditions climatiques, la variété, le mode de séchage, la période de récolte, les conditions
d’extraction et le type de solvant d’extraction (Boudhrioua et al., 2008 ; Pereira et al .,
2007).

Les feuilles d’olivier sont riches en triterpenes (I’acideolenolique), flavonoides (I’acide
olenolique), sécoiridoides (oleuropéine et I’oleuropeoside), acides phénoliques (I’acide
vanillique) et alcools phénoliques (tyrosol et hydrotyrosol) (Ghedira, 2008), les polymeres
phénoliques sont représentés par les tannins hydrolysables et condensés et principalement par
la lignine (Fegeros et al., 1995) selon Benavente-Garcia et al.,( 2000) 1’oleuropéine est le
composé phénolique majoritaire dans les feuilles d’olivier (tableau V).

Tableau V : Structures chimiques des composés phénoliques les plus abondants des feuilles

d’olivier cultivé. (Benavente-Garcia et al., 2000).

Composé phénolique Structure chimique \
o L& g |
o B
ol .. I HzCOCHaCHIZ o
européine Cooe CHCHY
(& OGlucose
Hydroxytyrosol _
HOCHzCHz 4<_§*—on
. (2] —
Verbascoside E
=] O s=CH =00
o
R e
il
.«:—QF SHZEH 2D
L=
Apigenin-7-glucoside So
fet TS =] L]
|
OoH (s
Lutéolin-7-glicoside i
i
EhicChk
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1.4. Les composes phénoliques des feuilles Olea europaea var sylvestris sylvestris
Les feuilles d'olivier sauvage peuvent ¢&tre considérées comme une source
particulierement riche en composés phénoliques ; leur contenu phénolique peut atteindre
jusqu'a 40g par kilogramme de tissu sec. Le profil des feuilles d’olivier sauvage semble étre
fortement influencé par le potentiel génétique (Mylonaki et al., 2008) d’apres (Pereira et al.,
2007; Chiou et al., 2009). Les principaux polyphénols des feuilles d’olivier sauvage sont des
secoiridoides ,I’oleuropéine, ligstroside, dimethyloleuropein, et 1’oleoside qui sont bien

indiqués dans le tableau VI.

Tableau VI: Constituants phénoliques de la feuille d’olivier sauvage (Ryan et al., 2002 ;
Skerget et al., 2005 ; Khan et al., 2007).

Flavonoides | Lutéoline, kaempferol, myricétine, querecétine, apigénine, rutoside,
quercitrine et des glycosides de 1’apigénine et de la lutéoline

Secoiridoides | Oleuropéoside, 11-déméthyl-oleuropéoside, oléoside, dimethylester oléoside,
ligustroside, oleuroside et des aldéhydes sécoiridoidiques non hétérosidiques

(oléacéine).
Acides Acide caféique, acide caféoylquinique, (AC. Chlorogénique), acide p-
phénols coumarique, verbascoside.

2. L’oleuropéine
2.1. Généralité
Oleuropéine (Figure 4) est un sécoiridoides, présent dans 1’olivier et ses produits dérivés
(huile d'olive, margines et grignons). C’est le composé bioactif majeur dans les feuilles
d'olivier. Plusieurs auteurs ont rapporté que les feuilles d'olivier sont une source utile pour
I’extraction de I’oleuropéine (Savournin et al., 2001). L'oleuropéine possede de nombreux
effets bénéfiques sur la santé humaine.
Ainsi cette molécule est utilisée pour ses propriétés antioxydante (Benavente- Garcia et
al., 2000), antimicrobienne (Pereira et al., 2007), antivirale (Micol et al., 2005), et anti-
inflammatoire (Visioli et al., 1998). En outre, 1'oleuropéine possede un effet cardioprotecteur

(Hajar, 2013) et neuro protecteur (Omar, 2010).
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Des études in vitro ont démontré que 1’oleuropéine agit comme un composé antitumoral
(Hamdi et Castellon, 2005), inhibe I'activit¢ du facteur d'activation des plaquettes
(Andrikopoulos et al., 2002) et peut-&tre un modulateur du métabolisme. Il améliore aussi le
Meétabolisme des lipides pour se protéger contre les problemes d'obésité (Hajar, 2013).

L’oleuropéine intervient dans le développement du processus de I’auto-défense

D’olivier contre 1'attaque d’agents pathogenes et des insectes (Malik et Bradford, 2006).

COOMe

H (pH CH;
| D
HO b 0 ,,[I; ]
= H “ ,f”“aT/ T
OH H [ ) | “MW/)L\
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Elenolic acid Hydroxytyrosol

Figure 4: Structure de I’oleuropéine et de ses composants (Al-Azzawie et al . ,2006).

2.2. Les dérivés d’oleuropéine
2.2.1. Hydroxytyrosol

L hydroxytyrosol pur est un liquide clair, sans couleur, insipide qui peut étre hydrosoluble
ou liposoluble. Bien que ce compose représente un mineur constituant de 1’extrait aqueux de
la pulpe d’olive, aussi la fraction phénolique d’huile et des feuilles.

On le considere comme un antioxydant phénolique intéressant dans I’huile et les feuilles,
de formule chimique CgH;pO3; contribue considérablement dans la conservation d’huile

d’olive en empéchant son auto oxydation (Soni et al., 2006).

®
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2.2.2. Tyrosol

Le tyrosol est un composé mineure des olives et des feuilles d’olivier, a une odeur et un

gout doux de formule chimique CgH;oO (Soni et al., 2006).

3. Les propriétés pharmacologiques des feuilles d’olivier

La feuille d’olivier possede des propriétés : hypotensives ; diurétiques légeres ;

hypoglycémiantes et hypocholestérolémiantes (Bennani et al., 1999).

Récemment plusieurs études ont mis le point sur le contenu des feuilles d’olivier et

I’extraction de ces composés a haute valeur ajoutée, d’ou leur utilisation dans les industries

pharmaceutiques, alimentaires et cosmétiques (Altiok et al., 2008).

En effet, les composés triterpénoiques, abondants dans les feuilles d’olivier, possedent

des propriétés pharmacologiques ayant des effets anti-inflammatoires, hépato protecteurs,

antitumoral, antiviral, antimicrobien,antifongique, antidiabétique, gastroprotecteur et anti

hyperlipidémique. cependant , les composé phynoliques d’olea europea possedent des

propriétés pharmacologiques résumées dans le tableau VII

Tableau VII: Propriétés pharmacologiques des composés phénoliques d’Olea europaea

(Moudache, 2017).

Mécanismes d’action et
indication cliniques

Références

Activité anti-oxydante

Altiok et al., 2008; Lee et al., 2009; Jemai et al.,
2008;
Benavente-Garcia et al., 2000; Kiritsakis et al., 2010.

Activité anti-microbienne

Pereira et al., 2007; Bisignano et al., 1999, Sudjana et
al., 2009,
Cobrangosa et al., 2007.

Activité anti-viral

Micol et al., 2005; Omar 2010; Lee-Huang et al.,
2003.

Activité hypo-glycémiante

Komaki et al., 2003 ; Gonzalez et al., 1992, Jemai et
al., 2009.

Activité hypo-tensive

Khayyal et al., 2002 ; Somova et al., 2003; Eddouks
et al., 2009;
Susalit et al., 2011.

Activité anti-inflammatoir

Miljkovic et al., 2009, Benavente Garcia et al.,2000,
Kim et al.,
2003

Activité anti-cancérigene

Abaza et al., 2007; Bouallagui et al., 2011; Hamdi et
Castellon.,
2005; Menendez et al., 2007; Owen et al., 2003.
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4. Activité antioxydante

Les composés phénoliques de I’olive dont les sécoiridoides sont susceptibles de réagir
avec la plupart des (ERO) especes réactives de I’oxygene.

En effets, 1’oleuropéine et ses dérives 1’hydroxytyrosol et le tyrosol ont montré un
pouvoir anti radicalaire important .Ils sont capable de piéger les ERO et les especes réactives
de I’azote ce qui permet la protection d’ADN contre les 1ésions (De la Puerta et al., 2001).
Les flavonoides exercent aussi leur activité antioxydante via leur groupe hydroxyle. Cette
action est également due a la présence de triterpenes.

En effet, ils sont capables de piéger des radicaux libres, d'inhiber la peroxydation
lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles . Ils sont aussi
capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Niki, 2010).

+* Mécanisme d'action des antioxydants
En regle générale, les mécanismes d'action d'un antioxydant peuvent comprendre :
- Le péigeage direct des ERO ou l'effet scavenger.
- La protection des systemes de défense antioxydants (en majorit€é des systemes
enzymatiques).
-linhibition ou [I'activation d'enzymes impliquées dans la protection des ERO

(Halliwell, 1994;Bouzid et al ,2011).

5. Activité antibactérienne

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection
de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a 1’acquisition de genes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par I’organisme d’autre part (sans exercer des effets
déléteres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al, 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).
beaucoup de travaux portés sur lactivité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ont montré que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jiirgen et al ., 2009).

D’autres ont franchi une étape plus loin, ol les chercheurs ont isolé et identifié les




Chapitre I1I Poly phénols des feuilles d’olivier et
leurs propriétés pharmacologiques

métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industrie pharmaceutique, la

médecine alternative et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).

L’extrait de feuille d’olivier est actif in vitro contre un grand nombre de germes
(Staphylocoques, streptocoques, hémophiles, pseudomonas...etc).Ces données montrent
I’emploi potentiel de ses principes actifs comme additifs alimentaire, Olea europaea peut étre
considere comme une source potentielle d’agent antimicrobiens prometteurs pour le
traitement des infections des systeémes gastro-intestinal et respiratoire de I’homme. La feuille
d’olivier elle-méme est un fongicide, son oleuropéine protege 1’arbre des champignons et

moisissures.

5.1. Mécanisme d’action

Les composés phénoliques sont reconnus d’étre synthétisés par les plantes en
réponse a l’infection microbienne. (Boulekbache et al., 2013). En effet, ils sont les
principaux composés antimicrobiens des plantes, possédants des modes d’action divers et des
activités inhibitrices et létales vis-a-vis d’un nombre important de microorganismes.
L’intensité et le spectre d'activité antimicrobienne varient selon la bactérie et le type d’extrait

et le type de bactéries (Djenane et al., 2012).

l'action antibactérienne des phénols est liée a leurs capacités a dénaturer les protéines et
sont généralement classés comme agents agissant en surface (Caturla et al , 2005 ; Casas-
Sanchez et al ,2007). Leur action conduirait a la fuite des constituants cellulaires des
bactéries tels que les protéines, le potassium et le phosphate. Ces effets pourraient €tre dus a
la destruction du peptidoglycane ou aux dommages de la membrane cellulaire.
I'hydrophobicité des polyphénols tels que les flavonoles est aussi un critere de toxicité qui leur
permet de s'intercaler entre les phospholipides membranaires et d'exercer leurs effets

antibactériennes a l'intérieur de la cellule ( Daglia , 2011).

Le mécanisme des effets antibactérien des flavonoides est sans doute tres complex. Parmi

les hypotheses avancées, on peut citer:

» Inhibition de la synthese d'acide nucléique (Hilliard, 1995).
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» Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique (Tsuchiya et Ilinuma ,

2000).

» Séquestration de substrat nécessaire a la croissance bactérienne.

» Inhibition du métabolisme énergétique bactérienne généralement les polyphénoles

agissent sur les bactéries (activité antibactérienne) par trois principaux mécanismes

(voir le tableau VIII) (Haraguchi et al., 1998).

Tableau VIII : mécanismes d’action de certains composés phénoliques (Cowan, 1999) .

Composés Examples Mécanismes
Phenol simple Catéchol Privation de substrat.
Epicatechine Interruption de membrane.

M o A

CH

Acides phénoligues

Acide cinamique

Se lie aux adhésines.

Formation de complexe avec la paroi
cellulaire.

Inactivation d’enzyme.

Quinines Hypericine Se lie aux adhésines Formation de
' : complexe avec la paroi cellulaire.
@ Inactivation d’enzyme.
£

Falvomnoides

a LT
i 6

£

Se lie aux adhésines.
Formation de complexe avec la paroi
cellulaire.

5.1.1. Action sur la membrane cellulaire

Les composés phénoliques peuvent agir a deux niveaux différents: la membrane
cellulaire et la paroi de la cellule des micro-organismes. Ils peuvent réagir avec les protéines
membranaires de bactéries par une liaison dhydrogéne a travers leurs groupements

hydroxyles et comme résultats ils entrainent une modification de la perméabilité membranaire

*
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puis la destruction cellulaire. Ils peuvent pénétrer aussi dans les cellules bactériennes et
coaguler le contenu cellulaire (Boulekbache et al., 2013). Cependant, les bactéries a Gram
positif sont généralement les plus sensibles aux effets de ces extraits phénoliques
(Djenane et al., 2012) . ( par rapport a celle a gram négatif) .Cette sensibilité peut Etre
attribuée a la différence entre la composition de leur paroi cellulaire (Negi et Jayaprakasha,
2001);0u chez les bactéries a Gram positif il y a un contact direct des constituants
hydrophobes des extraits avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire
bactérienne, entrainant une augmentation de la perméabilité aux ions et la fuite des

constituants intracellulaires vitaux ou l'altération des systemes enzymatiques bactériens

(Djenane et al., 2012).

5.1.2. Action sur les enzymes et privation de substrat

Le mécanisme responsable de la toxicité des polyphénols sur les microorganismes
inclue I’inhibition des enzymes par les composés oxydés, probablement a travers 1’interaction
des polyphénols, en particulier les quinones et les tannins, avec les protéines enzymatiques en
se fixant sur leurs sites actifs, induisant I’inhibition de leur activité (Cowan, 1999). En outre,
les flavonoides ont montré une grande activité antimicrobienne, la quercetine et
d’autres composés réagissent essentiellement par I’inhibition de I’enzyme ADN-gyrase
(Pereira, 2007). D’autres parts, les composés phénoliques peuvent aussi se lier aux molécules

substrat rendant ces dernieres moins accessibles aux enzymes (Al-Zoreky, 2009).

5.1.3. Privation des métaux

L’inhibition de I’activité bactérienne peut étre due a la formation du complexe ion

métallique composé phénolique (Ksouri et al., 2009).

&
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I. Matériel et méthodes
1.1. Matériel végétal
Notre étude a été réalisée sur les feuilles des deux sous-especes d’oliviers : Olea
europaea var. Europeaea (1’olivier domestique), et Olea europaea var sylvestris (1’oléastre,

ou olivier sauvage), Les feuilles sont cueillies a sdara (wilaya de Bouira) en Mars 2019.

Figure 5: Olea europaea var sylvestri Figure 6: Olea europaea var. Europeaea

I.2.Préparation du matériel végétal

1.2.1. Séchage

Apres la récolte, les feuilles sont nettoyées a 1’eau pour enlever la poussicre puis étalées
et séchés sur un filet a I’air libre (a ’abri du soleil) et a température ambiante dans un endroit

sec, ventilé et ombragé.
1.2.2. Broyage et Tamisage

Les feuilles séchées sont broyées, et la poudre est tamisée (taille des particules

inférieure a 0,5 mm) figure 7.

27
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Figure 7 : Photographie originale des feuilles d’olivier cultivé (a) et sauvage (b) apres broyage.
1.3. Extraction et dosage des composés phénoliques

1.3.1.Extraction

Les extractions sont effectuées par macération selon la méthode décrite par
(Mahmoudi et al., 2013), en y apportant quelques modifications : 20 g de la poudre
d’échantillon ont été macérés a température ambiante (25 °C), pendant 2h dans 100 ml du
solvant (Ethanol 70 % et éthanol 50%) sur une plaque agitatrice. Apres filtration sur un tissu
mousseline, les filtrats ont été centrifugés pendant15 min a 4000 t/min suivie d’une deuxieme
filtration sur papier filtre de 10 pm de diametre, et enfin le solvant d’extraction a été éliminé

par I’évaporation a I’ air libre puis conservés a 4 C jusqu’a I’ utilisation.

I.3.2.Rendement d’extraction
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est calculé suivant la formule décrite par (Mahmoudi et al. 2013). I est exprimé en

pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction.

R (%) = Mext /Megcn) x 100

R : le rendement en % ;
Me.x: : la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg.

Mcch : la masse de la matiere seche végétale en mg.

s
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1.3.3.Dosage des composés phénoliques
1.3.3.1.Phénols totaux solubles

Le dosage des phénols totaux solubles est effectué par la méthode au Folin-Ciocalteu
décrite par Singleton et (Rossi 1965) rapportée par Skerget et al. (2005). Le réactif de Folin-
Ciocalteu, mélange d’acide phosphotungstique (H3PW;,049) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMo0;,040), est réduit en présence de polyphénols en un mélange d’oxydes bleus de
tungstene (WgO,3) et de molybdene (MOgO,3). La coloration bleue produite est
proportionnelle au taux des composés phénoliques présents dans le milieu réactionnel

(Lapornik et al., 2005).

250ul d’extrait sont mélangés avec 1.25 ml du réactif de Folin-Ciocalteu puis
additionnés de 1ml de carbonate de sodium (7,5%). Apres 5 minutes d’incubation au bain

marie a 50°C, ’absorbance est mesurée a 760nm.

La teneur en composés phénoliques est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par
gramme de MS d’échantillon, par référence a une courbe d’étalonnage obtenue avec de

I’acide gallique utilisé comme standard.
1.3.3.2.Dosage des flavonoides

La quantité de flavonoides contenue dans les extraits d’Olea europaea est déterminée

selon la méthode colorimétrique de Lamaison et Carnat (1990).

Cette méthode est basée sur la capacité des flavonoides a se complexer avec le
chlorure d’aluminium. Il résulte de cette réaction une coloration jaunatre avec un maximum

d’absorption a 430nm.

Iml d’une solution de chlorure d’aluminium hydraté (AlC;3_6H,0 a 2%) est additionné a
Iml d’extrait brut. Les tubes sont vigoureusement secoués et laissés a 1’obscurité pendant

15min a température ambiante. L.’absorbance est lue au spectrophotometre a 430 nm.

La teneur en flavonoides est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage obtenue

avec de la Quercetine utilisée comme standard.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de Quercétine par gramme de maticre

seche (mg EqQ/gMS).

=
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1.4 Activité antioxydante des extraits de feuilles par le test de piégeage du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire de 1’antioxydant des polyphénols des extraits phénoliques est
déterminée selon la méthode décrite par Brand- Williams et al. (1995). Elle est basée sur la
capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce
dernier est réduit a la forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogene.
Plus la perte de couleur est élevée plus le donneur d’hydrogene est considéré comme un

antioxydant fort (figure 8).

I . A
: E N—Q \‘ l/‘ll : I MN— \ j-
LY o 1 -
:r:;r'pl—<\ ;.-’ h—N\\ :"' AH —s= If"'N NI'_H\.\_\_ . + A
: N+ o I M“_i_: <_\“
! .':'. J' \ ’:3?'
DPPH DPPH-H

Figure 8: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre 1’espece

radicalaire (DPPHe) et un antioxydant (AH).

Un volume de 50 pl d’extrait brut est ajouté a 1950 pl de la solution du
DPPH (65pmol/l) fraichement préparée. Apres homogénéisation et incubation pdt 30 min (a

I’abri de la lumiere et a température ambiante), I’absorbance a 515 nm est mesurée.

La capacité antioxydante des extraits est exprimée en pourcentage d’inhibition du

radical DPPHe suivant I’équation (Molyneux, 2004):

% Inhibition = [(A controle — A extrait)/A controle] x 100

- A controle: Absorbance du milieu réactionnel (solution méthanolique du DPPH sans
I’échantillon)

- A extrait : Absorbance de 1’extrait.

\J
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L.5. activité antibactérienne des extraits de feuilles d’olivier sauvage et cultivé

L.5.1. Souches bactérienne utilisées
Le Tableau résume les différentes souches bactériennes utilisées pour 1I’évaluation de

I’activité antibactérienne des extraits éthanolique des feuilles d’olivier sauvage et cultivé.

Tableau XI : Les souches bactériennes utilisées.

Gram  Souches référencées

Gram  Staphylococcus aureus MU 50
Positif  Bacillus cereus ATCC14579

Gram Escherichia coli ATCC 25922
Négatif  Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853

Souches bactériennes

1.5.2. Evaluation de I’activité antibactérienne (antibiogramme)

v’ Principe
Le principe d’évaluation de 1’activité antimicrobienne des polyphénols consiste a
réaliser une culture microbienne sur milieu solide perforée (Méthode des puits) Si les
polyphénols ont une activité antimicrobienne, on observera une zone d’inhibition autour du
puit. Le diametre de cette zone d’inhibition est proportionnel a 1’efficacité de 1’activité

antimicrobienne de I’échantillon (Fattouch et al., 2006).

a. Revivification des souches bactériennes
Une revification des souches bactérienne sur milieu gélose nutritive est necessaire
pour mettre les cellules en état de jeune (phase exponentielle de croissance), Si aucune
croissance n’est observée apres incubation de 24 h a 37°C, un enrichissement sur bouillon

BHIB sera indispensable.
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b. Repiquage des espéces bactériennes
Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37°C, afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de
I’inoculum.
c. Préparation des dilutions d’extraits
Les extraits ont été dissous dans le méme solvant d’extraction pour une concentration
de 200 mg/ml.
d. Préparation de I’inoculum et standardisation
Les souches bactériennes a tester ont été ensemencées sur le milieu MH (Muller Hinton)
et incubées a 37°C pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. Ensuite, quelques colonies
bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester ont été raclées a 1’aide
d’une anse de platine. L’anse a été déchargée dans 1I’NaCl stérile 0,8-0,9% (p/v), La
suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a une DO de
0,08 a 0,1 a 600 nm (équivalent de 10° a 10’ UEC / ml). L’inoculum peut étre ajusté en
ajoutant, soit de la culture s’il est faiblement chargé, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il
est trop chargé (Dib et al., 2013).
e.Ensemencement
L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage sur le milieu MH, I’écouvillon a été
trempé dans la suspension bactérienne standardisée, puis essoré en pressant fermement sur la
paroi interne du tube. II a été frotté contre la totalité de la surface gélosée en stries serrées.
L’opération a été répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est terminé en passant 1’écouvillon une derniere fois sur toute la surface
gélosée.
f. Dépot de I’extrait / témoin négatif
La gélose est perforée a 1’aide de la partie superieure d’une pipette Pasteur (6bmm de
diameter). Un volume de chaque extrait a une concentration de 200 mg/ml est déposé a
I’interieur des puits jusqu’au remplissage (chaque puit correspond a un seul extrait)
Ainsi un volume de solvant d’extraction a servit a remplir le puit de témoin negative.
g. Lecture des résultats
Apres 24h d’incubation a 37°C, I’activité antimicrobienne a été appréciée par la mesure
des diametres des zones claires (en millimetres) qui se forment autour des puits ; le diametre

de ces zones d’inhibition est calculer par soustraction du diametre des puits.
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N

On considere une bactérie sensible a un tel extrait si le diametre d’inhibition est

supérieur a 8§ mm (seulement si le témoin négatif est validé) (Moreira et al., 2005).

I.5.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

L’importance de la résistance d’une souche bactérienne a un antibiotique est évaluée
par détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) et par comparaison de

celle-ci avec celle d’une souche dite « sensible ».

La CMI est définie comme la concentration minimale d’un extrait qui inhibe la
croissance visible du microorganisme testé. Elle s’exprime en général en ug/ml et peut étre

réalisée par différentes méthodes et sur différents milieux de croissance.

Nous avons abordé la détermination de leurs CMI sur la base de la méthode de
microdilution selon la directive CLSI M7-A6 (Clinical and laboratory standards institute).
Pour ce faire, une série de dilutions de nos extraits a raison de 2 est réalisée dans Na CI (1/2,

1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128) a partir d’une concentration initial d’extrait de 50 mg/ml.

Pour chaque souche bactérienne ;

e Des boites de Pétri contenant du milieu Muller-Hinton ont été ensemencées au
début par une suspension bactérienne standardisée.

e La gélose MH a été perforée par la suite 4 fois (4puits).ainsi les puits formés ont
été remplie par D’extrait ethanolique soit de 50% ou 70% a différentes
concentrations (50 mg/ml, 25 mg/ml, 12.5 mg/ml et 6.25mg/ml), puis mise a (4°C)
pendant 2h ensuite incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Lecture : la premiere dilution dont aucune croissance bactérienne autour du puit n’est
observée (apres avoir une croissance dans la dilution qui la précede) a été prise comme CMI.
1.6. Analyse statistique
Toutes les déterminations ont €té menées en triples et répétées trois fois. Tous les
résultats ont fait 1’objet d’une analyse de la variance a deux facteurs, suivis d’une
comparaison multiple des moyennes (Test LSD) au moyen du logiciel Statistica (version 5.5).

Les différences sont significatives a p < 0.05.
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II .Résultats et discussion
IT1.1. Rendement d’extraction des polyphénols

Les différents rendements d’extraction obtenus en pourcentage (%), sont indiqués dans la

figure 9.

Les résultats de la figure montrent la présence des composés phénoliques dans les deux
especes d’olivier sauvage et cultivé avec des proportions variables selon I’espece et le solvant

d’extraction utilisé(e) p<0.05.

Rendement
(%)

35 4
30 A
25 -

20 - mOoC

mOS
15 A

ETHOH 50 ETHOH70 Extrait

Figure 9: Taux d'extraction des composés phénoliques.

Le rendement le plus élevé est enregistré pour les feuilles d’olivier sauvage extraites

avec de I’éthanol 70% (31.51).

Quelques soit le solvant d’extraction utilisé, les extraits de feuilles d’olivier sauvage

enregistrent des valeurs plus élevées que celles des extraits de feuilles d’olivier cultivé p<0.05

s
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La substitution partielle de I’eau par I’éthanol s’accompagne d’une augmentation du
rendement d’extraction de 24.36 a 31.51% pour I'olivier sauvage et d’une diminution de

17.55 2 5.39% pour I’olivier cultivé p<0.05.
I .2.Teneurs en composés phénoliques

L’expérimentation a mis en jeu deux facteurs : le facteur plante (OS et OC) et le facteur

solvant d’extraction (éthanol 50% et éthanol 70%).

I1.2.1.Teneurs en phénols totaux solubles

Les résultats de dosage des phénols totaux solubles obtenus (Figure 10) révelent une
variabilité de teneur entre les différents extraits.

L’extrait a I’éthanol 70% de 1’olivier sauvage se caractérise par la plus grande teneur en

PTS (31.13 mg EQ AG/g de MS) p<0.05.
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Figure 10 : Teneur en phénols totaux solubles

Quelques soit le solvant utilisé les extraits d’olivier sauvage se caractérisent par des
teneurs (9.51 et 34.13 mg EQ AG/g de MS) plus élevées que celles des feuilles d’olivier
cultivé (5.22 et 5.61 mg EQ AG/g de MS).

La présence de I’éthanol dans le solvant induit un rendement plus élevé pour les
feuilles OS p<0.05, par contre aucun effet significatif n’a été enregistré avec les extraits

d’OC p>0.05.
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I1.2.2. Teneur en flavonoides
L’analyse statistique des résultats illustrés dans la Figure 11 montre que les teneurs en
flavonoides des extraits dépendent aussi bien du facteur plante que du solvant d’extraction

(p<0.05).

mOosS
mOC

mg EQ de Quercétine/g de MS
d'echantillon

ETHOH 50 ETHOH70

Figure 11: Teneur en flavonoides

Les résultats ci-dessus indiquent la présence des flavonoides dans tous les extraits
quels que soit le facteur considéré (I’espece ou le type de solvant d’extraction).
Il ressort a travers les résultats obtenues, que 1’olivier sauvage donne les meilleurs

teneurs en flavonoides par rapport a 1’olivier cultivé.

La teneur la plus élevée est enregistrée pour I’extrait ethanolique 70% (4,05 mg EQ/g

MS), suivi de I’extrait ethanolique 50% (1,73 mg EQ/g MS) des feuilles d’OS p<0.05.

Pour les feuilles d’olivier cultivé aucune différence significative (p>0.05) des teneurs
en flavonoides n’a été observé quelques soit le taux de substitution de I’eau par I’éthanol, les
valeurs sont de 1,37mg EQ/g MS et de 1,26mg EQ/g MS avec I’éhanol 50% et 1’ethanol 70%

respectivement.
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I1.3. Activité antioxydante d’extraits de feuilles par le test de piegeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a été utilisée pour évaluer 1’activité
antioxydant des extraits de feuilles d’olivier sauvage et cultivé, car elle est reconnue comme

étant simple, rapide et efficace en raison de la grande stabilité du radical (Bozin et al. 2008)

La réduction du radical libre DPPH par les extraits dépend aussi bien de la plante que

du solvant d’extraction utilisé (P<0.05). Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 12.
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Figure 12 : Activité antiradicalaire du DPPH des extraits bruts.

L’extrait éthanolique des feuilles d’OS se caractérise par la plus forte activité de
piégeage du radical DPPH (94.61%).

L’augmentation de 20% de la quantité de I’ethanol dans le solvant d’extraction
s’accompagne d’une augmentation de la capacité de réduire le radical DPPH dans les extrait
des deux especes, les pourcentages augmentent de 91.43% a 94.61% (OS) et de 86.63% a
93.47% (OC) p<0.05.

I1.4.Evaluation de ’activité antibactérienne in vitro

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits isolés des feuilles
d’olivier cultivé (Olea europaea var. Europeae) et sauvage (Olea europaea var sylvestris) par

la méthode des puits sur un milieu gélosé solide (Mueller-Hinton).

L’activité antibactérienne des extraits a été estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des puits contenant les extraits a tester vis-a-vis de quatre (04) souches

référenciées dont deux(02) bactéries Gram + et deux(02) bactéries Gram -.
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Un test préliminaire a été réalisé afin de tester si les solvants d’extraction (éthanol 50 et

70%) ne représentent aucune activité antibactérienne vis-a-vis des souches testées.

Les résultats n’ont montré aucune zone d’inhibition autour des puits du solvant. A partir de

la I’éthanol a été choisi comme témoin négatif de ’activité antibactérienne testée, ainsi

comme solvant pour la dissolution des extraits.

La mesure des halos d’inhibition (@) nous permis, selon Moreira et al. (2005),de

classer les bactéries suivant leur degré de sensibilité aux extraits étudiés.

- (@ <8 mm : bactérie non sensible ou résistante ;

-9 <@ <14 mm : bactérie sensible ;

- 15 <@ <19 mm : bactérie tres sensible;

- > 20 mm : bactérie extrémement sensible.

Les diametres d’inhibition marqués par chaque extrait a concentration de 200 mg/ml sont

rapportés dans le tableau X.

Tableau X : Récapitulatif des résultats de 1’antibiogramme.

Diametre de la zone d’inhibition (mm)

Souche 0S 0C
50% 70% 50% 70%
Bacillus cereus
ATCC 14579 15,07 17,97 9,90 14,93
Staphylococcus aureus
MUS50 12,07 19,97 9,97 11,93
Pseudomonas aeruginosa 6.00 14.00 6.00 11.97
ATCC 27853 ’ ’ ’ ’
Escherichia coli
ATCC 25922 13,07 12,93 9,93 12,07

D’apres le tableau, les deux extraits de chaque plante (OS et OC) exercent une atctivité anti

bactérienne sur la majorité des bactéries testées.

Cette activité est prononcé forte cas de Staphylococcus aureus MUS50 et Bacillus cereus

ATCC 14579 vis -a-vis de I'extrait éthanolique 70% pour I’olivier sauvage avec un diametre

de 19,97 mm et 17,97 mm successivement.
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Elle est dite modérée cas de Staphylococcus aureus MUS0 de la plante OS a 50% d’éthanol
avec un diametre de 12,07 mm.

Cette sensibilité s’avere toujours forte pour Bacillus cereus ATCC 14579 vis-a-vis de méme
extrait 50%.

Une sensibilité ainsi modérée est noté chez Escherichia coli ATCC 25922 avec des zones
d’inhibition allant de 9,93 mm a 12,07mm vis-a-vis de tous les extraits étudiés.

Nous avons noté une résistance de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec un diametre
de 6,00 mm vis-a-vis de extrait éthanolique 50% de 1’olivier sauvage ainsi I’olivier cultivé a
200mg /ml. Cette bactérie a marquée une sensibilité modérée de 11,97 mm et 14mm vis-a-vis

de I’extrait éthanolique 70 % testés de I’olivier cultivé et sauvage successivement.

D’apres le tableau X, une forte sensibilit€ de S. aureus MUS5O0 juste vis-a-vis de ’extrait
éthanolique 70% pour I’olivier sauvage, qui s’avere modérée avec un diametre de 19,97
mm.

Nous avons remarqué une sensibilité de S. aureus MUS0 juste vis-a-vis de 1’extrait
éthanolique 50% a un diametre de 12,07 mm de D'olivier sauvage, suivi de I’extrait
éthanolique 70% pour l’olivier cultivé 11,93.et aussi pour l’olivier cultivé a I’extrait
éthanolique 50% 9,97mm.

Une sensibilité importante est notée chez B.cereus ATCC [4579avec une zone
d’inhibition de 15,07 mm a 200 mg/ml (extrait éthanolique 50% de 1’olivier sauvage). Et
14,93 mm a 200 mg/ml pour I’extrait éhtanolique70% de I’olivier cultivé, 17,97 mm pour
I’extrait ethanolique 70% de I’olivier sauvage.

Cette bactérie était sensible a 1’extrait éthanolique 50% de I’olivier cultivé testés (9,90

mm a 200mg/ml).

Une sensibilité est notée chez E.coli avec une zone d’inhibition 9,93 mm et 12,07 mm
a 200 mg/ml pour I’extrait ethanolique 50% et 70% de l’olivier cultivé. Ainsi que cette
bactérie est sensible avec une zone d’inhibition 13,07 mm a 200 mg/ml pour I’extrait
éthanolique 50% et 12,93 mm a 200mg /ml pour I’extrait éthanolique 70% de I’olivier

sauvage.

Nous avons noté une résistance deP.aeruginosaavec un diametre de 6,00 mm vis-a-vis
de I’extrait éthanolique 50% de I’olivier sauvage et cultivé a 200 mg/ml. Cette bactérie était
sensible avec un diametre de 11,97 mm a 200 mg/ml vis-a-vis de 1’extrait éthanolique 70%

testés de I’olivier cultivé.
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Une sensibilité de Ps.aeruginosa ATCC 27853 a été notée avec une zone d’inhibition

14,00 mm pour I’extrait éthanolique 70% de 1’olivier sauvage a 200mg/ml.

5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

En se basant sur les résultats obtenus in vitro du le test de criblage (I’aromatogramme),
nous avons pu choisir de suivre I’étude quantitative de 1’effet antibactérien des extraits ayant
une activité importante d’apres 1’étude qualitative c.a.d. I’extrait éthanolique 70% et 50%.

L’évaluation de D’activité antibactérienne in-vitro de nos extraits a été mise en

évidence par la technique de dilution en milieu liquide, cette dernicre comporte 1’étape de la
détermination des CML.

Pour cela une série de dilutions des extraits éthanoliques étudiés (50, 25, 12.5 et 6.25
mg/ml) a été testée pour déterminer la valeur de CMI pour chaque extrait vis-a-vis de chaque
souche employée.

La valeur de CMI des différents extraits ethanoliques(ETHOH 50% et 70% ) des deux
plantes a différentes concentrations ont été bien notées dans le tableau XI.

Tableau XI : La CMI des différents extraits ethanoliques des feuilles d’olivier Olea europaea

var. Europeaeet Olea europaea var sylvestris.

CMI (mg/ml)
Souche oS 0oC
50% 70% 50% 70%
Bacillus cereus
ATCC 14579 6,25 <6,25 12,5 12,5
Staphylococcus aureus
MUS0 6,25 <6,25 6,25 6,25
Pseudomonas aeruginosa > 50 12.5 ~50 )5
ATCC 27853 - ’ -
Escherichia coli
ATCC 25922 >50 > 50 25 >50

I est a noter que I’efficacité d’antibactérien d’un extrait est inversement proportionnelle

a sa valeur de CMI vis-a-vis d’une souche donnée.
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Les extraits des deux plantes OS et OC a différents concentration de solvant d’extraction,
montrent des CMI tres importantes de ’ordre de 6,25 a 12,5 mg/ml et méme voir <6,25 mg
/ml de ’'OS (ETHOH 70%) vis-a- vis de Bacillus cereus ATCC 14579 et Staphylococcus
aureus MU50. Ce résultat vient pour confirmer le résultat de 1’antibiogramme.

Concernant  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, la CMI n’est pas déterminé en
précision (elle est > 50 ml /ml d’extrait OS et OC a 50 % d’éthanole). Ceci en raison de non
existence d’une zone d’inhibition dans les différentes dilutions. Tandis qu’elle est fixé pour
I’extrait ETHOH 70% a 12,5 et 25 mg/ml pour les deux variétés de plante a savoir I’OS et
I’OC successivement.

Pour la souche Escherichia coli ATCC 25922, des valeurs des CMI indéterminées (CMI
> 50 mg /ml) ont été enregistrées due a la croissance visualisé de cette bactérie tout au long
des dilutions des différents extraits. A 1’exception de I’extrait OC 50% dont on a marqué

une CMI de I’ordre de 25mg/ml.

Discussion générale

Altiok et al. (2008), les hauts rendements sont habituellement obtenus avec 1’éthanol et
leurs mélanges avec 1’eau. En effet, I’eau joue un rdle important dans le processus
d’extraction des polyphénols en augmentant leur diffusion dans les tissus végétaux.

En plus de ces aspects quantitatifs, quelle que soit la méthode d’extraction appliquée, elle
doit tenir compte de la qualité de 1’extrait, autrement dit de la bioactivité de ces principes
actifs. Pour cela, I’extraction des composés phénoliques se fait a froid (Boizot et

Charpentier, 2006).

D’apres Djahra et al. (2013), 1a méthode de macération sous agitation permet d’accélérer
le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec I’extrait tout en
préservant la bioactivité de ces constituants.

La méme remarque pour la teneur en CP (commencez par résultats de test stat , le
discuter, le comparer aux travaux antécédents et puis elle vient la littérature).

D’une manicere générale, la teneur en composés phénoliques des extraits varie non
seulement d’une plante a une autre de la méme famille (lié aux propriétés génétiques des
plantes, a I’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte), mais
également en fonction des parametres de 1’extraction solide-liquide des polyphénols, le

solvant d’extraction, et le coefficient de diffusion du solvant (Lee et al. 2003).
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Boudhrioua et al. (2009) ; Vasileios et al. (2010), ont rapporté que les variations en
teneur de polyphénols est dépendante des conditions climatiques et géographiques, des
conditions de culture et le degré de maturité, mais aussi de 1’état
Physiologique et 1’age de la plante (De Leonardis et al, 2008).

L’addition de I’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols par
modulation de la polarité du solvant organique. Cette augmentation est peut étre due a
I’ affaiblissement des liaisons hydrogenes dans les solutions aqueuses.

Altiok (2010) dans son étude a démontré que la solubilité des polyphénols dépend
principalement du nombre de groupements hydroxyles, du poids moléculaire et de la longueur
de la chaine carbonique du squelette de base. Plusieurs facteurs influencent 1’extraction des
composés phénoliques a partir de la matiere végétale tels que le type et le volume du solvant
utilisé, la taille des particules de 1’échantillon, le temps d’extraction, les conditions de
stockage de I’échantillon, le pH et la température.

Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec ce réactif, donnant un taux phénolique apparent

élevé (Tawaha et al, 2007).

Le test au DPPH n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre
eux selon leur capacité a piéger ce radical et ainsi d’apprécier les variations qualitatives des
composés phénoliques. L’évaluation de I’activité anti-radicalaire doit étre interpréter avec
précaution du fait que I’absorbance du DPPH a 515 nm diminue sous I’action de la lumiere,
de I’oxygene, en fonction du pH et le type du solvant additionné a 1’antioxydant

Une autre étude faite aussi en Iran sur deux autres extraits mais dans des périodes de
développement différentes a montré que pendant la floraison, la plante a un pouvoir de
piégeage des radicaux libres plus fort je pense faible qu’apres la floraison (8,4 + 0,1 mg/ml)
pour I’extrait aqueux pendant la floraison, 11,7 + 0,2 mg/ml apres la floraison, (12,4 £+ 0,1
mg/ml) pour I’extrait d’éther pendant la floraison et( 22,5 + 0,2 mg/ml) apres la floraison
(Monfared et al., 2011).

Les extraits d’Olea europaea (feuilles) manifestent une activité antibactérienne variable
vis-a-vis des souches étudiés. Nos résultats s’accordent avec les données de nombreux auteurs
qui ont révélés une activité contre des bactéries gram - et gram + (Sousa et al., 2006;
Sudjana ef al., 2009; Djenane et al., 2012).

Les bactéries Gram (+) se sont montrées plus sensibles que les bactéries Gram (-). Les

bactéries S. aureus MUS0 et B.cereus ATCCI14579 sont les plus sensibles de toutes les
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bactéries testées dans cette étude ; elles ont été sensibles vis-a-vis de touts les extraits
éthanoliques (50% et 70%),.Alors que, les deux souches Gram (-) P.aeruginosa ATCC27853
et E.coli ATCC25922se sont montrées moins sensibles (voir résistante pour
P.aeruginosa ATCC27853vis-a-vis des extraits d’OC et OS a 50% d’éthanol) et cela se
coincide avec les résultats de (Barchan et al., 2016).

Il a été rapporté par (Casquete ef al., 2015), que les extraits des feuilles d’olivier
sauvage et cultivé inhibent en général des bactéries Gram positif et des bactéries Gram négatif
a partir d’une concentration de 1,5 mg/ml. En effet, Santhosh et al., (2015) indiquent que le
diametre de la zone d’inhibition differe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un autre
selon le degré de diffusion de 1’agent antibactérien et du taux de croissance des
microorganismes

Selon (Hindi et Chabuck 2013 ; Satdar et al., 2017), la différence de sensibilité entre les
bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif est due a la différence de structure de la
paroi bactérienne de ces deux groupes bactériens ; les bactéries Gram (+) sont généralement
plus sensible aux extraits que les bactéries Gram (-). Ceci pourrait étre expliqué par la
différence importante de la couche externe des Gram (+) qui influence sur la perméabilité de
la paroi bactérienne .Cette derriere chez Gram (-) est généralement moins efficace que celle
chez les Gram (+) ; ceci est due probablement a la présence d’'un taux élevé de
phospholipides dans la paroi des Gram (-) et de molécules polysaccharidiques dans la
membrane externe ; imperméable aux molécules antibiotiques et composés lipophiles (dont
les polyphénols font partie) et un espace périplasmique riche en enzymes qu’on ne retrouve

pas chez les Gram (+) selon (Djennane et al., 2012 ; Konate et al., 2012 ; Ignat et al., 2013 ).

D’apres Konate et al., (2012), I’activité antibactérienne des polyphénols (flavonoides)
est due a leurs habilité a se complexer avec les protéines solubles extracellulaires et avec la
paroi bactérienne.

Le mécanisme de toxicité des PPT contre les microorganismes serait relié a 1’inhibition
des enzymes hydrolytiques (protéases) et autres interactions qui inhibe 1’adhésion
microbienne et des protéines de transport de 1’enveloppe cellulaire ainsi les interactions non
spécifiques avec les hydrates de carbone (Aboshora et al., 2014 ; SU et al., 2015).

La valeur des CMI déterminé différe selon 1’espece bactérienne et le type de solvant d’extrait ainsi
I’espece d’olivier.
Les CMI retrouvés pour Bacillus cereus ATCC 14579 et Staphylococcus aureus MUS50

indique ainsi confirme la sensibilité de ces dernieres vis-a- vis de ces extraits employés.
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D’apres les résultats des CMI enregistrer chez P.aeruginosa ATCC27853, cette espece
est vraiment résistante en raison qu’elle est souche pathogene tres rependu en milieu
hospitalier ; Cette pathogénisitée est accordée grace a ces propriétés divers de décences vis-
a-vis des substances étrangeres (résistance naturelle et acquises). Méme chose pour E.coli
ATCC25922 nous avons trouvées des CMI qui variés cela veut dire cette bactéries possede

une résistance naturelle par des mutations qui sont faciles .

Le résultat de CMI ont été déja tres attendues elle vienne pour confirmes les résultats de

I’antibiogramme.




Conclusion

Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes médicinales possede des propriétés biologiques
treés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en
médecine, pharmacologie, cosmétologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une part
du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquictent les
utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

Dans le présent travail, différents aspects d’olea europeae on tété étudiés: la teneur en
polyphénols totaux, les activités antioxydante et antibacterienne des extraits éthanolique 50%
et 70%.

L'extraction des polyphénols totaux des parties aériennes (feuilles) de la plante a permis
d'obtenir des rendements qui different en fonction des solvants utilisés :

I’éthanol 50% et 70% avec 17,55+0,64% ; 5,39+0,50% pour I’olivier cultivé suivi de
24,36+0,40% ; 31,51£0,62 % pour I’olivier sauvage respectivement.

La teneur en polyphénols totaux a ét€ déterminée par le réactif de Folin-Ciocalteu pour
L’extrait éthanolique 50% et 70% et les valeurs respectives étaient comme suit :

9,51 +£0,46;34,13 £0,33 mg EAG/g MS pour I’olivier cultivé suivide 5,22 + 0,5; 5,61+
0,23 mg EAG/g MS pour I’olivier sauvage.

L’ activité antioxydante des différents extraits d’ olea europeae. a été évaluée par la
méthode de réduction du radical libre DPPH. L’IC 50 a été estimée a 86,635 +3,63% ; 93,47
+2,36% pour I'olivier cultivé, 91,43 +0,28% ; 91,43 +0,28% pour I’olivier sauvage dans
les extraits éthanolique 50% et 70%, respectivement. ce qui confirme qu’ olea europeae. est
douée d’un pouvoir antioxydant.

En effet, la capacité antioxydante la plus élevée a été observée dans 1’extrait a 1’éthanol
70% (94,6 £ 1,73%) de 1’olivier sauvage. Par contre elle est faible pour 1’extrait a 1’éthanol
50% (86,64 +3,63 %) de I’olivier cultivé.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatres souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les résultats indiquent que les deux extraits
possedent une activité antibactérienne au moins sur une souche Bactérienne sauf
Pseudomonas aeruginosa qui était résistant dans I’extrait éthanolique 50% de 1’olivier cultivé
et sauvage.

A la suite de ces résultats, certaines perspectives s’imposent :

- élargir le spectre d’étude en étudiant la plante d’autres régions a des fins comparatives;
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- faire un screening phytochimique complet afin de révéler la présence ou 1’absence de
Certains métabolites secondaires (flavonoides, tanins, saponosides, cires...etc).
-réaliser une étude toxicologique de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la
Recherche de substances d'origine naturelle biologiquement actives, une étude in vivo est
Souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante et
Antimicrobienne des extraits de cette plante.

L’exploitation industrielle des sources naturelles d’antioxydants dépend de nombreuses
Exigences : concentration élevée en molécules actives, approvisionnement suffisant, régulier
Et si possible non saisonnier, bonne conservation de la matiere premiere, cofit raisonnable,
Facilité d’extraction, caractere faiblement aromatique des préparations, absence de toxicité
des composés présents dans I’extrait, autorisation légale d’utilisation en industries

alimentaire, pharmacologique ou cosmétique.
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Evaluation in vitro de I’activité antibactérienne

Olea europaea var Sylvestri Qlea europaea var. Europeaea
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
50% 70% 50% 70%
Escherichia
coli
ATCC
25922
Olea europaeqa var é}{hmiri Olea europaeq var. Europeaea
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
50% T0% 50% 70%
Pseudomonas " — z
aeruginosa

ATCC27853
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Qlea europaea var sylvestri Olea europaea var. Europeaea
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
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Bacillus.

cereus
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Qlea europaea var sylvestri Olea europaeq var. Europeaea
Ethanol Ethanol Ethanol Ethanol
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Résumé

Olea europea est une plante médicinale appartenant a la famille des Oléacées, est tres répandue dans
le centre algérien. Plante tres utilisée en médecine traditionnelle pour ses nombreuses vertus.

A travers cette étude nous avons tenté d’une part de caractériser les différents composés phénoliques
des feuilles d’olivier sauvage et cultivé et d’évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits.

Les extraits ont été obtenus par macération en utilisant deux solvants organiques : 1’éthanol 50% et
70%. Les rendements respectifs sont : 17,55%0,64% ; 5,39+0,50% pour I’olivier cultivé suivi de
24,36+0,40% ; 31,51+£0,62 % pour I’olivier sauvage.
La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, elle est de 9,51 +0,46; 34,13 £ 0,33 mg EAG/g MS pour ’olivier cultivé suivi de 5,22
+ 05; 561+ 0,23 mg EAG/g MS pour I’olivier sauvage dans les extraits éthanolique 50% et 70%,
respectivement.
L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant la méthode de réduction du radical

Libre DPPH car elle est reconnue pour sa simplicité, sa rapidité et son efficacité en raison de la grande
stabilité¢ du radical. Les pourcentages de piégeage du DPPH et I’IC 50 respectivement ont été estimés a :
86,635 £3,63% ; 93,47 +2,36% pour I’olivier cultivé, 91,43 +0,28% ; 91,43 +0,28% pour I’olivier sauvage
dans les extraits éthanolique 50% et 70%, respectivement.
L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatres souches bactériennes, selon la méthode de
diffusion en milieu gélosé. Tous les extraits testés dans notre étude ont réagi positivement au moins sur une
des souches microbiennes testées, ce qui confirme que la plante Olea europea est douée de propriétés
antimicrobiennes.

Summary

Olea europea is a medicinal plant belonging to the family Oleaceae, is widespread in the center of
Algeria. Plant very used in traditional medicine for its many virtues.

Through this study we tried to characterize the different phenolic compounds of wild and cultivated
olive leaves and to evaluate the antioxidant and antibacterial activity of the extracts.

The extracts were obtained by maceration using two organic solvents: ethanol 50% and 70%. The
respective yields are: 17, 55 + 0.64%; 5.39 = 0.50% for the cultivated olive tree followed by 24.36 +
0.40%; 31.51 £ 0.62% for wild olive.

The total content of phenolic compounds was determined using the reagent of
Folin-Ciocalteu, it is 9.51 £ 0.46; 34.13 + 0.33 mg EAG / g DM for the cultivated olive followed by 5.22 +
0.5; material 5.61 £ 0.23 mg EAG / g MS for wild olive in ethanol extracts 50% and 70%, respectively.
Antioxidant activity was assessed using the radical reduction method
DPPH because it is known for its simplicity, speed and efficiency because of the
great stability of the radical. DPPH trapping percentages and IC 50 respectively
were estimated at 86.635 + 3.63%; 93.47 + 2.36% for the cultivated olive tree, 91.43 + 0.28%; 91.43 +
0.28% for wild olive in ethanol extracts 50% and 70%, respectively.
The antimicrobial activity was determined on four bacterial strains, according to the diffusion method in
agar medium. All the extracts tested in our study reacted positively to at least one of the microbial strains
tested, which confirms that the plant Olea europea. is endowed with antimicrobial properties.
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